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Souhrn

Transplantace solidniho organu predstavuje pro nemocné s orgdnovym selhdnim
nadéji na prodlouZeni Zivota ¢i jeho bezprostfedni zachranu. Nese vsak s sebou zvysené
riziko rady infekénich i jinych komplikaci a nutnost celozZivotniho uzivani imunosupresivni
|écby. Preziti transplantovaného organu a preziti prijemce ovliviiuje fada faktor(i, mezi
které patfi celkovy stav a vék v dobé transplantace, diagnodza, pro kterou byl nemocny
transplantovany, rozvoj rejekce $tépu, rozvoj metabolického syndromu i zavazné
infekéni komplikace, v€etné virovych onemocnéni. Virové infekce mohou mit u
imunosuprimovanych jedinct velmi rliznorody klinicky pribéh, nékteré diky
imunoaktivaci mohou zplsobovat rejekci Stépu, jiné naopak mohou byt naopak
asociované s imunotoleranci. Nasim cilem bylo identifikovat vliv variant vybranych gent
na prabéh nékterych virovych onemocnéni u prijemcl orgdnd a tim i na jejich
potransplantacni prabéh, morbiditu a preziti Stépu.

Cytomegalovirova (CMV) infekce je nejcasté;jsi virovou infekci u prijemca
transplantovanych organt. Zabyvali jsme vlivem genotypu lokusu rs12979860 (C/T) genu
IL28B na riziko rozvoje CMV nemoci. Prokazali jsme, Ze alela T je asociovana s CastéjSim
vyskytem CMV nemoci u pacientl po transplantaci jater (LTx), ktefi ukonili
profylaktickou protivirovou IéCbu. Dale jsme u pacient( s jaterni cirhdzou C infikovanych
genotypem HCV 1b analyzovali vliv polymorfismu lokusu PNPLA3 rs738409 (C/G) na
virémii (HCV RNA) pred transplantaci jater a na incidenci hepatocelularniho karcinomu
(HCC) v cirhotickych jatrech. Zjistili jsme, Ze pacienti transplantovani pro chronické
jaterni selhani (CLF) byli vyznamné mladsi a méli tézsi dysfunkci jater nez pacienti
transplantovani pro HCC. Nosicstvi alely G zvySovalo riziko LTx pro CLF v recesivnim i
alelickém modelu i v multivariantni analyze. Homozygoti GG méli i ptes rychleji
progredujici chorobu jater vyznamné nizsi virémii HCV pred transplantaci ve srovnani
s nosi¢i nejméné jedné alely C. Nakonec jsme hodnotili expresi transkriptli asociovanych
s operacni toleranci (OT) u pacientl bez a s chronickou HBV infekci po transplantaci
ledviny. Pacienti s HBV infekci méli vyssi expresi genl GATA3, TCL1A, IL-10 a TNF-a, které
jsou asociované s OT, a nizsi expresi SENP-6. Popsany transkripcni profil je kompatibilni
s OT a vysvétluje vynikajici preziti prijemcl s [é¢enou HBV infekci i jejich Stépu ledviny.

Klicova slova: CMV, HCV, HBV, virové infekce, genové varianty, organové transplantace.
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Abstract

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

Cytomegalovirus (CMV) infection is the most common viral infection in SOT
recipients. We focused on the role of the /L28B rs12979860 locus genotype in the risk of
CMV disease occurrence. We proved the T allele is associated with a more frequent
occurrence of CMV disease in liver transplant (LTx) recipients after cessation of antiviral
prophylaxis. Subsequently, we analysed the impact of SNP rs738409 C/G (1148M) in
PNPLA3 on the viral load before LTx and hepatocellular carcinoma (HCC) incidence in
patients with liver cirrhosis caused by genotype 1b HCV infection. We demonstrated
that patients transplanted for chronic liver failure (CLF) were significantly younger and
had more severe dysfunction than patients transplanted for HCC. Allele G increased the
risk of LTx for CLF in both the allelic and the recessive models. Genotype GG carriers had
lower HCV viral load than those carrying at least one allele C. Ultimately, we evaluated
expression of transcripts associated with operational tolerance (OT) in kidney transplant
recipients with or without HBV infection. Patients with HBV infection had higher
expression of GATA3, TCL1A, IL-10 and TNF-o and lower expression of SENP-6. The
above-described transcription profile was compatible with OT and concordant with
excellent survival of kidney recipients with HBV infection and renal grafts in these
recipients.

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

Kazdy rok je celosvétové provedeno asi 130 tisic transplantaci solidnich organ(
(SOT), dvé tretiny pritom pfipadaji na Evropu a USA (Statista 2022). V prabéhu posledni
dekady doslo k vyraznému zlepseni preziti Stépu i prijemcl diky vysoce ucinné
imunosupresivni [éCbé (Jain et al. 2000).

Vliv na potransplantacni pribéh ma vsak fada faktort. V prvni fadé hraje roli
celkovy zdravotni stav jedince v dobé transplantace, plvodni diagndza, ktera vedla
k nutnosti transplantace, v ptipadé transplantace jater pfitomnost hepatoceluldrniho
karcinomu (HCC), rozvoj akutni celuldrni nebo protilatkami zprostfedkované rejekce
Stépu, pritomnost zavaznych infekénich onemocnéni ¢i rozvoj metabolického syndromu
a kardiovaskularnich chorob (Kobashigawa et al. 2019; Mazzaferro et al. 2009;
Choudhary et al. 2017).

Virové infekce maji vliv jak na predtransplantacni pribéh a komplikace (napf.
chronicka HBV a HCV infekce), tak na potransplantacni prabéh (CMV a dalsi oportunni
infekce) a jejich Uspésné zvladnuti je nezbytnym predpokladem dlouhodobé a stabilni
funkce Stépu (Kusne and Blair 2006).

V soucasnosti je k dispozici velmi Gcinnd protivirova lécba, ktera umoznuje
nemocnym s HBV i HCV infekci podstoupit SOT. V pfipadé jater jsou tyto infekce samy o
sobé pric¢inou transplantace, at uz z dvodu dysfunkce cirhotickych jater ¢i rozvoje HCC,
ktery oviem mUze (zejména jedna-li se o predem neznamy, tzv. incidentalni HCC) zhorsit
nadéji na dlouhodobé preziti (Senkerikova et al. 2014). V pripadé transplantace
ostatnich orgdn( je zcela nezbytné dosahnout pred vykonem negativni virémie,

v pripadé HCV pacienta vylécit (dosahnout setrvalé virologické odpoveédi, tj. negativni
virémie 12 ¢i 24 tydn( od ukonceni [éCby znamena eliminaci viru).

V minulosti neléfena chronicka HBV infekce vyznamné zhorSovala preziti Stépu
ledviny i pfijemc( Stépu (Mathurin et al. 1999). Nepfiznivy efekt HBV infekce byl zcela
eliminovan diky vysoce uUc¢inné protivirové |écbé. Co viak stoji za pozornost je
skutecnost, Ze pacienti s |lé¢bou suprimovanou HBV infekci nejen Ze nemaji horsi preziti,
ale ukazuje se, Ze jejich 10leté preziti vyznamné prevysuje pacienty bez HBV infekce

(Cosconea et al. 2012; Sperl et al. 2013).
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Imunosupresivni [éCba zasadnim zplsobem ovliviiuje pribéh virovych
onemocnéni u oportunnich infekci, jako je cytomegalovirova (CMV) nemoc, a je
nejdulezitéjsSim predpokladem k jejich rozvoji. Pribéh CMV nemoci mize byt zcela
asymptomaticky, mize mit pfiznaky podobné infekéni mononukledze, ale mize také
zpUsobit zavazné organové postizeni Ci rozvoj akutni rejekci Stépu (Razonable 2005).

V ¢asném potransplantac¢nim obdobi je obvyklé podavani profylaktické protivirové IéCby,
které je vSak nutno ukoncit nejpozdéji po 6 mésicich. Poté vsak hrozi rozvoj tzv. pozdni
CMV (PPD, post-profylaxis disease) nemoci se stejnymi moznymi nasledky.

Pribéh pred i po SOT je do znacné miry ovlivnén nosi¢stvim variant nékterych
genu, které oznacujeme jako geny modifikujici vyvoj chronickych chorob jater. Prvnim
zndmym modifikujicim genem byl gen IL28B kddujici interferon lambda 3 (IFNL3),
konkrétné jeho varianta rs12979860 T (Ge et al. 2009). Nosicstvi alely T asociované se
schopnosti exprimovat interferon lambda 4 (IFNL4) (Prokunina-Olsson, 2013) sniZovalo
Sanci na vyléceni chronické HCV infekce pred i po transplantaci jater interferonem a
(IFN-a). Nevyléceni jedinci méli vysoké riziko rozvoje chronického selhani jater s nutnosti
transplantace jater i vyrazné horsi dlouhodobé preziti po transplantaci. Vyznam genu
IL28B upadl se zavedenim primo pusobicich antivirotik (DAA) do IéCby, jejichz efekt neni
na variantach IL28B zavisly.

Za vlbec nejsilnéjsi modifikujici gen v hepatologii je povaZovany gen PNPLA3,
jehoz variantni alela rs738409 G podminujici aminokyselinovou zdménu 1148M
predisponuje ke steatdze jater (Romeo et al. 2008). Desitky dalSich studii potvrdily
asociaci variantni alely G s non-alkoholickou steatohepatitidou (NASH), jaterni cirhdzou i
jeji vliv na progresi jaternich chorob jiné etiologie a vysvétlily molekularni mechanismus,
kterym dochazi ke zvysené akumulaci tuk( v jatrech.

V poslednich 3 letech je pozornost vénovana genu SERPINA1. Nosici obou
mutovanych alel polymerujici varianty Z odpovédné za poskozeni jaternich bunék
(homozygoti ZZ) mohou mit jak jaterni |ézi, tak plicni pfiznaky plazmatického deficitu a-
1-antitrypsinu. Heterozygoti pro alelu Z tyto projevy nemaiji, ale rychleji se u nich vyviji

jaterni cirhdza, trpi-li NASH nebo alkoholovou chorobou jater (Strnad et al. 2019).
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1.1 Cytomegalovirus

Infekce lidskym CMV predstavuje nej¢astéjSi oportunni virovou infekci u
imunokompromitovanych jedincl. ZvySuje morbiditu a mortalitu pacient( po SOT,
nejCasteéji v casném pooperacnim obdobi, kdy také pti probihajici infekci hrozi ¢astéji
akutni celularni rejekce Stépu. Strategie univerzalni profylaxe protivirovou lé¢bou ¢asné
po transplantaci toto riziko vyznamné snizuje, nicméné po ukonceni profylaxe nastupuje

riziko rozvoje pozdni CMV infekce (EASL 2016).

Taxonomie, struktura a replikace viru CMV

Lidsky CMV je ubikviterni herpesvirus, ktery ma po primoinfekci schopnost
perzistovat v organismu v latentni formé. Séroprevalence CMV se celosvétove vyznamné
liSi, negativné koreluje se socioekonomickym statusem a pohybuje se od 40 % v zapadni
Evropé aZ po vice nez 90 % v rozvojovych zemich. Séroprevalence se také zvysuje
s vékem (Cannon, Schmid, and Hyde 2010). Replikace CMV probiha v radé epiteloidnich
bunék, v myeloidnich bunkach kostni dfené pak virus udrzuje latentni infekci (Sinzger,
Digel, and Jahn 2008). Mezilidsky prenos je zajistén télnimi tekutinami, pohlavnim
stykem ¢i transplantovanym organem (Evans 1978). V pfipadé intrauterinni infekce mlze
nést plod zdvazné nasledky, jako je hluchota ¢i mentdlni retardace (Kenneson and
Cannon 2007). Primoinfekce i reaktivace mohou mit u imunosuprimovanych nemocnych
rdzné tézky prabéh, od asymptomatickych infekci aZz po Zivot ohroZujici onemocnéni.
Profylaxe i Ié¢ba CMV infekce jsou proto dllezitymi body v péci o pacienty po SOT, po
transplantaci krvetvornych kmenovych bunék (HSCT) ¢i o HIV pozitivni pacienty.

CMV je dle Baltimorovy klasifikace v I. tfidé. Je to dsDNA virus patfici do Celedi
Herpesviridae, ktera ma 3 podceledi (Baltimore 1971; Koonin, Krupovic, and Agol 2021).
Jejich zadkladni charakteristikou je velky genom a schopnost navodit perzistujici (latentni)
infekci. CMV patfi do podceledi betaherpesvirinae, je pro néj typicky dlouhy Zivotni
cyklus, mald $kdla hostitell a latentni cyklus v mononukledrnich leukocytech, v
myeloidnich bunkach i v burikach vyvodu zlaz (Mocarski 2013). Typické je ndpadné
zvétseni infikovanych bunék (cytomegalia).

Maturovany virion je pomérné velky (200-300 nm) a sestava z jedné kopie

dsDNA a jeho nukleokapsidy, amorfni hmoty zvané tegument a obalu viru. Genom
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obsahuje vice nez 165 znamych genl, které jsou oznacované dle pozice v genomu a
poradovymi Cisly.

Kapsida viru ma rozmér 135 nm a ikosahedralni symetrii s triangula¢nim Cislem
T=16, znacicim vysokou komplikovanost struktury kapsidy (Yu et al. 2017). Ta je tvorena
5 integralnimi proteiny: majoritnim proteinem MCP (UL86), minoritnim kapsidovym
proteinem (UL85), minoritnim vazebnym proteinem (UL46), malym kapsidovym
proteinem SCP (UL48/49) a portalnim PORT proteinem (UL104). Tyto proteiny tvofi 162
kapsomer, z toho 150 hexamer( tvoficich triangularni plochu a 12 pentamera tvoricich
vrcholy ikosaedru (Borst et al. 2001).

Tegument je prostor mezi nukleokapsidou a lipidovym obalem. V elektronovém
mikroskopu ma amorfni strukturu, byt jakasi architektonika proteint v blizkosti kapsidy
byla popsana (Butcher et al. 1998). Tegument obsahuje desitky virovych proteind, které
jsou obvykle fosforylované, a proto ¢asto oznacované jako pp. Po fuzi virionu
s bunécnou membranou nékteré proteiny zUlstavaji v cytoplazmé, zatimco jiné sméruji
rychle do bunécného jadra (napt. pp65 a pp71). Proteiny, které jsou vazané ke kapsidé,
umoznuji jeji migraci k jadru podél mikrotubul( (Kalejta 2008). Nejznaméjsim proteinem
je pp65, ktery je dllezitym cilem humoralni i bunééné imunity. Na druhé strané vsak
zprosttedkovdva fosforylaci virovych proteinl ze skupiny bezprostfednich ¢asnych a
znemoznuje tak jejich prezentaci molekulami hlavniho histokompatibilniho komplexu
(HLA) I. tfidy. Prukaz pp65 byl v minulosti Siroce vyuzivan k diagnostice CMV infekce.

Obal viru je tvoreny lipidovou dvojvrstvou, ktera obsahuje nékolik povrchovych
glykoprotein(l, oznacovanych jako gB, gM, gN, gH, gL a gO, které maji zdsadni Ulohu pfi
vstupu virionu do bunék. CMV dokaze infikovat celou fadu bunék, jako fibroblasty,
buriky epitelu, lymfocyty, monocyty ¢i makrofagy. Pravé proteiny obalu viru hraji
dllezitou roli v tropismu viru (Wang and Zhao 2020).

Linearni dsDNA (Obr. 1) se sklada z priblizné 230 kbp a zhruba 165 gend, coz
predstavuje nejvétsi genom ze vsech lidskych herpesviri. Obsahuje 2 unikatni oblasti -
dlouhou (unique long, UL) oblast na 5" konci a kratkou (unique short, US) oblast na 3’
konci. Oba tyto useky jsou potom ohrani¢ené parem repetitivnich sekvenci, které jsou
oznacované jako g, b a ¢ (oznaceni a’, b" a ¢’ odpovida invertni sekvenci). UL je

ohranicen sekvencemi ab a b’a’, proto jsou oznaCované jako terminalni a invertovana

15



repetice dlouhého Useku (TRL/IRL), zatimco US je ohrani¢en sekvencemia’c”a ca

(IRS/TRS) (Marti-Carreras and Maes 2019).

Obrdzek 1. Schéma usporadani genomu CMV, pfevzato z (Balazs et al. 2017)

ab UL ba’c’ us
709 11996 180887 193945

ca
235147

Genom je tvoren tfemi skupinami gen(, které jsou oznacené jako bezprostiedni
Casné (IE), ¢asné (E) a pozdni (L). Produkty exprese IE gend slouZi predevsim k Upravé
vnitfniho prostFeni intracelularné, k regulaci a navozeni lytické faze replikace viru. Cast
téchto produktl je také obsazena jiz v tegumentu. Geny skupiny E slouZi k viastni
replikaci viru a L geny tvofi strukturdlni proteiny.

Po fuzi virového obalu dochdzi k transportu kapsidy k bunéénému jadru pomoci
mikrotubuld (Obr. 2). CMV zahajuje svoji replikaci nejprve transkripci IE gen(, poté E a
nakonec L genu. Jednim z nejdlleZitéjsich aktivator( exprese E gen( je IE2, ktery pUsobi
zaroven inhibi¢né na expresi ostatnich IE genu. Jeho transkripce je transaktivovana
proteiny tegumentu (napft. pp71). Primarni role IE genl spociva v transaktivaci
replikacnich (tedy E) gend. Samotna amplifikace virové DNA se odehrava mezi expresi E
a L genUl. Replikace viru je relativné pomald, dochazi k ni zhruba 24-72 hodin po infekci
buriky (Wang and Zhao 2020). Priblizné ve stfedu UL oblasti se nachazi inicidlni misto
replikace, oznacené jako oriLyt (Anders et al. 1992). Nejprve se prepisuje 6 genl
nezbytnych pro samotnou replikaci: UL54 (DNA polymeraza), UL44 (faktor zajistujici
procesivitu DNA polymerazy), UL57 (SSB, single-stranded DNA binding protein), UL70
(primdza), UL102 (faktor asociovany s primazou) a UL105 (helikaza) (Zarrouk, Piret, and
Boivin 2017; Alvisi et al. 2011). V dvodu dochazi k cirkularizaci virové DNA, kterd sméruje
transaktivatory k mistu pocatku replikace a dochazi k jeji inicializaci. Replikace probiha
nejprve théta mechanizmem, az pozdéji mechanizmem valivé kruznice. K dokonceni
syntézy a ,,odstipnuti” virové DNA je nezbytny produkt genu UL77, ke sbaleni a formaci

DNA do nukleokapsidy je potom nezbytnd ucast PORT proteinu pUL104 (Borst et al.
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2016; Koppen-Rung, Dittmer, and Bogner 2016). K pfenosu noveé vzniklé kapsidy je pres
jadernou membranu je nutnd tvorba heterodimeru NEC (nuclear egress complex), ktery
ve spolupréci s pUL97 (proteinkinaza) zajistuje disrupci laminu A/C nukledrni membrany
a umozZnuje tak pranik kapsidy zpét do cytoplazmy. Ke sbaleni viru je potom zapotiebi
tvorba tzv. VAC (viral assembly complex), kde probiha tvorba tegumentu a obalu.

Virus dale ustanovuje latentni fazi v hematopoetickych progenitorovych burnkach
kostni dfené (CD34+), v monocytech (CD14+), v dendritickych bunkach a
megakaryocytech. V téchto burikdch nedochazi k aktivni replikaci viru, ale slouZi spiSe
jako rezervodry. Mechanizmus navozeni latentni faze infekce nebyl doposud spolehlivé
popsan. V této fazi se virova DNA replikuje spole¢né s hostitelskou DNA (Goodrum
2016). Spoustécem lytického cyklu mize byt zanét ¢i imunokompromitace nemocného.
Nezbytnou Ulohu zde pravdépodobné ma TNF-a, ktery ziejmé cestou proteikindzy C a

nukledrniho faktoru kB (NF-kB) zpUsobuje opétovnou aktivaci a transkripci IE gen(.

Obrazek 2. Schéma Zivotniho cyklu CMV, upraveno dle (Jean Beltran and Cristea 2014)

Infekéni partikule

Casna faze Pozdni faze

dsDNA
HCMV '6

AC- assembly complex (misto tvorby tequmentu a obalu viru)

Imunita proti CMV
Imunita proti CMV infekci je podminéna nékolika typy Zivotniho cyklu viru a
dlouhodobym ,tvarovanim® v interakci s hostitelem. Primarni infekce je u CMV naivnich

a zdravych jedincu ve velké vétsiné pripadd zcela asymptomaticka, proto jsou i studie
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imunitnich déji velmi vzacné, v mnoha ohledech je proto zapotrebi se opirat o animalni
a in vitro modely (Picarda and Benedict 2018). DalSimi fazemi jsou latentni infekce a
pripadné také reinfekce pfi setkani s novym retézcem viru. Klinicky vyznamné je
onemocnéni zejména u téhotnych Zen, nebot CMV je nejcastéjsi pfi¢inou vrozenych
infekci, a u imunokompromitovanych jedincl (Rawlinson et al. 2017). Po vstupu viru do
bunky dojde hostitelskou burikou k rozpoznani virionu a aktivaci nékolika mechanizm( a
bunécénych drah vrozené imunitni odpovédi (Navarro 2016). Ty pfedevsim zahrnuji
zanétlivé cytokiny, interferony I. typu (IFN-1) a up-regulaci kostimulacnich molekul, které

jsou klicové ke zpomaleni patogenu a pfipraveni dokonalejsi adaptivni imunity.

Vrozend imunita

Infikované buriky detekuji pfitomnost cizorodé DNA velmi ¢asné a jiz asi 4-8
hodin po infekci dokaZzi produkovat IFN-I a aktivovat slozku intrinzické intraceluldrni
imunity, tzv. restrikéni faktory (RF, napft. IFI16) (Unterholzner et al. 2010; Biolatti,
Gugliesi, et al. 2018; Dell'Oste et al. 2014). Ty zajistuji prvni obrannou linii tim, Ze jsou
trvale pritomné a aktivované v burice jiz pred vstupem viru do buriky a vazi se na radu
molekul, véetné signalizacnich a regulacnich (Orzalli and Knipe 2014). Detekce patogent
je v dikci riznorodych molekul, tzv. PRRs (pattern recognition receptors). Mezi né patfi
mj. TLR (Toll-like receptory), jenZ umi rozeznat celou $kalu patogennich struktur véetné
virll (Brubaker et al. 2015). V ptipadé CMV se jedna o TLR2, ktery rozezndva
glykoproteiny gH a gB na jejich povrchu. Jejich adaptorovym proteinem je MyD88.
Vysledkem je aktivace NF-kB a poté produkce rady cytokint (napf. IFN-B, IL-6, IL-8, TNF-
a) (Oliveira-Nascimento, Massari, and Wetzler 2012; Barbalat et al. 2009). Nékteré
varianty typu SNP v genu pro TLR2 byly popsané v asociaci s ¢astéjsimi klinicky
vyznamnymi infekcemi u imunokompromitovanych osob, napf. pravé u CMV.

Dalsimi PRR jsou CD14 receptory, NLR (NOD-like receptory), vétSina receptort
pro DNA fragmenty, jako TLR3, TLR9 ¢i cytosolové cGAS (cyclic guanosin
monophosphate-adenosine monophosphate). cGAS jsou relativné recentné popsané
PRR, které dokazi indukovat expresi IFN-I. Po detekci virové DNA produkuji druhé posly,
jejichz klicovymi partnery jsou adaptorové proteiny stimulujici interferonové geny, tzv.

STING, na endoplazmatickém retikulu (ER) (Bhat and Fitzgerald 2014; Burdette and
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Vance 2013; Dobbs et al. 2015). Nasledné cestou fosforylace TBK1 (TANK-binding kinase
1) a v dal$im kroku fosforylace a nuklearni translokace fosforylovaného IRF-3 (interferon
regulatory factor 3) dojde ke zvySené expresi IFN-I, pfedevsim IFN-B, a k uvolnéni

proinflamatornich cytokinl a chemokin( (Dell'Oste et al. 2020).

Obranné mechanismy viru proti vrozené imunité

CMV si v prabéhu evoluce vytvofil fadu moZnosti manipulace a Unikovych
dovednosti proti interferonové odpovédi. Jeden z téchto mechanism( predstavuje
tegumentovy protein pp65 (neboli UL83), ktery se vaze na cGAS a ziejmé zabranuje jeho
interakci se svym adaptorem STING. Vysledkem je nedostatecny efekt NF-kB na
protivirovou odpovéd' (Biolatti, Dell'Oste, et al. 2018). Podobnou Ulohu ma dalsi
tegumentovy protein pp71 (UL82), ktery inhibuje nezbytnou translokaci STING z ER do
perinuklearnich mikrosoma ¢i US9 branici jeho dimerizaci a nasledné aktivaci IRF-3 (Choi
et al. 2018; Abate, Watanabe, and Mocarski 2004). Aktivaci interferonové odpovédi vsak
ucinné brani i produkty IE gend CMV. Jednim z nich je IE86, ktery na jedné strané brani
NF-kB v jeho vazbé na promotor IFN-B, na druhé strané zvysuje degradaci STING
v proteazomech. Je tedy zfejmé, Ze virus evoluéné vyvinul velmi ucinné mechanismy
obrany proti vrozené imunité.

Aktivace vrozeného imunitniho systému zahrnuje také zapojeni APC (antigen
prezentujicich bunék) a NK (natural killer) bunék. Prvni jmenované, tedy monocyto-
makrofagovy systém a dendritické buriky (DC), hraji duleZitou roli v aktivaci T-bunécné
odpovédi (La Rosa and Diamond 2012). Na druhé strané jsou to praveé tyto bunky, které
vytvareji prostredi pro inicidlni replikaci viru v organismu a zaroven jsou vhodné
k navozeni latentni faze replika¢niho cyklu (Sinzger, Digel, and Jahn 2008). Oproti tomu
lymfoidni komponenty, tedy NK buriky a pDC (plazmocytoidni DC), jsou vic¢i CMV infekci
rezistentni a dale podporuji imunitni odpovéd.

Také NK buriky jsou povaZovany za pojitko mezi vrozenou a ziskanou imunitou
pro jejich dovednost rychlé cytotoxické reakce (podobné jako makrofagy), ale zaroven
také schopnosti produkce IFN-y, granzym ¢i perforint (podobné jako T-lymfocyty)
(Romagnani et al. 2005). Je pravdépodobné, Ze spektrum jimi produkovanych cytokin(

ma za nasledek maturaci adaptivni imunity, a to zejména T bunék.
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Adaptivni imunita

Po navozeni primarni CMV infekce jsou virové ¢astice zpracovany APC bunkami,
které stimuluji antigen-specifickou obrannou odpovéd. U zdravych jedincl je adaptivni
imunitni reakce jedna z nejpotentnéjsich znamych u lidi a zahrnuje jak humoralni, tak
celularni slozku (La Rosa and Diamond 2012; van de Berg et al. 2008). Rozvoj adaptivni
imunity je nezbytny k potlaceni a kontrole primarni infekce, po které virus prechazi do
faze latentni. Sledovani adaptivni odpovédi u zdravych jedincl je pomérné narocné
vzhledem k obvykle asymptomatickému pribéhu. Vétsinou je tak sledovani pacient(
dokumentovano u CMV-naivnich ptijemcl Stépa ledviny od séropozitivnich darcu.
UdrzZeni dlouho trvajici adaptivni imunity je klicem k udrZeni viru v latentni fazi a
prevenci reaktivace, tedy obnoveni lytické faze cyklu. T-lymfocyty jsou vSak cilem vétSiny
zakladnich imunosupresivnich 1ékd, coZ ¢asto vede k nekontrolované replikaci CMV a
mnohdy klinicky vyznamné morbidité a vyssi mortalité nemocnych (Limaye et al. 2006;
Griffiths et al. 2008). Béhem primarni infekce dochazi k produkci celé fady protilatek
proti specifickym antigennim strukturam viru. Mezi né patfi strukturalni tegumentové
proteiny (zejména pp65), glykoproteiny obalu viru (gH, gB a dalsi) i nestrukturalni
proteiny (napf. IE1) (Gerna et al. 2008; Macagno et al. 2010). Cilem neutralizacnich
protilatek je zabranit zejména diseminaci viru a rozvoji klinickych projevi. Asi
nejucinnéjsim aspektem uspésné obrany je ale CMV-specifickd T bunéénd odpovéd.
Cetnost specifickych T-bunék je enormni, CD4+ a CD8+ buriky pfedstavuji asi 10-20 %
celkového poctu cirkulujicich T-bunék u CMV séropozitivnich jedinc(, cozZ je ndasobné vice
nez u jinych virovych onemocnéni (Sylwester et al. 2005). V podobné mife je mlizeme
vidét prakticky jen u aktivni infekce virem HIV. Ani takto masivni odpovéd vsak nedokaze
virus eliminovat ¢i zabranit pfenosu viru. Bunééna odpovéd se mezi jednotlivci do
znacné miry lisi. Podle nejrozsahlejsi studie dokdazaly T-bunky u nékterych jedinc(
rozeznavat jediny otevieny ¢teci ramec (ORF) CMV, zatimco u jinych jedinct jich bylo az
39 (Sylwester et al. 2005). Vétsina studii vSak zahrnuje pfedevsim ORF UL83 (pp65) a
UL123 (IE) specifické T-buriky, které jsou pfitomny u vice nez 50 % CMV séropozitivnich
osob (Wang et al. 2008). Asi 7 dn(i po vrcholu replikace CMV zacinaji CD4+ T-buriky
produkovat Th1 cytokiny, zejména TNF-a a IFN-y, nasledné jsou v periferni krvi
detekovatelné CD8+ T-buriky (van Leeuwen, ten Berge, and van Lier 2007). Velka ¢ast
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téchto virus-specifickych lymfocytl nese znaky recentné aktivovanych naivnich T-bunék
(CD45RA, CD45R0, nuklearni marker Ki67). Tyto prvotni T-buriky produkuji granzym B a

perforiny, diky kterym jsou schopny zpUsobit lyzu cilovych bunék (Hertoghs et al. 2010).

CMV u pacientd po SOT ¢&i HSCT

CMV patfi mezi nejcastéjsi oportunni patogeny u pacient po SOT i HSCT diky
oslabené imunitni odpovédi a sniZzené schopnosti potlacit virovou replikaci. Vétsina
imunosupresivnich rezim( je zaloZena predevsim na oblenéni T-burikami
zprostredkované odpovédi ve snaze zabranéni rejekce $tépu. Tato imunosupresiva
oslabuji jak CD8+, tak CD4+ lymfocytarni reakci, resp. v jiz v €asném potransplantacnim
obdobi dochazi ke snizeni jejich poctu. Jednim z prokdzanych jevi symptomatické CMV
infekce u imunokompromitovanych jedinct je vyznamné opozdény nastup specifickych
CD4+ lymfocytl (Gamadia et al. 2003). V pripadé sniZzeni po¢tu CD4+ T bunék dochazi
k omezeni kontroly replikace viru témito burikami (Sester et al. 2001). DalSim faktorem
upregulace inhibi¢niho receptoru PD-1 (programmed death-1 receptor) (Krishnan et al.
2010). Pravé takovy efekt mlize zpUsobit nekontrolovanou replikaci CMV, jejimz
nasledkem muze byt aZ Zivot ohroZujici organové poskozeni. V ¢asném
potransplantaénim obdobi jsou pacienti ¢asto monitorovani a v mnoha pfipadech uzivaji
protivirovou profylaxi, ktera nese riziko nezadoucich ucinkl (predevsim myelosuprese).
Protivirové Iéky sice mohou zajistit u¢innou prevenci CMV infekce ¢asné po
transplantaci, nicméné zvysuje se riziko pozdni CMV infekce po ukonceni profylaxe.
Jeden z nejvice rozhodujicich faktor( je zde predtransplantacni sérostatus darce a
prijemce, kde pravé pozdni infekce je nejcastéji problémem séronegativnich pfijemcu
Stépu od séropozitivnich darcl (celkem asi 30 % pripadu).

Do popftedi se tak do zna¢né miry mlze dostdvat imunita vrozend, véetné aktivity
interferon( a nasledné exprese interferonem stimulovanych gent (I1SG). IFN-I zajistuji
intracelularni obranu proti viem typlm herpesvir( ve fibroblastech, burikdch endotelu i
epitelového plvodu, konkrétné cestou svych receptori IFNAR1/2, které jsou asociované
s tyrosinkindzou TYK2 a Janusovou kinazou JAK1. Vznikem receptorového dimeru
dochazi k autofosforylaci JAK1, ktera fosforyluje a aktivuje prenasece signalu a aktivatory
transdukce STAT1 a STAT2. Ty potom spolecné s IRF-9 tvofi transkripcni komplex ISGF-3
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(IFN-stimulated gene factor 3), ktery se presouva do bunééného jadra na odpovidajici
oblasti ISRE (IFN-stimulated responsive elements) v promoterech pro ISG (Mazewski et
al. 2020; Lukhele, Boukhaled, and Brooks 2019). Tato JAK/STAT dependentni draha je
oznacovana tradi¢né jako kanonicka nebo klasicka. DalSi mozZnosti jsou potom tzv.
nekanonické drahy, které vyuzivaji signalizaci prostfednictvim MAPkinaz anebo
PI3K/mTOR (fosfatidylinositol-3-kinaza/mammalian target of rapamycin, PI3K je
serin/threoninova kinaza). | nekanonické drahy maji efekt na transkripci ISG (Saleiro and
Platanias 2019).

V rdmci své aktivity se spektrum pusobeni IFN-A (tedy IFN-IIl) do urcité miry
prekryva s IFN-a. Maji podobnou protivirovou, ale mensi proinflamatorni odpovéd. Mezi
jejich zastupce tradi¢né patfily IFNL1 (I1L29), IFNL2 (IL28A) a IFNL3 (IL28B). Jejich signal je
vSak prendasen odlisSnymi receptory nez u IFN-I a I, a to heterodimernim receptorem
tvorenym IFNLR1 a IL10R2 (Kotenko et al. 2003). Vysokoafinitni podjednotka IFNLR1 je
zodpovédna za kanonickou drahu transdukce a je exprimovana prakticky vyhradné
v epiteloidnich burikach, véetné hepatocytl (Donnelly and Kotenko 2010). INF-III maji
podobnou efektivitu v indukci ISG a na rozdil od INF-I a Il zde Zddna nekanonicka draha
nebyla dosud popsdna a dle dostupnych dat je jeji existence nepravdépodobnd (Lunova
et al. 2021).

IFN-A jsou dobfe znamé zejména v souvislosti s hepatitidou C. Cluster nékolika
SNP, jako napfriklad rs12979860, rs8099917 a dalSich, byl popsan v nekddujici oblasti
v blizkosti genu IFNL3 v souvislosti s vyssi spontanni eliminaci viru ¢i Uspésnéjsi Iécbou
pegylovanym interferonem a a ribavirinem (Ge et al. 2009; Suppiah et al. 2009).
Prokunina-Olsson potom ve své praci poprvé popsala varianty AG/TT dinukleotidového
polymorfismu rs368234815 (Prokunina-Olsson et al. 2013). Zjistila, Ze je v silné genové
vazbé s vyse zminénym rs12979860 (varianty C/T), a tvofi jiny otevieny Cteci rdmec
(ORF) pro nové objeveny gen IFNL4. Ten ve své varianté AG tvofi funkcni protein,
zatimco ve varianté TT dochazi k posunu ORF, vzniku pred¢asného stop kodonu a expresi
nefunkcéniho proteinu. Dale bylo popsano, Ze pfitomnost alely T v SNP rs12979860 je
spojena s vyssi bazalni expresi ISG, ale pti stimulaci exogennim IFN-a jiz nedochazi
k dalsimu zvyseni, a to jak u pacientd, tak in vitro v pripadé varianty AG v genu pro INFL4
(Noureddin et al. 2015; Terczynska-Dyla et al. 2014). Jejich asociace s prlibéhem dalSich

virovych onemocnéni je predmétem debaty.
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1.2 Virus hepatitidy B

Virus hepatitidy B byl objeveny v roce 1965 Baruchem Blumbergem, ktery poprvé
popsal jeho povrchovy antigen (HBsAg) v séru australského Aborigince (odtud oznaceni
Australsky antigen) (Blumberg, Alter, and Visnich 1965). Virové castice byly poprvé
zobrazeny v elektronovém mikroskopu v roce 1970 (Dane, Cameron, and Briggs 1970).
Virem hepatitidy B je celosvétoveé infikovdno asi 290 milion( osob (HBsAg pozitivnich),
prevalence infekce se vSak vyznamné lisi, v fadé endemickych oblasti dochazi postupné
k jejimu snizovani diky dostupnosti vysoce ucinné virostatické |écby i vakcin. Na druhou
stranu se nedafi ani ve vyspélych statech onemocnéni zcela eliminovat (WHO ; Mahoney
1999). Nejvétsi problém predstavuje HBV infekce pro Jihovychodni Asii, Jizni Pacifik,
Subsaharskou Afriku a Stfedni vychod. V CR jsou posledni data dokumentovana z roku
2001, kdy byla séroprevalence HBsAg 0,5 %, anti-HBc je vSak desetinasobna (Nemecek et
al. 2003). Pacient nakazeny v détském ¢i mladém véku ma oproti dospélému velmi
vysoké riziko prechodu infekce do chronicity. Virus sdm o sobé neni cytopatogenni,
infekce HBV je proces dynamicky a odrazi interakci mezi replikaci viru a imunitni
odpovédi hostitele. Ne vsichni pacienti s chronickou infekci HBV tedy maiji hepatitidu
(Ganem and Prince 2004). Prirozeny pribéh byl rozdélen do 5 fazi (Tab. 1), které se
urcuji dle pritomnosti HBsAg, HBeAg, HBV DNA, aktivity alaninaminotransferdzy a dle
stupné nekroinflamatorni aktivity v jatrech. Faze na sebe nemusi zcela navazovat a maji
velmi variabilni délku trvani (EASL 2017). Z pohledu klinika je nezbytné identifikovat
pacienty se znamkami chronické hepatitidy (HBeAg pozitivni i negativni) a takové
pacienty lécit, nebot praveé tyto faze predstavuji nejvétsi riziko progrese onemocnéni do
jaterni cirhdzy Ci rozvoje HCC. Mimo to muZe HBV také zplUsobovat extrahepatalni
manifestace zprostifedkované vznikem cirkulujicich imunokomplext s celou skalou
klinickych projeva, od glomerulonefritidy, pres vaskulitidu, kozni purpuru, artralgie,

periferni neuropatii az po polyarteritis nodosa.
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Tabulka 1. Faze chronické HBV infekce dle staré a nové nomenklatury, prevzato z (EASL

2017)
HBeAg pozitivni HBeAg negativni
HBsAg Vysoka Vysoka/stfedni Nizka Stredni Negativni
HBeAg Pozitivni Pozitivni Negativni Negativni Negativni
HBV DNA >107 IU/ml 104-107 IU/ml <2000 IU/ml* >2000 1U/ml <10 IU/ml*
ALT Normalni Zvysena Normaini Zvysenat Normalni
Hepatitida Zadna/miméa | Stiedni/tézka Zadna Stredni/téZka Zadnas
. . . HBeAg negativni HBSAQ .
Predchozi Imunoreaktivita . . S negativni
- Imutolerance .. . Inaktivni nosi¢ chronicka .
nazvy HBeAg pozitivni L /anti-HBc
hepatitida e
pozitivni

Taxonomie, struktura a replikace viru HBV
Virus hepatitidy B patfi dle Baltimorovy klasifikace do VII. tfidy, tedy dsDNA virt
s reverzni transkriptazou (Baltimore 1971). NdleZi do Celedi Hepadnaviridae, ktera
zahrnuje rody Avihepadnaviry, kterd je geneticky starsi a patfi pod ni fada virt
napadajicich ptaky, Herpetohepadnaviry, Metahepadnaviry, Parahepadnaviry a
Orthohepadnaviry. Mezi posledni jmenované se radi viry napadajici savce, a to zejména
hlodavce, primaty a ¢lovéka, véetné lidského HBV. Pro vSechny zastupce Celedi je typicky
pomérné maly kompaktni genom s prekryvajicimi se ORF. Hepadnaviridae maji
nasledujici spolecné rysy:
- parcialné dvouvlaknovou DNA tvoienou kompletnim kédujicim (negativnim)
vldknem, které je na svém 5° konci kovalentné spojeno s reverzni transkriptazou,
a nekddujicim nekompletnim (pozitivnim) vldknem, na svém 5" konci ma
pfipojeny RNA oligomer odvozeny od 5" konce pregenomické RNA (pgRNA), ktery
slouzi jako primer pro syntézu plus vldkna
- RNA dependentni DNA polymerazu (reverzni transkriptazu)
- replikaci s vyuzZitim templatu pgRNA
- vysoky stupen druhové a tkanové specificity
HBV ma celkem 10 genotypu (A-J), které se mezi sebou lisi o vice neZ 8 %. Zaroven bylo
popsdano jiz vice nez 40 subgenotypl. Rizné genotypy maji odlisSnou geografickou

distribuci (Kramvis 2014).
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Existuji 3 typy virovych castic (Dane, Cameron, and Briggs 1970). Dvé z nich jsou
mensi sférické a filamentarni struktury o rozméru 20-22 nm. Na povrchu maji HBsAg, ale
neobsahuji nukleovou kyselinu, proto nejsou infekéni. Infekéni virion, neboli Daneova
Castice, je také pomérné maly, méri 42 nm (Obr. 3). Je tvoren lipidovym obalem, na
jehoz povrchu se nachazi HBsAg, a ktery uvnittf obsahuje ikosahedralni nukleokapsidu.
Formace kapsidy, ktera je tvorena zejména HBc proteiny, zacina tvorbou dimer(
zesitovanych pomoci disulfidovych mustkd. Shlukovani téchto dimerickych struktur
probiha dvéma zpUlsoby, a to spojenim 90 HBc dimerU za tvorby symetrie kapsidy
s triangula¢nim Cislem T=3 nebo spojenim 120 dimerd za tvorby slozitéjsi kapsidy
s triangulacnim cislem T=4 (Crowther et al. 1994). Infek¢ni viriony maji Castéji symetrii
s T=4 (asi 90 % ptipadu). HBc proteiny v tvofici se kapsidé nakonec inkorporuji pgRNA
s navazanou virovou polymerazou.

Nukleova kyselina viru (Obr. 3) je cirkuldrni, parcidalné dvojita DNA o velikosti 3,2
kb. V infikovanych hepatocytech se dostdva do jadra, kde je pozdéji hostitelskymi
enzymy spojena do cirkuldrni kovalentné uzaviené DNA (cccDNA). Kéduje celkem Ctyfi
prekryvajici se ORF (S, C, P a X). ORF S (surface) kéduje obalovy HBsAg, ktery mize byt
strukturalné a funkéné rozdélen na PreS1, PreS2 a S oblasti. C gen ma potom oblasti
precore a core a dava vzniknout bud kapsidovému HBc proteinu nebo HBe proteinu,
podle toho, zda zacina transkripce v precore Ci core oblasti (Miller et al. 1989). Core
protein ma schopnost se sam sbalit do kapsidé podobné struktury a na C-termindlnim
konci obsahuje skupinu vysoce zasaditych aminokyselin se schopnosti vazat RNA. ORF
pro precore kdduje signalni peptid, ktery sméruje transla¢ni produkt do ER, kde je
protein dale zpracovan za vzniku sekre¢niho HBeAg. Jeho funkce neni doposud
rozkliCovana, nicméné je silné asociovan s replikaci viru, infekciozitou, zanétlivou
aktivitou a zdvaznosti jaterniho poskozeni. Zaroven plsobi také jako tolerogen (Milich
2019). ORF P kéduje virovou polymerdazu. Jedna se o pomérné velky protein o velikosti
asi 800 aminokyselin (AMK). Posledni ORF X kdduje tzv. HBx protein, maly 16,5 kDa
protein, ktery zajistuje signalni transdukci, aktivaci transkripce, opravu DNA a inhibuje
degradaci protein(. Pro replikaci viru ma HBxAg nezbytnou Ulohu, byt nebyla zatim
popsana dokonale (Zoulim, Saputelli, and Seeger 1994; Lucifora et al. 2011). VSechny 4
ORF se nachazeji na kompletnim (-) DNA vldkné. Virovda polymeraza ma celkem 4

domény se tfemi enzymatickymi funkcemi. Prvni doména je tzv. termindlni protein,
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ktery je zasadni pro vazbu pgRNA a slouzi jako proteinovy primer k zahajeni syntézy
minus vldkna. Druhou je tzv. spacer doména, jejiz funkce neni zatim podrobné
objasnéna, nicméné ma ulohu ve vazbé RNA a smérovani proteinu (Pley et al. 2022).
Treti doménou je reverzni transkriptdza, kterd ma schopnost DNA syntézy jak dle RNA,
tak dle DNA templatu a posledni doménou je ribonukledza H, ktera stépi pgRNA po

reverzni transkripci (Radziwill, Tucker, and Schaller 1990).

Obrdzek 3. Struktura virionu hepatitidy B. PFevzato z: Sperl J. Lé¢ba chronické

hepatitidy B. Remedia. 15:1; 2005

-

Virion interaguje s heparansulfatovymi proteoglykany (zejména glypican 5) na
povrchu hepatocytl. Toto prvotni spojeni je podminéné elektrostatickymi silami mezi
negativné nabitym heparansulfatem a pozitivné nabitymi aminokyselinovymi zbytky na
antigenni smycce S domény (Schulze, Gripon, and Urban 2007). Tato vazba ma nizkou
afinitu a je reverzibilni. Virion je pak posunut ke specifictéjsSimu receptoru NTCP (sodium
taurocholate cotransporting polypeptide), coZ je transportér ZluCovych kyselin

nachazejici se na sinusoidalni membrané, ktery slouzi také pro vstup viru HDV (Hayes et
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al. 2016; Yan et al. 2012). V této interakci hraje nejdllezitéjsi dlohu PreS1 doména
velkého S proteinu. Virus vstupuje do hepatocytu clathrinem mediovanou endocytdzou,
nicméné presny mechanizmus, ktery je nepochybné vicestupnovy a svou nezbytnou
ulohu v ném hraji také E-cadherin, caveolin-1, dynamin-2 a receptor pro epidermalni
rastovy faktor (EGFR), nebyl doposud objasnén (McMahon and Boucrot 2011). Vznikly
¢asny endozom (bohaty na GTPazu Rab5A) se nasledné méni na pozdni endozom
(obsahuijici Rab7A), fuzi membran se uvolfiuje nukleokapsida do cytoplasmy (Obr. 4) a
pomoci mikrotubul(l je smérovana k nuklearnimu pérovému komplexu (Macovei et al.
2013). Proteiny kapsidy obsahuji na svém C-termindlnim konci nukledrni lokalizaéni
signal (NLS), ktery interaguje s porovym komplexem jadra (Rabe et al. 2003). Po
transportu virové DNA do jadra se odStépi virova polymeraza a pomoci hostitelského
reparacniho mechanizmu (DNA polymerdaza k a a, DNA ligaza 1 a 3, topoizomerdazal a ll)
se nukleova kyselina opravi na kompletni dva fetézce a uzavie se do velmi stabilni
cccDNA, kterd ndsledné slouZi jako templat k transkripci virové RNA.

Samotna transkripce probiha z cccDNA (Obr. 4) a je regulovana 4 promotorovymi
oblastmi (pro PreS1, PreS2, core a X) a 2 enhancery (Enhancer | a Enhancer Il). Samotné
provedeni zajistuje hostitelska RNA polymeraza Il (Rall et al. 1983). Regulace transkripce
probiha na fadé urovni. Jeden z regula¢nich mechanizm( je na Urovni epigenetické, kdy
se cccDNA spoji s nékterymi proteiny viru i hostitelské bunky. Sklada se spolu s histony
do formy minichromozomu. Potransla¢ni modifikace histon tak mohou ovliviiovat
transkripni aktivitu cccDNA (napf. vysoka acetylace a trimethylace lyzinu histonu 3 jsou
markerem aktivni transkripce). Mezi reguldtory tak patfi fada enzym zajistujici
potranslacni modifikaci téchto protein(, jako jsou acetyltransferazy, deacetyldzy,
methyltransferazy, demethylazy (Ren et al. 2018; Xing et al. 2019). Praveé tyto s cccDNA
asociované histony jsou cilem protivirové aktivity IFN-a, ktery indukuje hypoacetylaci
histonU a zajistuje dostupnost transkrip¢nich korepresord, coz bylo prokazano jak ve
tkdnovych kulturach, tak na mysich modelech. Promotory i enhancery obsahuji vazebna
mista pro radu transkripcnich faktord, véetné nuklearnich receptor(. Patfi mezi né
retinoid X receptor a (RXRa), hepatocytové nukledrni faktory 3 a 4, receptory aktivované
peroxisomovym proliferdtorem o (PPARa) ¢i farnesoid X receptor (FXR) (Huan, Kosovsky,
and Siddiqui 1995; Ori and Shaul 1995; Guidotti et al. 1999). DalSimi faktory zajistujicimi

zvySenou transkripci pgRNA je nukledrni faktor 1 (NF1) a vazebny protein pro cAMP
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responsivni element (CREB). Represi transkripce naopak zajistuji hepatalni nuklearni
faktor 6 (HNF6), p53 a dalsi (Hao et al. 2015; Uchida et al. 1996). Svou nezbytnou roli

v transkripci hraje vySe zminény multifunkéni HBx protein, ktery se asociuje

s minichromozomy cccDNA a ma souvislost s acetylaci histonu H3, tedy s epigenetickymi
mechanizmy regulace transkripce (Alarcon et al. 2016). V experimentalnich modelech na
HepG2 bunkach byla také prokazand souvislost se zvySenou methylaci a fosforylaci
histon(. Pfi absenci HBx dochazelo ke kondenzaci chromatinu, pfi zvySené expresi
dochazelo naopak k jeho rozvolfiovani (Tsukuda and Watashi 2020; Luo et al. 2013).
Vysledkem transkripcni aktivity je vznik subgenomovych RNA slouzicich k translaci
proteinli na ER a pgRNA, ktera je delsi neZ vlastni genom viru a ktera poté slouzi jako

templat pro reverzni transkriptazu.

Obrdzek 4. Zivotni cyklus HBV, pfevzato z: Urbanek P, Hepatologie, 4. vydéni,
Grada, 2022
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Proces enkapsidace viru zahrnuje pgRNA, HBc a polymerazu. Nejprve dochazi
k dimerizaci HBc, které se potom asociuji (90 nebo 120 dimeru) za tvorby ikosahedralni
kapsidy. Ve stejné chvili polymerdza interaguje pres tzv. epsilon klicku na 5' konci
pgRNA, ktera ma jednak funkci stabilizace RNA a jednak slouzi jako ,navigator” pfi
tvorbé ribonukleoproteinového komplexu, ktery inkorporuje do vznikajici kapsidy

(Bartenschlager and Schaller 1992). Cely proces je usnadnén hostitelskymi chaperony
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(heat shock proteiny 40 a 90), které pomahaji optimalizovat konformaci polymerazy
(Beck and Nassal 2003; Stahl, Beck, and Nassal 2007). Epsilon klicka obsahuje sekvenci
5'-UUC-3', ktera slouzi jako templat pro primer pro reverzni transkripci za tvorby (-)
vldkna DNA a ndslednou syntézu (+) vliakna. RNA je po tomto procesu degradovéna
RNazou H.

HBV povrchové S proteiny jsou integralni membranové proteiny kodované
jednim ORF, a to C-termindlni S doménu o 226 AMK, ktera je shodnd pro vsechny tfi
nasledujici typy S proteinu. Je jedinou soucasti malého povrchového proteinu (SHBs),
ktery je zakladnim stavebnim proteinem obalu virionu (Jiang and Hildt 2020). Stfedni
povrchovy protein (MHBs) obsahuje navic PreS1 doménu o 55 AMK a velky povrchovy
protein (LHBs) obsahuje viechny domény, tzn. také PreS2 doménu, kterd ma dle
genotypu viru 108, 118 nebo 119 AMK. S doména SHBs a MHBs ma shodnou topologii,
déli se na nékolik transmembranovych oblasti na membrané ER. Prvni z nich (TM1) se
nachazi mezi AMK 8-22, na které navazuje cytozolova klicka 23—-79 AMK. Druha oblast
(TM2) se nachazi v oblasti AMK 80—98 smértuje vné (tedy do ER) s navazujicim hlavnim
konformacénim epitopem HBsAg a N-glykosylaénim mistem (Eble et al. 1987). Detaily C-
termindlni sekvence nebyly podrobné popsany a obsahuji jednu az dvé dalsi
transmembranové domény (TM3/4). Konformace LHBs je ponékud odlisna, S doména
nema ulohu signalni sekvence a PreS1-PreS2 s ¢asti S domény az do AMK 79 zUstavaji na
cytosolové strané. Asi 50 % u LHBs dochazi k potranslacni translokaci. Vysledkem je pak
dualni topologie LHBs proteinu, kdy polovina proteinli integruje TM1 do membrany ER a
PreS1-PreS2 sméfuji do lumen ER, zatimco u druhé topologie naopak do cytosolu.
Kontrolu nad rovnovahou obou forem maji nejspiSe chaperony (Prange and Streeck
1995). PreS2 doména je myristylovana a hraje klicovou ulohu v infekciozité HBV (Bruss et
al. 1996; Gripon et al. 1995). S proteiny viru nemusi byt nutné pouze soucdsti Daneovy
virové Castice. Predpokladad se, Ze také puci z membrany post-ER a pre-Golgi, aniz by se
staly soucasti virionu a vezikularnimi strukturami jsou uvolfiované sekreci (Patient et al.
2007; Patient, Hourioux, and Roingeard 2009). Tyto nevirové ¢astice jsou oproti
virionlim v obrovské nadprodukci (asi 10 000krat). Jejich uloha neni doposud dokonale
objasnéna, ale predpoklada se role navnady pro hostitelsky imunitni systém, kterd ma
snizit riziko neutralizace Daneovych ¢&3stic protilatkami. VSechny tfi typy S proteinu jsou

integralni, ukotvené S doménou do membrany. S proteiny jsou nasledné transportovany
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cestou ERGIC (ER-Golgi-intermediate complex), odkud jsou sférické partikule
segregovany extracelularné. Nukleokapsidy mohou mit rlizny osud. Jsou bud v mensi
mife secernovany bez obalu nebo se v endozomech obaluji S proteiny a jako maturovany
virion se dostdvaji do obéhu exocytdzou zprostiedkovanou a-taxilinem podobné jako
samostatné filamentové ¢astice (Hoffmann et al. 2013). Nékteré nukleokapsidy jsou

opétovné transportovany zpét do jadra k dalSi amplifikaci cccDNA.

Imunita proti HBV

Ve vSeobecné roviné lze fici, Ze vrozena imunita je zasadni pro boj s akutnimi
virovymi infekcemi a udrzuje infekci pod kontrolou do doby rozvoje cilené adaptivni
odpovédi. V obvyklych pripadech virova infekce aktivuje vrozenou imunitu pomoci PRR
receptorll. Ty rozpoznavaji specifické struktury patogend, tzv. PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns), jako jsou komponenty bakterialni stény, dsDNA apod.
Mezi nejdllezitéjsi PRR patti skupina receptort TLR, RNA helikazy, jako jsou RIG-I
(retinoic acid inducible gene I) a MDA-5 (melanoma differentiation associated gene 5) Ci
PKR (dsRNA-dependentni proteinkinaza). Smyslem aktivace PRR je zapojeni
adaptorovych proteinl (TRIF, MyD88) a naslednd exprese protivirovych cytokina,
predevsim cestou IFN-I (IFN-a/B) a aktivace NK bunék. Zdrojem INF-I jsou predevsim
samotné napadené buriky a pDC, zatimco INF-II (tedy IFN-y) jsou produkované NK a NKT
burikami (Busca and Kumar 2014; Thompson and Locarnini 2007; Katze, He, and Gale
2002).
Vrozena imunita

Virus HBV ma vsak jisté netypické vlastnosti v rdmci interakce s vrozenou slozkou
imunitniho systému hostitele. Aby mohlo dojit k navozeni chronické infekce, je tfeba,
aby virus narusil vyse zminéné mechanismy, at uz na Urovni down-regulace exprese PRR,
pripadné zabranil jejich interakci s PAMPs ¢i narusil naslednou intracelularni signaliza¢ni
kaskadu (Bowie and Unterholzner 2008). Data na lidskych i zvifecich modelech prokazuji,
Ze v pfipadé akvizice infekce v dospélém véku nastdva nékolikatydenni okno, nez za¢ne
exponencidlni replika¢ni aktivita, a pro imunitni systém se zda virus takrka neviditelny.
Role intraceluldrni intrinzické a vrozené imunity je pomérné nejasna, nicméné se zd3, ze

HBV vyvinul viastni specifickou strategii k pfekonani vrozenych imunitnich mechanismd.
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Prispivaji k tomu stabilni, v jadru sekvestrovana cccDNA a produkty transkripce
s polyadenylovym koncem pfipominajici strukturu vlastni mRNA. HBV navic u¢inné
inhibuje aktivitu interferonové signaliza¢ni kaskady, a to zejména IFN-I. HBe proteiny
jako dalsi efekt obrany proti hostitelské imunité down-reguluji expresi TLR receptor( a
dale tak oslabuiji inicidlni vrozenou imunitni odpovéd (to se tyka zejména perinatdlniho
prenosu) (Milich and Liang 2003). Presto je vSak jiz dostate¢né dokumentovano, ze HBV
je preci jen rozpoznavan i vrozenou imunitou, byt indukce inflamatornich cytokind je
pomérné slaba. Nékteré recentni studie ukazuji pravdépodobnou aktivaci TLR2 core
proteinem a zaroven intracelularni aktivaci RIG-1 receptoru, ktery se vaze epsilon klicku
pgRNA (Sato et al. 2015). Indukce IFN-I je vSak jen slabd, jednak pro jiz zminénou
Castecnou skrytost viru, jednak pro aktivni supresi imunitni odpoveédi. In vitro modely
naznacuji mozZnost aktivni represe signalizace cestou TLR3, RIG-1/MDA-5 kaskady, v in
vivo mysich modelech pak pfi expozici IFN-a nedoslo k nuklearni translokaci STAT-1 a
tedy k expresi ISG (Lutgehetmann et al. 2011). Zaroven se ale prokdazalo, Ze IFN-1i Il
deficitni mysi mély vyznamné vyssi inicidlni replikaci ve srovnani s kontrolami (McClary
et al. 2000). Je zajimavé, Ze IFN-I jsou pravdépodobné vyznamnéji indukované
v pozdéjsich fazich infekce, a to cestou pDC, které jsou stimulované k jejich produkeci.
HBV tak zfejmé preci jen zpUsobuje expresi téchto inflamatornich cytokin(, ovsem
v jinych bunkach nez hepatocytech samych. Dalsim z fakt podporujicich teorii aktivace
vrozené imunity je prikaz CD8+ T lymfocytl indukovanych cestou IFN-y. K vrozené
imunité patfi samoziejmé také DC, které maji nezastupitelnou roli v prezentaci antigen(
efektorovym burikdm. Lze tedy fici, Ze navzdory plivodnim predpokladim ma vrozend
imunita vétsi vyznam v inicidlni kontrole replikace, nez se v dfivéjsich letech
predpokladalo (Maini and Gehring 2016).
Adaptivni imunita

Zatimco vrozena imunita ma ulohu zejména v inicialni replikaci viru, adaptivni
vétev imunitniho systému, tedy produkce HBV specifickych protilatek B lymfocyty a
odpovéd zprostfedkovana cytotoxickymi a pomocnymi T lymfocyty nakonec u vétsiny
pacientl vyusti v Uspésné potlaceni infekce. Protilatky produkované B lymfocyty maji za
ukol se navazat na proteiny samotného patogenu, jeho produktl ¢i na proteiny
exprimované na povrchu infikovanych bunék (Chisari and Ferrari 1995). Cilem TCR

receptorll T lymfocytl je potom rozpoznani proteinovych fragmentu patogenu, tzv.
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epitopu, exprimovanych na povrchu bunék spolu s molekulami HLA I. nebo II. tfidy
(Oldstone MBA 2001). Epitopy syntetizované v napadenych burkach se predkladaji ve
spojeni s molekulami HLA I. tfidy TCR receptoriim CD8+ T lymfocytl (Rock and Goldberg
1999). Epitopy, které vzniknou internalizaci patogent burikami APC, jsou potom
prezentované HLA Il. tfidy CD4+ pomocnym T lymfocytdm (Roche and Furuta 2015).
Existuji sice vyjimky z tohoto pravidla, ale pravé tato dvoji prezentace umoznuje CD8+
bunkam rozeznat infikované buriky od bunék, které pouze internalizovaly proteiny
patogenu (Chisari and Ferrari 1995). Protilatkova odpovéd' B lymfocytd pfi HBV infekci
zUstavala dlouho nedocenéna a prehlizena. B lymfocyty dokdazi vytvaret protilatky proti
rdznym proteintm viru, tedy proti core, e, proteinim obalu, x i virové polymeraze.
Protilatky proti jednotlivym protein{im viru byly spiSe vyuzivany v ramci diagnostiky a
urceni faze infekce (Gerlich 2013). Pouze anti-HBs jsou spojeny s imunitni kontrolou nad
virem a imunitni protekci, zatimco anti-HBc je pouze znamkou probihajici ¢i prodélané
infekce. Protektivni Uloha anti-HBV protilatek vSeobecné nebyla dobie popsana do
objeveni receptoru NTCP spolu s jednoduse infikovatelnymi bunéénymi liniemi, kdy bylo
umoznéno lepsi mapovani a identifikace esencidlni oblasti HBs proteinu pro infekénost
viru, kterymi jsou PreS1 a antigenni klicka. PreS1 doména je oblast, ktera pfimo
interaguje s NTCP, zatimco antigenni klicka HBs proteinu lokalizovana mezi
transmembranovymi oblastmi TM1 a TM2 interaguje s povrchovymi heparansulfatovymi
proteoglykany hepatocytd, zvysuje tak koncentraci HBV virion(i na povrchu téchto bunék
a usnadnuje interakci pravé s NTCP receptorem (Urban et al. 2014; Jaoude and Sureau
2005). Protilatky pravé proti témto dvéma oblastem jsou efektivni v obrané proti vzniku
infekce, zatimco jiné specifické protilatky, napf. proti PreS2, nemaji Zddnou neutralizaéni
schopnost (Glebe et al. 2003; Le Seyec et al. 1998). Zajimavé je, ze vakciny proti
hepatitidé B neobsahuji PreS1 oblast, coZ zaroven s faktem, Ze je v nékterych
endemickych oblastech detekovano vice mutaci v oblasti antigenni smycky, mlze
vysvétlit pric¢inu, proc v nékterych epidemiologickych studiich byla realna uc¢innost vakcin
nizsi, nez se ocekavalo (Werner et al. 2013). Situace je také odlisna dle faze HBV infekce.
U pacientt s akutni hepatitidou B bylo v periferni krvi detekovano vice anti-HBs
produkujicich B lymfocytl nez u pacienttd s chronickou HBV (Dusheiko et al. 1983). To
vsak nemusi nutné znamenat jejich absenci, nebot pamétové B lymfocyty a pamétové

bunky dale migruji, zejména do jaterniho parenchymu, kde mohou tvofit ektopickou
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lymfoidni tkan, a do kostni dfené (Bertoletti and Ferrari 2016; Mohamadkhani et al.
2014). Do budoucna je jisté, Ze bude tfeba vénovat pozornost konkrétnimu efektu
neutraliza¢nich protilatek, tedy do jaké miry se jedna o zabranéni dalsiho Sifeni, ale také
zda nemaiji schopnost rozlisit infikované hepatocyty a bud indukovat protilatkami
zprostredkovanou cytotoxicitu, nebo zprostredkovat cytolyzu pomoci aktivace
komplementu, coz bylo zatim dokumentovano pouze na mysich modelech (Zhang et al.
2016). Jednim z dllezZitych momentl by také mohla byt Uloha pamétovych bunék,
protoze pfi sérokonverzi na anti-HBs dochazi postupné ke snizeni poctu CD8+ T
lymfocytd u ¢asti pacient(l a je znamé, Ze ke zpétné sérokonverzi a reaktivaci HBV
infekce nejcastéji dochazi praveé pfi deplecni lécbé B lymfocytl (rituximab) (Dervite,
Hober, and Morel 2001). V neposledni fadé je tieba zminit, Ze B lymfocyty vystupuji také
jako silné APC bunky pro pomocné T lymfocyty a maji regulacni aktivitu. To je nejlépe
vidét v pfipadé vzplanuti chronické hepatitidy B, kdy dokazi produkci IL-10 regulovat
aktivitu HBV specifickych T-bunék a zanétlivou odpovéd jako takovou (Das et al. 2012).
HBV specifické T-lymfocyty zUstdvaji hlavnim efektorem eliminace viru a
jaterniho zanétu. CD8+ T-buriky se ve zvySené mire vyskytuji v jaternim parenchymu,
zpusobuiji lyzu infikovanych hepatocytl a secernuji cytokiny (zejména IFN-y), které
zajistuji necytolytickou eliminaci viru a zvyseni po¢tu imunitnich bunék v misté zanétu
(Moriyama et al. 1990; Maini et al. 2000). Dalsimi ucastniky jsou CD4+ T-buriky, které
maji regulacni aktivitu, a jejich ¢etnost negativné koreluje s eliminaci viru (Yang et al.
2010). Na rozdil od ostatnich virovych onemocnéni (napf. CMV), kdy k moznosti detekce
CD8+ bunék dochazi po 1-2 tydnech, HBV specifické CD8+ bunky jsou detekovatelné 6—8
tydnU po zacatku infekce (Webster et al. 2000). Vrchol v jejich poctu obvykle koreluje
s maximem jaterniho poskozeni, ptesto je jejich celkova kvantita pomérné nizka
s frekvencemi zastoupeni proti jednotlivym epitoplm kolem 1-3 % CD8+ T-bunék
(Boettler et al. 2006). | v pripadé T-lymfocytl plati, Ze se tvofi specificky proti proteinim
nukleokapsidy, obalu, proteinu x a virové polymeraze. U¢inek CD8+ T-bunék spociva ve
schopnosti pfimo indukovat bunéénou smrt (nekréza ¢i apoptdza) plsobenim perforindi
a granzymuU A a B nebo cestou interakce Fas ligandu a Fas receptoru s naslednym
spusténim kaspazové kaskady a indukce apoptozy (Balkow et al. 2001). Bunécna smrt
HBV infikovanych hepatocytl je nejvice patrnd u pacient(i se symptomatickou akutni

hepatitidou. K této interakci je nezbytny pfimy kontakt infikovaného hepatocytu s CD8+
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T-lymfocytem, ke kterému dochazi diky fenestrovanym sinusoidam (Guidotti et al. 2015).
Migrace téchto lymfocytl do jaterniho parenchymu je podminéna expresi CD161 a
CXCR6 receptoru a také pritomnosti funkénich krevnich desticek (Billerbeck et al. 2010).
Tento druhy jmenovany mechanizmus nebyl doposud dobte objasnén, nicméné in vitro a
na mysich modelech byla prokdzana snizena migrace specifickych CD8+ T-bunék do jater
pfi nedostate¢ném poctu desticek, pfi léCbé kyselinou acetylsalicylovou i
clopidogrelem. Jednou z molekul, kterd se nabizi jako Ucastnik této interakce mezi
krevnimi desti¢ckami a lymfocytem je CD44 (Inverso and lannacone 2016). Aby pfi akutni
fazi infekce nedoslo ke kompletni destrukci parenchymu Zivotné dlilezitého organu,
vyuZziva imunitni systém jak vrozenou imunitu, tak schopnost CD8+ bunék navodit také
necytolytickou eliminaci viru, a to pfedevsim cestou IFN-y a TNF-a. Oproti akutni
hepatitidé je v chronické fazi zanétu obtiznéjsi pro lymfocyty dosahnout pfimé interakce
s infikovanymi hepatocyty, zaroven se také u pacientl s chronickou hepatitidou B
prokazal vétsi inhibi¢ni efekt cytokinové odpovédi, pravdépodobné diky supresoru
cytokinové signalizace SOCS-3, ktery je upregulovany u jedincl s chronickou HBV infekci
(Koeberlein et al. 2010). U téchto nemocnych je pravdépodobné, Ze setrvala expozice
HBV antigent vede k vycCerpani CD8+ T-bunék a k postupné ztraté jejich funkce, zejména
ke sniZzeni schopnosti cytotoxicity, produkce IL-2, ndsledné ke snizené produkci IFN-y a
TNF-a a nakonec k jejich vymizeni. Jednou z vyhod protivirové |éCby je na druhou stranu
jejich ¢aste¢né obnoveni. V pribéhu HBV infekce dochazi k expresi inhibi¢nich molekul
na povrchu vyCerpanych CD8+, mezi které patii PD-1, 2B4, lymfocyty aktivujici gen 3
(LAG-3), CD160 a dalsi. Zaroven potom up-reguluji TRAIL-death receptor, ktery umozni
NK bunkam tyto lymfocyty usmrtit (Wherry et al. 2007; Boni et al. 2015; Schurich et al.
2011). Cilem téchto mechanizm je predevsim snizit nasledky cytotoxicity T lymfocytl na

hepatocyty, ale ve svém dlsledku mohou pomoci k navozeni chronické hepatitidy.

Operacni tolerance a imunotolerance

SOT znamend pro nemocné zivot zachranujici vykony a nadéji na delsi preziti
s lepsi kvalitou Zivota. V poslednich 30 letech doslo k velkym pokrokdm v prevenci
odhojeni (rejekce) stépli za cenu celoZivotniho uzivani imunosupresiv. Tato |écba je vsak
zatizena vysokou toxicitou a zvysenym rizikem kardiovaskularnich a infekcnich
onemocnéni, zvySenym vyskytem hypertenze, diabetu, chronickych onemocnéni ledvin
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¢i nddorovych onemocnéni. Pres veskerou snahu vsak obvykle v pribéhu dekad dochazi
ke zhorseni funkce a nakonec ke ztraté stépu u velké ¢asti pacientll. Dlvodem je
zejména chronicka rejekce podminéna HLA systémem. Nejpalcivéjsi je tento problém
zejména u pacientll po transplantaci ledviny, nebot jatra maji dvoji cévni zasobeni a
Kupfferovy bunky, které toto riziko snizuji. Pétileté preZiti Stépu ledviny v naSem
institutu lehce prevysuje 80 % (Graf 1). Desetileté preziti Stépu ledviny se presto za
posledni 2 dekddy zlepSilo na cca 75 % (nepublikovana data, laskavé poskytla MUDr.
Slatinska, Ph.D.). Navozeni imunotolerance je jednim z klicovych cil( a v animdlnich
modelech byl zaznamenan slibny vyvoj, ktery ma bohuzel zatim pomérné daleko

k efektivité v klinické praxi. OT je pomérné raritni stav, kdy imunita prijemce akceptuje
allogenni Stép i po vysazeni imunosupresivni medikace. Takovou terapeutickou moznosti

by v budoucnu mohly byt sekvencni transplantace HSCT a SOT od HLA-kompatibilniho

darce.

Graf 1. Preziti Stépu ledviny od zemrelych darct v IKEM 2015-2020
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exprimuji na povrchu CD4+ a CD25+, kontroluji toleranci k vlastnim bunikam. Jejich
aktivita je urcujici v alergickych odpovédich nebo naopak ve stupni tolerance a tedy
délce preziti allogennich Stépu (Yoshizawa et al. 2005). U lidi tato skupina lymfocytt
predstavuje 2—-10 % perifernich CD4+ T-bunék. Stimulace pomoci TNF-a vede k up-
regulaci a aktivaci Tregs. CD25 predstavuje a podjednotku IL-2 receptoru, kterd se vSak

vyjimecné muze vyskytovat i u efektorovych T lymfocytd, proto je nezbytné k presnéjsi
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identifikaci fenotypu téchto bunék vyuzit i dalsi povrchové markery. IL-2 uvolnény
z efektorovych T-bunék je také zcela nezbytny k diferenciaci CD4+ T-lymfocytl v Tregs.
Vyznamnym reguldtorem diferenciace Tregs je také FOXP3 (forkhead box P3), ztrata jeho
funkce vede k zdvaznym Zivot ohrozujicim imunitnim dysregulacim (Li et al. 2004).
Mechanizmus suprese je zajistén pomoci IL-10 a TGF-B, pfi¢emz IL-10 vytvafi pozitivni
zpétnou vazbu ke své dalsi sekreci (Newell et al. 2010). DalSimi ucastniky
imunosupresivniho ucinku Tregs jsou CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) a
granzym B, jehoz cytolyticky efekt snizuje mnozstvi dendritickych bunék (pomoci
CD80/86) a makrofagli a dopomahaji velmi efektivné k navozeni tolerance allograftu
(VanBuskirk et al. 2000). V budoucnu Ize o¢ekavat vyvoj v dokonalejsi identifikaci
subtypl Tregs, které jsou spojené s vyssi OT transplantovanych organ(, coz by mohlo
vést k nalezu relativné snadno dostupnych markeru tolerance. Nutno dodat, Ze Tregs
nejsou jedinym hracem v imunitni reakci na allograft. Humoralini slozka je zajistovana
pomoci regulacnich B lymfocytl, prestoZe jejich Uloze rozumime méné nez u Tregs. | pro
tyto bunky plati, Ze dokazi produkovat IL-10 a TGF-B, ¢imz omezuiji diferenciaci
cytotoxickych T-lymfocytl, zaroven disponuji granzymy a FAS ligandy k regulaci T a NK
bunék (Stolp, Turka, and Wood 2014).

Paradoxné podobny pojem, tedy imunotolerance, je historicky dobfe znamy jako
jedna z fazi hepatitidy B (byt v nedavné dobé doslo ke zméné v nazvoslovi, viz tab. 1).
Jedna se o fazi pozorovanou predevsim u osob, které akvirovaly HBV perinatdlné Ci
v détském nebo mladém véku a trvala zpravidla desitky let. Typickym znakem je vysoka
replikace viru, pozitivita e antigenu, ale zaroven normalni aktivita ALT a nizka
nekroinflamatorni aktivita v histologickém obrazu. Pfedpokladem je nevyzralost
imunitniho systému, nebot imunitni odpovéd se v pribéhu Zivota méni, dokumentovana
je naptiklad vysoka produkce tolerogenniho IL-10 u pfed¢asné narozenych déti nebo
naopak setrvaly vzestup proinflamatornich cytokind, jako IL-1B nebo TNF-a v pribéhu
dospivani (Kollmann et al. 2012). Dochazi také k posunu z Th2 (Tregs) v novorozeneckém
véku na Th1 v dospivani a dospélém véku (Levy 2007). Z vySe zminéného byla vyvozena
teorie, Ze détsky organizmus neni schopen vytvofit adekvatni specifickou imunitni
odpovéd proti viru. V posledni dekadé byl vsak tento predpoklad zpochybnén, protoze
se prokazalo, Ze jiz novorozenci maji schopnost virus-specifické odpovédi. Je

pravdépodobné, Ze u nich také dochazi k eliminaci HBV-infikovanych hepatocytu,
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nicméné se zd3, Ze nenasleduje nespecificka zanétliva odpovéd (Bertoletti and Hong

2014).

1.3 Virus hepatitidy C

vrve

v zapadnich zemich, tak v Jihovychodni Asii i v Africe. Virus hepatitidy C byl poprvé
popsan v roce 1989, do té doby byl oznacovan jako virus non-A, non-B hepatitidy.
Celosvétové je virem hepatitidy C (HCV) infikovano asi 71 miliont jedinct (Polaris
Observatory 2022) (Obr. 5). Pribéh onemocnéni se muze velmi lisit od zcela
asymptomatické infekce pres chronickou hepatitidu s rGznou aktivitou zanétu az po
cirhdzu jater, jaterni selhani a rozvoj HCC (EASL 2020). Cilem lécby je zamezit rozvoji
komplikaci spojenych s infekci véetné extrahepatalnich manifestaci. Usp&snd lé¢ba
znamena kompletni eradikaci viru z organizmu a je definovana jako negativni virémie 12
¢i 24 tydna po ukonceni |écby (setrvala virologicka odpovéd, SVR). V ptipadé jiz pritomné
jaterni cirhdzy i po dosazeni SVR trva zvysené riziko rozvoje HCC a pacienty je nutné
nadale sledovat. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) si v soucasnosti vytycila
ambicidzni cil eliminovat virus v rliznych zemich do roku 2030-2050 (tedy sniZit o 65
procent pocet umrti spojenych s HCV a snizit pocet nové nakaZenych o vice nez 90 %)

(Pedrana et al. 2021).

Obrdzek 5. Prevalence HCV infekce ve svété v roce 2020. Pfevzato z (Polaris Observatory
2022)
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Taxonomie, struktura a replikace viru HCV

Virus hepatitidy C patfi do celedi Flaviviridae a rodu hepacivirus. Samotny HCV
ma znacné variabilni genom, vytvari 7 genotypl (1-7), které se lisi az ve 30 % sekvence
nukleotid, a vice nez 90 subtyp liSicich se ve 25 % sekvence. Genotypy HCV maji
rdznou geografickou distribuci (Zhang et al. 2020). V nasi oblasti jsou nejvice zastoupené
genotypy 1a, 1b a 3.

HCV je maly obaleny virus (55—65 nm v priiméru) obsahujici jedno pozitivni RNA
vlakno (Catanese et al. 2013). Dle Baltimorovy klasifikace tedy spada do IV. tfidy ssSRNA
virQl (Baltimore 1971). Virus ma lipidovy obal obsahujici dva glykoproteiny E1 a E2. Uvnitf
obalu se nachazi ikosahedralni kapsida sloZzend z mnoha kopii core (C) proteinu. Vlakno
RNA ma potom délku 9,6—12,3 kbp s jednim ORF kédujicim jeden prekurzorovy
polyprotein o vice nez 3 000 AMK (Obr. 6).

Obrazek 6. Usporadani genomu HCV, upraveno dle (Bartenschlager, Lohmann, and
Penin 2013)
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Obal viru je tvoren lipidovou dvouvrstvou se dvéma typy ukotvenych

glykoproteint E1 a E2, které maji roli jak v uchyceni viru a vstupu viru do buriky, tak

v kompletaci virionu. Na povrchu obalu jsou detekovatelné také nékteré apo-

lipoproteiny a estery cholesterolu, které predstavuji témér polovinu vsech lipid(

virového obalu (Andre et al. 2002; Chang et al. 2007). Apo-lipoproteiny asociované s HCV

také prispivaji k usnadnéni vstupu virionu do bunék. Povrchové glykoproteiny zajistuji

interakci s hostitelskymi receptorovymi komplexy a fuzi virového obalu s endozomalnimi

membranami napadenych bunék. Glykoproteiny E1 a E2 jsou transmembranové

proteiny, které vytvareji heterodimer spojeny nekovalentnimi vazbami uvnitf

napadenych bunék. Dokazi vytvofit i rozsahly komplex stabilizovany kovalentné za

pomoci disulfidovych mustkd na povrchu virové ¢astice (Vieyres, Dubuisson, and

Pietschmann 2014). V ramci heterodimeru E1E2 je to E2, ktery umoZznuje interakci

s povrchovymi bunéénymi receptory a koreceptory, zatimco E1 zajistuje praveé fuzi

membrany (Pileri et al. 1998; Scarselli et al. 2002). Virus HCV napada zejména
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hepatocyty, B-lymfocyty a dendritické bunky, ke kterym se dostava krevnim recistém.

V ném potom cirkuluje ve vazbé na lipoproteiny s nizkou (LDL) ¢i velmi nizkou denzitou
(VLDL), dale ve vazbé na imunoglobuliny ¢i samostatné. V Disseho prostoru maji viriony
moznost pfimého kontaktu s hepatocyty, vyuzivaji k tomu heparansulfatové
proteoglykany syndekan-1 a syndekan-4 ¢i scavengerovy receptor B1 (SRB1) (Lefevre et
al. 2014; Dao Thi et al. 2012). Zde pravdépodobné dochazi k interakci nikoli pouze cestou
vlastnich virovych glykoproteind, ale také pomoci lipoproteinu ApoE. Samotny vstup se
zda byt zavisly na koordinaci nejméné 4 faktorl hostitelské bunky. Patfi sem SRB1, CD81
(neboli tetraspanin), klaudin-1 a okludin (Evans et al. 2007; Ploss et al. 2009).
NejdulezZitéjsim momentem je vznik komplexu CD81/klaudin-1. HCV vstupuje do bunék
pomoci klathrinem zprostfedkované endocytdzy. V dalsim prabéhu se virion
transportuje do ¢asnych endozom( obsahujicich Rab5a pomoci aktinovych vidken, kde
dochazi k fuzi membran. Genom HCV je pak uvolnén do cytozolu, kde dochazi k translaci

a vzniku polyproteinu (Obr. 7) (Moradpour, Penin, and Rice 2007).

Obrdzek 7. Zivotni cyklus viru HCV, adaptace dle (Moradpour, Penin, and Rice

2007)

Navzdory pomérné velké variabilité mezi jednotlivymi genotypy maji vSechny
Flaviviridae vysoce konzervované oblasti kodujici helikazu a RNA dependentni RNA
polymerazu (RdRp) (Miller and Purcell 1990). Polyprotein vznikly translaci virové RNA

obsahuje na N-konci strukturalni a na C-konci nestrukturalni proteiny. Cely ORF je na 5" i
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na 3’ konci ohranicen neprekladanymi useky (UTR), které jsou nezbytné k translaci a
replikaci viru (Thurner et al. 2004). Translace genomu probiha v cytoplazmé hostitelské
buriky a vznikly polyprotein je pak Stépen na jednotlivé proteiny za Ucasti hostitelské i
virové protedzy. Replikace RNA je potom uskutec¢néna pomoci virového replika¢niho
komplexu asociovaného s bunéénymi membrdnami. Na rozdil od nékterych jinych
zastupcl Celedi Flaviviridae nema HCV RNA na 5 UTR ¢epicku, ta misto toho tvori
komplexni sekundarni strukturu, tzv. IRES (internal ribosome entry site), ktery umoznuje
pfimou vazbu na 40S ribozomalni podjednotku a naslednou translaci (Honda et al. 1996).
3" UTR usek je kratsi, méné strukturovany a obsahuje poly-uridylovy konec. ORF kéduje
strukturalni proteiny core, E1, E2, polypeptid p7 a nestrukturdlni proteiny NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A a NS5B. Core protein je vysoce zasadity se schopnosti vazat RNA a je
zakladni strukturou virové kapsidy. E1 a E2 jsou transmembranové povrchové
glykoproteiny, funkéné vyznamné domény téchto protein(l jsou orientovany do lumen
ER (tedy pozdéji do extracelularniho prostoru) (Obr. 7). Protein p7 (neboli viroporin) je
integralni membranovy protein slouzici jako transportér pro kalciové kationty (Carrere-
Kremer et al. 2002; Bartosch, Dubuisson, and Cosset 2003). Tyto proteiny jsou

z polyproteinu odstépeny hostitelskymi protedzami. NS2-3 je autoprotedza, kterd stépi
zbyly polyprotein v misté mezi NS2 a NS3 (Grakoui et al. 1993). NS2 ma velmi kratkou
Zivotnost a je rychle degradovan, presto je nezbytny k sestaveni core proteinu a
povrchovych glykoprotein(i (Ma et al. 2011). NS3 je multifunkéni protein, ktery ve své N-
terminalni tfetiné zajistuje funkci serinové protedzy a zbylé dvé tfetiny obstaravaji funkci
helikdzy a NTPazy. NS4A slouzi jako kofaktor zminéné serinové proteazy, ktera katalyzuje
Stépeni zbylych ¢asti polyproteinu. Dalsi vyznamnou Ulohou proteazy NS3 a jejiho
kofaktoru NS4A je obrana proti vrozené imunité hostitele tim, Ze blokuje intracelularni
PRR RIG-I a antagonizuje IRF-3 signaliza¢ni drahu, jejimz cilem je zvySena exprese ISG
(Bartenschlager et al. 1993; Foy et al. 2003). NS4B je integralni membranovy protein,
ktery tvori kotvu pro replika¢ni komplex na ER (Elazar et al. 2004). NS5A je fosforylovany
metaloprotein, ktery je nezbytny ke spravnému sbaleni viru (Elazar et al. 2003). Udrzuje
replika¢ni komplex ve vazbé na lipidové rafty intraceluldarnich membran a mirou své
forforylace ovliviiuje intenzitu replikace a zahajeni kompletace virionu. NS5B je RdRp
zodpovédna za samotnou replikaci viru, kterd se odehrdva na membranové siti odvozené

z ER ve dvou krocich. Nejprve dojde k syntéze kompletniho negativniho RNA vlakna,
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které nasledné slouzi jako templat pro pozitivni vlakno. To potom slouzi k translaci
dalsiho polyproteinu, k dalSimu cyklu replikace nebo k formovani vlastnich viriont. Nové
vznikajici viriony jsou kompletné sestaveny pucenim pres intracelularni membrany a

extracelularné jsou transportované exocytézou (Ago et al. 1999; Bressanelli et al. 1999).

HCC a pretziti po transplantaci

HCC je nejcastéjsi primarni malignitou jater a také zavaznou komplikaci jaterni
cirhdzy i u pacientl s kompenzovanou cirhdzou s rocnim rizikem incidence 1,5-6 %
(Frenette et al. 2019; Bruix, Sherman, and American Association for the Study of Liver
2011). Pritomnost jaterni cirhdzy je tak nejvyznamné;jsim rizikovym faktorem rozvoje
HCC. Ptesto se u nékterych chronickych chorob jater (HBV, NASH) mUZe objevit jiz
v necirhotickém parenchymu (Crissien and Frenette 2014; Balogh et al. 2016). Riziko HCC
neni vyvazené napfic viemi typy jaternich onemocnéni, nejcastéji se vyskytuje v terénu
chronickych hepatitid B a C, ddle u alkoholové choroby jater (ALD) a u NASH (Lok et al.
2009; Wong, Cheung, and Ahmed 2014). V ptipadé virovych hepatitid je rizikovym
faktorem vysoka virémie, v pripadé ALD potom mnoZstvi vypitého alkoholu. Mezi dalsi
faktory potom patfi vék, muzské pohlavi ¢i genetické faktory (Falleti et al. 2011). Pokud
je HCC zachycen v ¢asném stadiu a je mozné chirurgické feseni (resekce i transplantace
jater), jsou vysledky preziti velmi dobré. V ostatnich pfipadech je mozné vyuzit
lokoregionalni (transarteridlni chemoembolizace, radiofrekvencni ¢i mikrovinna ablace)
¢i systémovou onkologickou lécbu. V pfipadé zdvaznych komorbidit, véetné
dekompenzované cirhdzy, jsou vsak Ié¢ebné moznosti minimalni a dlouhodobé preziti je
velmi nizké. Chirurgicka resekce ma oproti transplantaci nevyhodu ve vysoké rekurenci
onemocnéni z divodu ponechani zbytku fibrotickych/cirhotickych jater. Pétileté preziti
se pohybuje mezi 41-74 % a rekurence v pribéhu 5 let po resekci je 70 % (Allemann et
al. 2013). Naproti tomu spravné indikovana transplantace jater se splnénim Milanskych
Ci rozsirenych velikostnich kritérii ma v radé publikovanych soubor( srovnatelné preziti
jako transplantace pro jinou diagndzu, které v jednom roce po transplantaci odpovida 90
% a 5 let po transplantaci 75 % (Mazzaferro et al. 1996). Pfesto HCC zhorsuje
potransplantacni prabéh, a to zejména pokud se jedna o incidentalom, tedy HCC

objeveny aZ v explantatu (Senkerikova et al. 2014).
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HCC a PNPLA3
Varianta rs738409 C>G (1148M) v genu fosfolipazy PNPLA3 (patatin-like

phospholipase domain-containig protein 3) byla poprvé popsana v roce 2008

v souvislosti se zvySenym obsahem tuku v jatrech (Romeo et al. 2008). V dalSich letech
byla popsana i jeji asociace s rizikem rozvoje steatohepatitidy, pokrocilé fibrézy, cirhdzy
jater i HCC u NASH i ALD. V pripadé NASH je to i v soucasnosti nejsilnéjsi zndmy nezavisly
geneticky prediktor spojeny s progresi tohoto onemocnéni (Speliotes et al. 2010).
PNPLA3 je protein exprimovany nejvice v jatrech a retiné, mRNA PNPLA3 je potom vice
nez v hepatocytech exprimovanad v jaternich stellatnich burikach. Tento gen je vyznamné
regulovan nutri¢nim stavem jedince a je na transkrip¢ni drovni regulovan inzulinem
cestou indukce SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein-1c) a ChREBP
(carbohydrate response element binding protein) (Ferre and Foufelle 2007; Shimomura,
Bashmakov, and Horton 1999; Ishii et al. 2004). Protein PNPLA3 je intracelularné
lokalizovdn na membrandach lipidovych kapének (Obr. 8).

Obradzek 8. Metabolismus tuku v hepatocytech pfi v normalnim stavu (A) a pfi
nosicstvi variantni alely G PNPLA3 (B). Upraveno dle (Trepo et al. 2016)
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Proti plvodni domnénce, Ze 1148M substituce vede ke snizeni fosfolipazové
aktivity o 80 %, existuji nyni dikazy o zcela odliSném mechanizmu vzniku steatdzy, ktery
nikterak nesouvisi s enzymovou aktivitou PNPLA3 (Huang, Cohen, and Hobbs 2011).
Ukazalo se totiz, Ze mysi vystavené jak zvySené expresi, tak naprosté inaktivaci

nemutované PNPLA3 (wild type, WT) nemély steatdézu (Wang et al. 2019). Hlavni lipazou
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triacylglycerol( v hepatocytech je enzym PNPLA2 (jinak také ATGL, adipose triglyceride
lipase), ktera ke svému plsobeni vyuziva kofaktoru CGI-58 (comparative gene
identification-58). PNPLA3 potiebuje CGI-58 ke své stabilizaci na lipidovych kapénkach,
ale nasledné je rychle degradovana. Variantni PNPLA3 (1148M) se naproti tomu
akumuluje na povrchu lipidovych kapének, kde sekvestruje CGI-58 a znemoznuje jeho
dostupnost pro ATGL jako kofaktoru nezbytného k hydrolyze triacylglyceroll (Obr. 9)
(Wang et al. 2019). Fyziologickd funkce PNPLA3 zfejmé spociva ve sméné nenasycenych
mastnych kyselin v triacylglycerolech za nasycené mastné kyseliny vazané ve
fosfolipidech tvoficich povrch tukovych kapének. Tato ,,zachranna drdaha” nenasycenych

mastnych kyselin je pro buriky nepochybné uZitecna, avsak bez problémU postradatelna.

Obrazek 9. Akumulace variantniho proteinu PNPLA3 na povrchu tukovych kapének
v hepatocytech a nasledna sekvestrace CGI-58 pro ATGL. Pfevzato z (Wang et al. 2019)

@ PNPLA3(WT)
€ PNPLA3(148M)

O CGI-58 O @
@ ATGL (inaktivni) 9 p

@ ATGL (aktivovana)

4 i

Lipolyza Lipolyza

43



2. Cile prace

Cilem préce bylo zjistit vliv vybranych genetickych faktor( na priibéh virovych

onemocnéni u nemocnych lé¢enych transplantaci jater ¢i ledvin:

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

transplantaci jater.

2. Urcit vztah mezi genotypem rs738409 PNPLA3, progresi jaterni choroby a

rozvojem HCC v cirhdze typu C.
3. ldentifikovat geny spojené s operacni toleranci u pacientt s chronickou

hepatitidou B po transplantaci ledviny a zjistit vliv protivirové [éCby a

imunosuprese na operacni toleranci u téchto pacientd.
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3. Metody

3.1 Stanoveni replikace CMV

CMV antigen pp65 byl stanovovan za pouziti monoklonalnich protilatek
v neptfimé imunofluorescenci (CMV-vue Kit, Incstar Corp., Stillwater, MN). CMV DNA byla
stanovena z plazmy a kvantifikovana systémem artus® CMV RG PCR (Quiagen, GmbH,
Hilden, SRN) s limitem detekce 57 kopii/ml. Organové postizeni bylo potvrzeno
histologicky identifikaci charakteristickych intraceluldrnich inkluzi v barveni
hematoxylinem-eosinem nebo imunohistochemicky uréenim CMV-specifickych antigena

(Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ).

3.2 Stanoveni HCV RNA a genotypu HCV

HCV RNA byla hodnocena ze vzorkl odebranych 24 hodin pred transplantaci
jater. Sérova kvantita HCV RNA byla stanovena dle aktualné dostupnych laboratornich
metod, tedy Roche COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test v1.0
nebo v2.0 (Roche Molecular Systems Inc., South Branchburg, NJ). Genotyp HCV byl
uréovan pomoci SIEMENS Versant” HCV Genotype 2.0 Assay (LiPA) (Siemens Healthcare

Diagnostics Inc., Tarrytown, NY).

3.3 Genotypizace IL28B a PNPLA3

DNA byla izolovana z periferni krve pacientl za uziti kitu Qiagen QlAamp kit
(Qiagen, Hilden, SRN).
V pripadé varianty rs12979860 C/T genu /L28B byl genotyp stanoveny polymerazovou
fetézovou reakci (PCR) a restrikéni analyzou (RFLP) pomoci primert 5'-
GCTTATCGCATACGGCTAGG-3'(Fw) and 5'-AGGCTCAGGGTCAATCACAG-3" (Rev)(Fabris et
al. 2011). Produkt o velikosti 242 bp byl nasledné stépen enzymem Bsh1236l. Délka
vzniklych fragment( byla ddle hodnocena elektroforézou s pouZitim agarézového gelu.

Ke zjisténi varianty rs738409 c.444C>G v genu PNPLA3 byla vyuzita TagMan assay
No. C_7241_10 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Genotypizace byla provddéna
dle protokolu vyrobce metodou real-time PCR za vyuziti Applied Biosystems ABI 7300

Real-Time PCR instrument (Thermo Fisher Scientific).
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3.4 Genové exprese

Pro analyzu genové exprese byla izolovana RNA z periferni krve pomoci kitu
PAXgene Blood RNA (Qiagen, Hilden, SRN) dle navodu vyrobce. RNA byla kvantifikovdna
mérenim absorbance pfi 260 nm na pfistroji ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies) a poté byla provedena reverzni transkripce pomoci enzymu Superscript Il
Reverse Transcriptase (Invitrogen). Ziskana cDNA byla analyzovana RT-qPCR za uziti
Tagman-low density array (Applied Biosystems) s rychlym protokolem. Takto bylo
zhodnoceno 31 kandidatnich gen(i (BNC2-Hs00417700_m1, CD79B-Hs00236881_m1,
CD247-Hs00167901_m1, CYP1B1-Hs00164383_m1, ERBB2-Hs99999005_mH , FCRL1-
Hs00364705_m1, FCRL2-Hs00229156_m1, FEM1C-Hs00363479_m1, FOXP3-
Hs00203958_m1, GATA3-Hs00231122_m1, GZMB-Hs01554355_m1, IFNGR1-
Hs00166223_m1, IL6-Hs00985639_m1, 1L10-Hs00961622_m1, KLF6-Hs00810569_m1,
KLRF1-Hs00212979_m1, MAN1A1-Hs00195458 m1, MS4A1-Hs00174849 m1, NKG7-
Hs01120688 g1, PRF1-Hs00169473_m1, SENP6-Hs00210213_m1, SH2D1B-
Hs01592483_m1, SLAMF7-Hs00900280_m1, TCAIM-Hs00603313_m1, TCL1A-
Hs00951350_m1, TLR2-Hs01014511 _m1, TLR5-Hs00152825_m1, TNF-Hs99999043_m1,
GAPDH-Hs99999905_m1, HPRT1-Hs01003267_m1, PGK1-Hs99999906_m1, 18S-
Hs99999901_s1). Ziskana data byla kvantifikovana softwarem SDS 2.4 (Applied
Biosystems) a relativni genové exprese byly uréené komparativni 222t metodou Relative
Quantification (RQ) Manager Software v 1.2.1 (Applied Biosystems). Jako endogenni
kontrola byly pouZity geny PGK1-Hs99999906_m1, HPRT1-Hs01003267_m1, GAPDH-
Hs99999905_m1 and 185-Hs99999901_s1.

3.5 Statisticka analyza

Spojité proménné byly hodnoceny jako priaméry a smérodatné odchylky za
pouziti t-testu, neparametrickych testt (MannGv-Whitneylv test a Kruskaltv-Wallistv
test), zatimco kategoridlni promé&nné byly hodnoceny jako &etnosti pomoci x? testu.
Frekvence genotypu byly kontrolovany Hardy-Weinbergovou rovnovahou.

K urceni signifikantnich prediktort vyskytu CMV infekce byl pouZity Finelv-
Graylv model proporcionalnich rizik se dvéma kompetujicimi udalostmi.

Potransplantacni preziti bylo stanoveno Kaplan-Meierovou analyzou, rizikové faktory
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byly uréeny multivariantnim logistickym regresnim modelem ¢i Coxovym modelem ke
srovnani kumulativnich incidenci mezi jednotlivymi skupinami. Ovéreni, zda vybér
pochdzi z normalniho rozdéleni, bylo provedeno pomoci Kolmogorovova-Smirnovova
testu.

Jako statisticky signifikantni byly oznac¢eny hodnoty p <0,05.

Statisticka analyza byla provedena programem R programming language v. 3.2.0

(www.r-project.org), a dale SPSS v.20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL) a GraphPad InStat v. 3. 05

pro Windows (GraphPad software, San Diego, CA).
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4. Vysledky a komentare

Virova onemocnéni zasadnim zpuisobem ovliviuji funkci a preziti pacient( a stépl
po SOT. Virové hepatitidy B a C jsou ¢asto samy o sobé pri¢inou zakladniho onemocnéni
jater a indikaci LTx, at uzZ pro chronické selhdni jater ¢i pro vznik HCC v cirhotickych
jatrech, ktery je zavaznou komplikaci jaterni cirhdzy ¢i pokrocilé fibrozy jater. Diky
moznosti lé¢by hepatitidy B nukleos(t)idovymi analogy (NUC) a hepatitidy C pomoci DAA
je v soucasnosti riziko rekurence virové hepatitidy ve Stépu a rychla progrese fibrézy
Stépu jater vyjimecna. Zaroven je vSak mozné provadét transplantaci i ostatnich
parenchymovych orgdni u pacientl s chronickymi virovymi hepatitidami, je viak nejprve
nutné dosahnout protivirovou lécbou negativni virémie. Zejména u pacientl po
transplantaci ledviny s chronickou hepatitidou B byl prokazan vynikajici efekt
dlouhodobé Iécby NUC, kdy reaktivace hepatitidy B a riziko progrese jaterni choroby je
jsou pak pacienti ohroZeni rozvojem oportunnich infekci, nejcastéjsi z nich je CMV
infekce.

V dobé lécby hepatitidy C pegylovanym interferonem a ribavirinem byl popsany
silny geneticky prediktor spontanni i Ié¢bou navozené eliminace viru (rs12979860)
v blizkosti genu IL28B. V soucasnosti diky DAA ztratil tento marker v [é¢bé HCV klinicky
vyznam. V roce 2008 byla popsana dalsi klinicky vyznamna varianta genu PNPLA3
(rs738409). Nosi¢stvi variantni alely G je asociovano s obsahem tuku v jatrech, s progresi
fibrézy jak u NAFLD a ALD, ale i u HCV, ale také s rozvojem HCC u NASH cirhdzy. Asociace

s HCC u cirhéz jiné etiologie nez NASH ale neni jednoznacné prokazana.

4.1 AlelaTvrs12979860 v genu IL28B chrani pfed pozdnim nastupem

CMV nemoci u pacientl po transplantaci jater

CMV predstavuje nejcastéjsi oportunni virovou infekci u pacientd po SOT a
zejména u pacientl bez preexistujici CMV-specifické imunity zvysSuje jejich morbiditu i
mortalitu (Razonable 2005). U téchto pacientll se jednd o primarni infekci. U
séropozitivnich prijemct, u kterych se onemocnéni projevi po zahajeni imunosupresivni
|écby, hovorime o reaktivaci CMV. Nejcastéji je vyskyt CMV nemoci pozorovan 2—3

mésice po SOT, nicméné jeji nastup mlZe byt oddalen podavanim profylaktické
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protivirové léCby. V tomto ptipadé jde nejcastéji o séronegativni prijemce, kteti dostali
Stép od séropozitivniho darce (Paya et al. 2004). V potransplantacnim sledovani existuji
dva rdzné pristupy ke snizeni rizika rozvoje CMV infekce. V prvnim pfipadé se jednd o
preemptivni strategii, kdy musi byt pravidelné sledovdna CMV virémie v intervalu 1-2
tydnu a lé¢ba se zahajuje v pfipadé pozitivniho ndlezu i bez pfitomnosti symptoma CMV
nemoci. Druhou mozZnosti je univerzalni podavani CMV profylaxe po dobu 3—6 mésicl po
transplantaci. Tento pfistup je velice efektivni ke snizeni rizika CMV nemoci v ¢asném
potransplantacnim obdobi, i kdyZz prolomeni profylaxe je mozné (on-prophylaxis disease
- OPD CMV), ale oddaluje nastup CMV infekce do doby po jejim ukonceni (post-
prophylaxis disease - PPD CMV) (Bodro et al. 2012).

Rizikové faktory, které zvysuji nachylnost k CMV infekci, jsou sérostatus darce a
prijemce, typ a davka imunosuprese, pfitomnost akutni celularni rejekce ¢i koinfekce
jinymi imunomodulaénimi viry. Néktefi pacienti onemocni navzdory absenci téchto
faktord (Humar, Snydman, and Practice 2009).

Imunosupresivni medikace ma vyznamny vliv na buriky adaptivniho imunitniho
systému a signifikantné zhorsuje schopnost vytvorit CMV-specifickou T-bunécnou
odpovéd. Do popredi protivirové imunitni odpovédi se tak dostava imunita vrozen3,
pricemz jiz byla popsana fada genetickych faktord ovliviujici riziko CMV infekce (Egli,
Humar, and Kumar 2012). IFN-III (IFN-A), které jsou produkované nejvice dendritickymi
bunkami a makrofagy, maji podobné jako IFN-I vyznamnou protivirovou ulohu diky
aktivaci JAK/STAT signaliza¢ni drahy a nasledné indukci exprese ISG. Celogenomové
asociacni studie identifikovaly nekddujici variantu rs12979860 (C/T) v promotoru genu
IL28B v asociaci se spontanni i Ilé¢bou navozenou eliminaci HCV (Ge et al. 2009; Suppiah
et al. 2009). Tato varianta je v silné genové vazbé s dalsi pozdéji popsanou variantou
genu IFNL4 ss469415590 (TT/AG) a velmi dobre koreluje zejména u Evropan( a Asiatd.
Varianta AG posouva ORF tak, Ze novy ORF kdéduje protein IFNL4. U homozygotU pro
alelu TT se zadny IFNL4 netvofi (Prokunina-Olsson et al. 2013).

Vliv vySe uvedenych variant u jinych virovych nemoci jater, jako napfiklad HBV,
zatim nebyl pozorovan. Dosud bylo publikovano nékolik studii, které popsaly asociaci
variant IL28B resp. IFNL4 s rizikem CMV infekce u pacient po SOT a HSCT, nicméné
vysledky byly protichtdné (Bibert et al. 2014; Manuel et al. 2015). Cilem nasi studie bylo
validovat asociaci varianty rs12979860 /L28B s rizikem CMV infekce u pacientl po LTx.
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Charakteristika souboru a metody

Retrospektivné jsme vyhledali 743 dospélych pacientd, ktefi podstoupili LTx,

v obdobi 1996-2015 pro jaterni cirhdzu rlizné etiologie s nebo bez malého HCC. Pacienti
indikovani k LTx pro jiné choroby nez jaterni cirhdzu nebyli do hodnoceni zahrnuti. Ve
druhém kroku jsme identifikovali pacienty, ktefi méli typické priznaky CMV nemoci a
méli pozitivitu pp65 antigenu nebo CMV DNA nad limitem detekce nebo histologicky
prokazané organové postizeni (napf. CMV hepatitidu, kolitidu a pod). Separatné jsme
hodnotili pacienty s casnym a pozdnim ndstupem CMV nemoci. Podrobnéjsi popis
souboru je uveden v tabulce 2.

Zakladem imunosupresivni lé¢by po LTx byly kalcineurinové inhibitory, at uz
cyklosporin A (CyA) ¢i takrolimus (TAK), obvykle v kombinaci s mykofenolat mofetilem
(MMF) ¢i azathioprinem (AZA), ptipadné prednisolonem (KS). Protivirova lécba
k zabranéni rozvoje CMV nemoci byla podavana univerzalné vSem transplantovanym
pacientim po dobu 6 mésicl od LTx, a to na podkladé predtransplantacniho sérostatusu
prijemce a ddrce. Séronegativni prijemci (R-), ktefi dostali Stép od séropozitivniho darce
(D+) patfili mezi nejrizikovéjsi skupinu, proto jim byl poddvan valganciklovir (VGC).
Ostatni pacienti dostdvali profylakticky valacyklovir ¢i acyklovir (VAL). V pfipadé rozvoje
CMV nemoci byl po dobu 2 tydnl podavan ganciklovir, valganciklovir ¢i foscarnet v davce

upravené dle hmotnosti a rendlnich funkci.
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Manifestace CMV nemoci

Celkové onemocnélo alespor jednou epizodou CMV nemoci 144/743 (19,4 %)

transplantovanych pacient(. Nejméné jednu epizodu OPD mélo 102/144 (70,8 %)

jedincu, alespon jedenkrat mélo PPD 36/144 (25 %) jedinc(. Obé epizody prodélalo

6/144 (4,2 %) pacientd, ktefi byli vyfazeni z dalsi analyzy. Typ uZitého léku k CMV

profylaxi nemél zadny vliv na rozvoj CMV nemoci ve skupiné OPD, zatimco ve skupiné

PPD castéji onemocnéli pacienti, ktefi dostavali profylakticky valganciklovir ¢i ganciklovir

(OR 2,68, 95% Cl 1,09-5,95, p = 0,023, Graf 2). CMV nemoc neméla vliv na preziti

pacientl po transplantaci (p = 0,78, Graf 3).

Graf 2. Kumulativni incidence vyskytu CMV nemoci dle typu profylaxe a doby po LTx ve
skupinach OPD (A) a PPD (B)
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Graf 3. Kaplan-Meierova kfivka preziti pacientl po LTx dle doby vyskytu CMV (A) a dle
genotypu IL28B (B).
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Asociace mezi vyskytem CMV nemoci a genotypem /L28B.

Frekvence genotypl IL28B v ¢asném potransplantacnim obdobi v podskupiné s
OPD se nelisily od podskupiny bez CMV nemoci (CC 33,3 %, CT+TT 66,7 % vs. CC 38,6 %,
CT+TT 61,4 %, p = 0,22) (Graf 4A). V obdobi po ukonéeni profylaxe proti CMV byl
signifikantné castéjsi vyskyt genotypu CC zjistén v podskupiné s PPD (CC 61,1 %, CT+TT
38,9 %) ve srovnani s pacienty bez CMV nemoci (OR 0,43, 95% CI 0,23-0,81, p = 0,0069)

(Graf 4B). Genotyp /L28B nemél vliv na dlouhodobé preZiti pacientl po LTx (p = 0,92).

Graf 4. Kumulativni incidence CMV nemoci dle genotypu /L28B a doby po LTx ve
skupinach OPD (A) a PPD (B).
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Evaluace protektivnich faktort

Ve skupiné OPD nemél genotyp IL28B vliv na vyskyt epizody CMV nemoci
v alelickém (CCvs. CT + TT, p = 0,32) ani v recesivnim modelu (CC + CT vs. TT p = 0,79).
Jako protektivni faktory pred rozvojem CMV nemoci byly identifikovany vék >55 let (p =
0,001), predtransplantacni CMV sérostatus jiny nez D+/R— (OR 0,39, 95% CI 0,2-0,7, p <
0,001) a imunosupresivni |é¢ba takrolimem (OR 0,48, 95% ClI 0,28-0,83, p = 0,01). Tyto

vysledky zUstaly signifikantni také v multivariantni analyze (Graf 5).
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Graf 5. Multivariantni analyza rizikovych faktord OPD CMV
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Nosicstvi alely T genu IL28B mélo protektivni vliv na vyskyt PPD (OR 0,4, 95% ClI
0,2-0,8, p = 0,008), podobné jako vék >55 let (p = 0,02). Signifikantni zvySeni rizika PPD
bylo zjisténo pti pouziti valgancikloviru ¢i gancikloviru v profylaxi CMV (OR 2,68, 95% ClI
1,09-5,95, p = 0,023). V multivariantni analyze z(staly z vySe zminénych rizikovych

faktord vyznamné jen nosicstvi alely T genu /L28B a typ antivirové profylaxe (Graf 6).

Graf 6. Multivariantni analyza rizikovych faktord rozvoje PPD CMV
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4.2  Nosicialely G varianty rs738409 PNPLA3 u pacientl s cirhdzou C a
genotypem viru 1b maji nizsi virémii HCV a selhani jater v nizsim véku

Spravné nacasovani LTx patii neodmyslitelné k faktordm spojenym s pfiznivéjsim
potransplantaénim pribéhem. Znalost pfirozeného pribéhu jednotlivych jaternich
onemocnéni je tak zasadni k predikci progndzy pacient( a spravného nacasovani LTx.
Ptirozeny prabéh jaternich onemocnéni viak mlze byt do zna¢né miry ovlivnén rdznymi
genetickymi variantami. Jedna z nejdllezZitéjsich variant s prokazanou asociaci s progresi
jaternich chorob je rs738409 c.444C>G (p.lle148Met) v genu PNPLA3 (Romeo et al.
2008). U chronické HCV infekce byl zatim popsan vliv nosicstvi alely G na progresi fibrozy
jater, nikoliv ale na rozvoj chronického jaterni selhdni jater (CLF, chronic liver failure) a
nutnost LTx. Nasim cilem bylo zhodnotit vliv genotypu PNPLA3 na riziko rozvoje CLF u
pacientd s HCV infekci genotypem viru 1b, ktery byl dosud dominantnim u kandidatd LTx

s HCV infekci v CR.

Charakteristika souboru a metody

Retrospektivné jsme zhodnotili 172 dospélych pacient(l s jaterni cirhézou C
infikovanych genotypem 1b, ktefi v naSem centru podstoupili LTx v obdobi 1995-2018.
Vyrazeni byli pacienti s pozitivitou HBsAg ¢i anti-HBc a pacienti s nadmérnym ptijmem
alkoholu (> 60 g/den u muzd a > 40 g/den u Zen). Sto pacientl bylo indikovano k LTx pro
CLF dle MELD a Child-Pugh skére (CPT) a 72 pacientt bylo k LTx indikovano pro maly HCC
v cirhotickych jatrech. Zadny z pacientd nebyl é¢en protivirovou lé&bou v poslednim
roce pred LTx. Protivirova léc¢ba byla podavana az v potransplantacnim obdobi dle
aktualni dostupnosti protivirovych 1ékd, bud reZimem zaloZzenym na interferonu nebo
rezimem DAA. Frekvence genotypl PNPLA3 byly porovnany s 647 pacienty z ¢eské
populacni prirezové studie MONICA (MONItoring trends and determinants in
CArdiovascular disease) (Cifkova et al. 2010; Trunecka et al. 2018). Demografické udaje

pacientl jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3. Demograficka, klinicka a laboratorni data skupin s CLF a HCC.

CLF

HCC

n =100 n=72 P

Pohlavi, muZi (n) 68 (68,0 %) 38 (52,8 %) 0,0428
Vék [roky] 53,5+7,2 57,6 £ 8,6 <0,001
BMI [kg/m?] 26,2+4,2 26,8+3,7 0,175
Diabetes mellitus 2. typu 27 (27,0) 25 (34,7) 0,277
CPT klasifikace

A 6 (6,0) 37 (51,4)

B 48 (48,0) 27 (37,5) <0001

C 46 (46,0) 8(11,1)
CPT skére [body] 9,1+1,8 7,1+1,9 < 0,001
MELD skére [body] 14,1+3,9 11,1+3,7 <0,001
Ascites

Zadny 44 (44,0) 53 (73,6)

Maly 32 (32,0) 14 (19,5) <0001

Velky 24 (24,0) 5 (6,9)
AFP [ug/1] 34,5 +50,1 337,1+£926,8 <0,001
Celkovy bilirubin [umol/I] 51,8+ 77,3 35,6 +46,7 < 0,001
Albumin [g/I] 29,0+6,5 33,5+6,8 < 0,001
ALT [pkat/I] 1,3+0,9 1,5+1,2 0,117
Celkovy cholesterol [mmol/I] 3,4+1,0 3,7+1,0 0,004
HDL cholesterol [mmol/I] 0,9+0,4 1,1+0,4 0,037
LDL cholesterol [mmol/I] 1,9+0,8 2,1+0,7 0,080
Triacylglyceroly [mmol/I] 1,1+0,5 1,3+0,7 0,009
Protrombinovy ¢as [INR] 1,4+0,3 1,2+0,2 < 0,001

Udaje jsou vyjadreny jako &isla (%) nebo priiméry + smérodatna odchylka.

MELD- model for End-Stage Liver Disease; CPT- Child-Pugh-Turcotte

Asociace genotypu PNPLA3 s prubéhem jaterniho onemocnéni

Pacienti indikovani k LTx pro CLF (funkéni klasifikace cirhdzy CPT B a C) byli

vyznamné mladsi, ¢astéji byli zastoupeni muzi a méli nizsi hodnoty sérového

cholesterolu a triacylglyceroll ve srovnani s pacienty, ktefi byli k LTx indikovani pro HCC.
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Zastoupeni genotypt PNPLA3 ve skupiné pacientl s CLF se vyznamné liSilo ve srovnani s
pacienty s HCC a zastoupeni nepfiznivych genotypu (CG a GG) bylo vyznamné vyssi ve
skupiné CLF, a to jak v alelickém (OR 1,9, 95% CI 1,02-3,48, p = 0,045), tak recesivnim
modelu (OR 2,94, 95% Cl 1,03-7,51, p = 0,042) (Tab. 4).

Frekvence genotypl PNPLA3 se liSily rovnéz pti srovnani skupiny CLF a studie
MONICA, a to jak v alelickém (OR 1,87, 95% Cl 1,222-2,875, p = 0,004), tak v recesivnim
(OR 3,33, 95%Cl 1,824-6,084, p < 0,001) modelu (Tab. 4). Hodnoty OR se v recesivnim
modelu prakticky zdvojnasobily, z ¢ehoz Ize soudit na aditivni efekt kazdé alely G (Graf
7). Naproti tomu frekvence genotypU ve skupiné HCC se od frekvence genotypU ve studii

MONICA signifikantné nelisily (Tab. 4).

Graf 7. Indikace k LTx (CLF nebo HCC) dle genotypu PNPLA3

CC CG
. Q

n=282 n =67 n=23

GG

B HCC
] CLD

CLF- chronickeé jaterni selhani; HCC- hepatoceluldrni karcinom
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Tabulka 4. Frekvence genotypU varianty rs738409 C>G PNPLA3 ve skupinach CLF, HCC a

studii MONICA.
Lokus Genotyp (n (=:L1F00) (nH=C;:2) OR 95% ClI p
PNPLA3 CC 41 (41 %) 41 (57 %) 1 - -
rs738409 CG 41 (41 %) 26 (36 %) 1,90 1,017-3,472 0,0452
c.444C>G GG 18 (18 %) 5 (7 %) 2,94 1,032-7,513 | 0,042°
Lokus Genotyp (n SLlFOO) z\:(zl\le;; OR 95 % Cl p
PNPLA3 cC 41 (41 %) | 366 (57 %) 1 - -
rs738409 CG 41 (41 %) | 241 (37 %) 1,87 1,222-2,875 0,004
c.444C>G GG 18 (18 %) 40 (6 %) 3,33 1,824-6,084 | <0,001°
Lokus Genotyp (nHzcgz) z\:c:l\éff) OR 95 % ClI p
PNPLA3 CC 41 (57 %) 366 (57 %) 1 - -
rs738409 CG 26 (36 %) | 241 (37 %) 0,98 0,602-1,610 0,951°
c.444C>G GG 5(7 %) 40 (6 %) 1,13 0,432-2,968 0,800°

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

Rizikové faktory nutnosti LTx

V logistické regresni analyze byly jako rizikové faktory nutnosti LTx pro CLF

identifikovany vék a varianta rs738409 PNPLA3, nosicCstvi alely G zvysilo riziko LTx pro

CLF 2,4x (Graf 8).

Graf 8. Rizikové faktory nutnosti LTx.
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HCV RNA pred transplantaci

Kvantitativni stanoveni virémie pred LTx bylo k dispozici u 127/172 pacient (65
ve skupiné CLF a 62 ve skupiné HCC). V této podskupiné mélo genotyp PNPLA3 CC 64
pacientl, genotyp CG 49 pacientl a genotyp GG 14 pacientl. Homozygoti GG méli
(median, interkvartilovy rozsah [IQR]; GG 162 500 [46 200—269 000] IU/ml vs. CC + CG
638 000 [179 000-1 632 500] IU/ml, p < 0,001) (Graf 9). Pfedtransplantacni virémie byla
také vyznamné nizsi u pacientl s CLF ve srovnani se skupinou HCC (median [IQR]; CLF

344 000 [116 000—846 368] IU/ml vs. HCC 823 500 [259 750-1 760 000], p = 0,008).

Graf 9. Vliv genotypu rs738409 PNPLA3 na virémii (HCV RNA) pred LTx.
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4.3  Exprese transkriptl asociovanych s operacni toleranci u pacient(

s HBV po transplantaci ledviny (dosud nepublikovana data).

Lécba HBV pomoci NUC vyrazné zlepsSuje preziti Stépl i prijemcl (pacientll) po
transplantaci ledviny (RTx). Protivirova |écba ucinné brani reaktivaci HBV a progresi
jaterniho onemocnéni u imunosuprimovanych jedinct, presto vSak dochazi k imunitni
modifikaci na podkladé rezidualni replikace HBV, ktera je naopak pro pacienty pfinosna.
Jiz v minulosti jsme popsali vynikajici dlouhodobé preziti u HBV infikovanych prijemct
Stépu ledviny ve srovnani s historickymi kontrolami ptijemct Stépu ledviny bez HBV
infekce (Sperl et al. 2013). Predpokladali jsme, Ze u prijemcUl ledviny ma chronicka HBV
infekce suprimovana lé¢bou NUC schopnost navodit OT zménou v regulaci adaptivni

imunitni odpovédi.
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Charakteristika souboru a metody

Jednalo se o retrospektivni studii navrZzenou k analyze exprese transkript(
asociovanych s OT u pfijemct RTx a HBV infekci. Expresni profily byly porovnavany v péti
skupinach: pfijemci RTx se stabilni funkci Stépu, s HBV (n = 9) nebo bez HBV infekce (n =
8), pacienti bez RTx s chronickou HBV lécenou (n = 9) i nelécenou (n = 8) a zdravé
kontroly (n = 6). Pfijemci RTx méli vSichni dlouhodobé stabilné dobrou funkci Stépu
nejméné 5 let po RTx. Parovani pacientd probéhlo dle doby od RTx, koncentrace
sérového kreatininu a véku. Pacienti z kontrolni skupiny s chronickou HBV infekci bez
transplantované ledviny byli k predchozi skupiné pfifazovani dle véku. Charakteristika
pacientl je uvedena v Tab. 5. Analyzované geny byly vybrané na zakladé literarniho
prehledu jako transkripty asociované s operacni toleranci u RTx ¢i LTx a jako transkripty

asociované s imunitni odpovédi pti HBV infekci.

Tabulka 5. Charakteristika pacientll po RTx.

HBV pozitivni HBV negativni RTx
RTx (n=8) p

(n=9) j
Vék, [roky, medidn], (rozptyl) 61,6 (45,7-70,7) 53,7 (37,6-72,9) 0,847
Pohlavi (M/Z) 7/2 6/2
Darce (zemfrely/zivy) 9/0 6/2
PRA max. [%, medidn], (rozptyl) 8 (2-46) 7,5 (0-39) 0,809
HLA neshody [median], (rozptyl) 3(0-5) 3(2-6)
Vék darce, [roky, median], (rozptyl) 45 (11-75) 41 (15-60)
Doba dialyzy [roky, median], (rozptyl) 2,5(1-11,2) 1.2 (0-2,5) 0,135
Doba od RTx [roky, median], (rozptyl) 14,3 (6-18,1) 16.5 (7,9-20,3) 0,211
Kreatinin [umol/Il, median], (rozptyl) 1193:::617)’5_ 161,7 (93-317,3) 0,673
Protivirova lécba
LAM+TDF 6 0
LAM 2 0
ADF 2 0

PRA- panel-reaktivni protildtky
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PFijemci RTx s HBV maji vy3si expresi GATA3, TCL1A, IL-10a TNF-a

K objasnéni uvazované protektivni role HBV infekce na pfijeti Stépu ledviny byla
porovnana exprese genu z periferni krve spojenych s OT dle predchozich znalosti
z literarniho prehledu. Porovnali jsme pfijemce Stépu ledviny s a bez HBV infekce.
Pacienti s HBV méli vyznamné vyssi expresi genl GATA3 (p = 0,0019), TCL1A (p = 0,049),
IL-10 (p = 0,0025) a TNF-at (p = 0,027). Snizena exprese byla zaznamenana v genu SENP6
(p =0,034) (Graf 10). Vzhledem k tomu, Ze obé skupiny byly Ié¢eny udrZovaci

imunosupresivni medikaci, I1ze efekt této IéCby vyloudit.

Graf 10. Exprese gen( asociovanych s operacni toleranci, srovnani pacientl po
RTx s HBV a bez HBV infekce. Nasobky exprese k medidnu exprese zdravych kontrol.
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Efekt protivirové |éCby na expresi genl asociovanych s operacni toleranci

K vylouceni efektu protivirové terapie na expresi téchto genud byly srovnany
skupiny netransplantovanych pacient( s chronickou HBV infekci s protivirovou Ié¢bou
nebo bez léCby. Terapii byla ovlivnéna exprese 3 genl, signifikantné klesla exprese TNF-a
(p =0,0005), MS4A1 (p = 0,0396) a naopak se zvysila exprese genu TCAIM (p = 0,0184),
(Graf 11).

Graf 11. Exprese gen( asociovanych s protivirovou lécbou u pacientli s HBV infekci
s protivirovou lécbou NUC a bez ni. Nasobky exprese k medianu exprese zdravych
kontrol.
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Efekt dlouhodobé imunosupresivni [é¢by na expresi transkriptl spojenych s OT

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

nez HBV negativnich.
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5. Obecnd diskuze

V prvni praci (Chmelova et al. 2019) jsme prokazali, Ze nosicstvi alely IL28B
rs12979860 T je spojeno s nizsim vyskytem CMV nemoci po ukonéeni antivirové
profylaxe (PPD). Souvislost IL28B s prolomenim profylaxe v ¢asném potransplantacnim
obdobi jsme vSak neprokazali. Vysledky jsme porovnali s dalSimi studiemi, které se
zabyvaly podobnou problematikou. Jejich zavéry jsou kontroverzni. Opacné vysledky
publikovala Svycarska skupina, ale pfi podrobnéjsim zhodnoceni je patrné, Ze se jednd o
heterogenni soubor pacientl po rtiznych SOT, kterym byla protivirova |écba proti CMV
podavana jak v rezimu preemptivnim, tak univerzalnim (Manuel et al. 2015). Asociace s
variantou INFL4, resp. IL28B byla patrna pouze ve skupiné s preemptivné podavanou
profylaxi CMV nemoci. Podobné tomu bylo v dalsi praci u prijemcl RTx, kde asociace
byla prokazana pouze u pacientl bez univerzalné podavané profylaxe (Fernandez-Ruiz et
al. 2015). Dalsi prace v této oblasti naopak potvrzuji nase vysledky, kdy alela T byla

Varianta IL28B rs12979860 byla poprvé popsana v souvislosti se spontanni i
IéCbou interferonovym rezimem navozenou eliminaci HCV (Ge et al. 2009; Suppiah et al.
2009). Pozdéji byla identifikovana varianta rs368234815 (dfive ss469415590) TT/AG,
ktera je v silné genové vazbé s variantou rs12979860 C/T v evropské a asijské populaci
(Prokunina-Olsson et al. 2013). Protein IFNL4 produkovany alelami AG/ AG (odpovida
rs12979860 T/T) je spojen s vyssi bazalni expresi ISG, jejiz Uroven se jiZz nezvysi po
stimulaci exogennim IFN-a z dlivodu exhausce T lymfocytl (Sung et al. 2017). ZvySeni
exprese ISG je vSak podminkou pro dosazeni eliminace HCV infekce.

Pfedpokladem pro dosazeni imunitni kontroly CMV infekce je stimulace IFN-I a
IFN-II, které jsou ale velmi uc¢inné antagonizované IE geny CMV, a které efektivné inhibuji
kanonickou interferonovou signalizacni kaskadu. Dle nasSich poznatk( neni doposud
tento jev popsan u IFN-III, ale vzhledem k tomu, Ze IE1 inhibuje STAT2, Ize pfedpokladat
stejny mechanismus i pro tuto skupinu interferont. Domnivame se tak, Ze schopnost
exprese IFNL4 je z doposud nepopsaného dlvodu dostacujici k imunitni kontrole CMV
infekce.

Vzhledem k vy$sim ndklad(im na univerzalni profylaxi CMV i k nezaddoucim

ucinkdm profylaxe by klinickym pfinosem v budoucnu mohla byt snadnéjsi identifikace
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pacientl v riziku CMV infekce a adjustaci profylaxe dle rizikovych faktor(, z nichZ vétsina
je snadno ovéfitelnd (CMV sérostatus, vék, uzivani takrolimu). Genotypizace IL28B je
Siroce zavedenou metodou, nicméné k uvedeni do klinické praxe by bylo tfeba nase
vysledky validovat na nezdvislém souboru pacienta.

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

Vysvétleni této asociace mezi nosi¢stvim variantni alely G a ¢asnéjsiho rozvoje
CLF u pacientt s chronickou HCV infekci zahrnuje mechanismy jiz popsané u ALD a NASH.
Recentni meta-analyza ukdazala, Ze bélosska populace s HCV infekci a genotypem GG ma
vice vyjadrenou steatézu i fibrézu jater, podobné tomu bylo ve studii HALT-C (Fan et al.
2016; Ali et al. 2016). Rozdil vSak nachazime v pripadé HCC, kdy pro ALD a NASH je dobre
dokumentovana asociace s alelou PNPLA3 G, avsak pro HCV nikoliv (Falleti et al. 2011;
Liu et al. 2014; Trepo et al. 2012). Nosicstvi alely G u chronické HCV infekce mUiZe byt
interpretovano jako protektivni proti vzniku HCC v cirhotickych jatrech. Domnivame se
vsak, Ze takova interpretace neni spravna. Nejedna se totiz o pfimy protektivni efekt
alely G pfed rozvojem HCC, nybrz o akceleraci rozvoje chronického selhani jater. Nosici
alely G jsou indikovani k transplantaci jater v mladsim véku, tj. dfive, neZ se v jejich
cirhotickych jatrech vytvori HCC. Tuto pfedstavu podporuje i skuteénost, Ze vyssi vék byl
nejsilnéjSim rizikovym faktorem vzniku HCC v cirhotickych jatrech v fadé dosud
publikovanych studii (Aleman et al. 2013). Pfedpokladdame, Ze nosici alely G maji rychleji
progredujici jaterni chorobu, nebot trpi kromé jaterniho zanétu vyvolaného HCV infekci i
steatohepatitidou z vyssi akumulace lipidl v jatrech, tj. maji dualni chorobu. Nasi
predstavu bohuZel nelze potvrdit hodnocenim histologickych nélez( explantovanych
jater, nebot v pokrocilych stadiich jaterni cirhdzy mizi dfive pfitomna steatdza, ale svédci
pro ni aditivni efekt poctu pfitomnych alel G.

Rychlejsi progrese HCV infekce do CLF byla prekvapivé spojena s nizsi virémii pred
LTx. Domnivame se, Ze vysvétlenim nizsi virémie u nosicl alely G je ztizend kompletace

virionu a jeho uvolnéni z hepatocytu, coz je déj zavisly na tvorbé VLDL, ktera vazne pravé
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u nosicd variantni alely G. Nas vysledek je kompatibilni se zjisténimi studie HALT-C, Ze na
progresi fibrézy jater u pacientd lé¢enych pro HCV neméla vliv vyse virémie, ale jen
skutecnost, zda doslo k eliminaci HCV ¢i nikoliv (Huang et al. 2007).

V posledni dosud nepublikované praci tykajici se HBV infekce u pfFijemci
transplantovanych ledvin jsme se pokusili objasnit pfic¢inu dfive publikovanych
vynikajicich vysledka preziti Sstépu ledviny u pfijemct s Ié¢enou HBV infekci (Cosconea et
al. 2012; Sperl et al. 2013). Vychazeli jsme z faktu, Ze nejcasté;si priinou ztraty stépu
ledviny je alloantigen-dependentni rejekce Stépu. Nejlepsi preziti Stépu maji pacienti,
jejichZ imunita umozZni navodit stav OT. Podobnou situaci je mozné pozorovat v pfipadé
vertikalniho prenosu HBV infekce nebo jeji akvizice v détském véku, kdy ¢asto po nékolik
dekad pozorujeme fazi imunotolerance (v soucasnosti se tato faze nazyva HBeAg
pozitivni chronickd infekce HBV, viz Tab. 1). V této fazi je moiné zaznamenat relativné
vysokou replikaci HBV, presto je vSak aktivita jaternich enzym nizka a v histologickém
obraze jsou patrné jen minimalni nekroinflamatorni zmény. Oproti plivodnimu
predpokladu je vSak pravdépodobné, Ze za touto fazi HBV nestoji nezralost imunitniho
systému v novorozeneckém a détském véku, nebot byla prokazana identicka Th1-
bunécénd imunitni odpovéd HBV-specifickych T-lymfocytl. Tyto buriky co do poctu a
funk¢nosti dokonce prevysily hodnoty u dospélych pacientd ve fazi imunitni clearance
(Kennedy et al. 2012).

V nasi praci jsme vysetfili expresi panelu gen(, které jsou literarné odpovédné za
schopnost navodit OT u pacientl po transplantaci jater Ci ledviny a také markery spojené
s imunitni toleranci u pacient( s HBV (Appenzeller-Herzog, Hartleif, and Vionnet 2021).
Ve skupiné pacient(l po transplantaci ledviny s chronickou HBV infekci jsme prokazali
zvySenou expresi genll GATA3, IL-10, TCL1A a TNF-a, naproti tomu exprese SENP6 byla
snizena ve srovnani s transplantovanymi pacienty bez HBV infekce. GATA3 je
transkripcni faktor Th2-bunék popsanych v souvislosti s OT (Moraes-Vieira et al. 2012).
HBV infekce podle jiné prace podporuje expresi GATA3, ktery tvofi trimer s GATA2 a HBx
proteinem. Nasledkem je potom downregulace MICA/B (MHC class | polypeptide-related
sequence A a B), které slouzi jako ligandy receptortd NK bunék (Xing and Ferrari de
Andrade 2020). TCL1A byl poprvé popsany jako onkogen pfi rozvoji T a B lymfom.
Nékolik studii prokazalo jeho vyssi expresi u pacientl se znamou OT diky podpore

proliferace a rlstu bunék. Jeho pUlsobeni je spojené s diferenciaci B lymfocytl a produkci
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protizanétlivého IL-10 (Brinas, Danger, and Brouard 2021). Jeho souvislost s chronickou
HBV infekci vSak nebyla dle nasich poznatkd dosud zdokumentovana.

Sporna vsak zGstava uloha TNF-a, ktery je dobre znamy pro své prozanétlivé
pusobeni, naproti tomu vsak nékteré studie zaroven prokazuji jeho schopnost aktivovat
Tregs. TNF-a pUsobi cestou receptort TNFR1, ktery exprimovan na fadé rlznych typl
bunék a obsahuje cytoplasmatickou , death” doménu, a TNRF2, ktery je exprimovany
prakticky vyhradné na imunitnich bunkach. TNFR2 ,, death” doménu postradd, avsak vaze
se na TNFR asociovany faktor 2 a aktivuje NF-kB a MAP kindzovou signaliza¢ni kaskadu.
Mysi s deficitem TNFR1 mély vysoky sklon k infekcim, zatimco TNFR2 deficitni mysi mély
tendenci k exacerbacim zanétu (Mancusi et al. 2018). Aktivace konkrétniho typu
receptoru ma tedy zasadni vliv na vysledny fenotyp.

Zajimava je downregulace exprese genu SENP6 v nasem souboru, ktery je
asociovany s funkci NK bunék a ktery byl v nékolika pracich upregulovany u pacientd po
transplantaci ledviny se znamou OT (Perez-Sanz et al. 2019). Tato diskrepance muze byt
podminéna celkové malym pocétem pacientt ve sledovanych souborech, véetné naseho.

Nase vysledky mohou napomoci pochopit mechanismus, kterym vznika OT.

V budoucnu by pak dosazeni OT mohlo byt cilem novych terapeutickych postupt za

ucelem zlepseni preziti transplantovanych orgdn( i jejich pfijemc(.
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6. Souhrn vysledk

1. Nosicstvi alely T v lokusu rs12979860 /L28B snizuje riziko rozvoje CMV nemoci po
ukonceni protivirové profylaxe u pacientd po transplantaci jater. Protektivnimi
faktory proti prolomeni CMV profylaxe byly jiny nez D+/R— sérostatus, vék
prijemce vyssi nez 55 let a imunosuprese zaloZzena na takrolimu. UZivani
valgancykloviru bylo rizikové pro rozvoj postprofylaktické CMV nemoci, zatimco

nosicstvi alely T bylo faktorem protektivnim.

2. Nosicialely G lokusu rs738409 PNPLA3 méli vyssi riziko progrese CLF a
potrebovali tak transplantaci jater v mladSim véku. Homozygoti GG méli pred

transplantaci nizsi virémii.

3. Geny souvisejici s operacni toleranci, GATA3, TCL1A, IL-10 a TNF-a, byly zvysené
exprimovany u pacientl po transplantaci ledviny s HBV infekci, zatimco exprese
SENP6 byla snizena. Netransplantovani pacienti s chronickou lé¢enou HBV méli
v porovnani s pacienty s nelééenou HBV snizenou expresi TNF-a, MS4A1 a
TCAIM. Pacienti po transplantaci ledviny potom méli ve srovnani
s netransplantovanymi snizenou expresi FOXP3, CD79A, FCRL1, GATA3, TCL1A a
FCRL2. Zatimco exprese FOXP3 byla snizena u transplantovanych s HBV i bez HBV,
exprese GATA3 a TCL1A byla u pacientd s HBV vyssi nez u pacientll bez HBV.
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