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Abstrakt:

Pedkladana prace se zabyva vyznamem katabolickéydh@mu u chronické
hepatitidy C. Je za#ena na objasmi mozZzné asociace exprese/aktivitycgliych enzyni
katabolické drahy hemu, hemoxygena#yMOX) a biliverdinreduktazy ELVRA v jaterni
tkani a krvi gtudie A a polymorfisni HMOX1 a UDP-glukuronosyltransferaz{JGT1A))
(studie B s rozdilnymi histologickymi nalezyrazdilnou @innosti protivirove terapie.

Cilem prace bylo nalézt faktory, kterébyacient s chronickou HCV infekci mohly
predikovat progresi jaterniho poskoZeni a efektiyirové terapie ped jejim zahajenim.

Pro Gely této studie jsme zavedli vysoce citlivou mekodina stanoveni aktivity
HMOX v mononukleérech periferni krve (PBMC), ktetdsud nebyla k dispozici. Zavedli
jsme a zvalidovali RealTime PCR metodiku na stanoespreseHMOX a BLVRAV jaterni
tkani a v perifernich leukocytech (PBL). (GT)n &Ajh varianty promotoru genu ptdMOX1
a UGT1A1 jsme stanovili simultanni fragmeiitd analyzou, jejiz metodika byla v naSi
laboratdi nedavno vyvinuta a row publikovana.

Pomoci uvedenych metod jsme neprokazalbiciasi exprese/aktivity enzyim
katabolické drahy hemu a polymorfismHMOX1 a UGT1Al s histologickou aktivitou v
jaterni tkani. Prokazali jsme v3ak vyznamné rozsigxpresiBLVRAvV PBL mezi pacienty
se setrvalou virologickou odpé&di (SVR) a pacienty bez virologické odgov (NVR), a to
jak pred zahajenim terapie, tak i v jejimip&hu. Multivariaini analyza potvrdila, Ze bazalni

expreseBLVRAV PBL je nezéavislym prediktorem SVR.

Kli ¢éova slova virus hepatitidy C, katabolicka drdha hemu, heygexaza,

biliverdinreduktaza, UDP-glukuronosyltransferazengva exprese, genetické polymorfismy



Abstract:

This thesis focuses on the importancethef heme catabolic pathway in chronic
hepatitis C (HCV). The aim is mainly to investigai®hether expresion/activity of key
enzymes of the heme catabolic pathway, heme oxggeftdMOX) and biliverdin reductase
(BLVRA) in the liver and blood gtudy A or promoter variations o0fMOX1 and UDP-
glucuronosyltransferasdJGT1A) (study B may be associated with the progression of
fibrosis and may also predict antiviral treatmeatcome in patients chronically infected with
HCV.

We set up a new sensitive method to quantiMOX activity by reduction gas
chromatography. We developed and extensively v@di&®ealTime PCR assay fBiMOX
and BLVRA expression in the liver and peripheral blood leytes (PBL). The (GT)n and
(TA)n dinucleotide variations iHMOX1 and UGT1Algene promoters, respectively, were

determined by fragment analysis.

No association was detected between eittppession oHMOX/BLVRAor theHMOX1/
UGT1Alpromoter variants and the individual histologistges of liver disease in the HCV
positive patients. A marked difference B.VRA expression in PBL between the sustained
responders (SVR) and patients with treatment ril(NVR) was detected before antiviral
treatment and during the follow-up. Our data sutggdabatBLVRAbasal expression in PBL

may be an independent predictor of SVR.

Keywords: hepatitis C virus, heme catabolic pathway, hemgyenase, biliverdin reductase,

UDP-glucuronosyltransferase, gene expression, gelyenorphisms
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1 Soucasny stav problematiky

1.1 Uvod

Mrivrw s

progredujici jaterni fibrézy, kterd the vést ke vzniku jaterni cirh6zy. HCV infekce je
negastjSi pricinou jaternich onemoéni ve vysglych zemich sgta. Akutni HCV infekce
probiha ve w¥tSin¢ pripadi asymptomaticky, v 10 — 20%fipadi s nespecifickymi
.chiipkovymi“ a gastrointestinalni symptomy. Ikterickoformu méa pouze retina
infikovanych. Ke spontanni eliminaci viru dochazl® — 40 % fpadech,éastji infekce
progreduje do chronického stadia [1]. Chronickd H®Yekce probiha rowt ve tSing
piipadi asymptomaticky a je v jasn&ignné souvislosti se vznikem jaterni cirhdzy a
hepatocelularniho karcinomu [2]. Jaterni cirh6Zaghronické HCV infekci je népstjsi
indikaci ortotopické transplantace jater [3}ysledky protivirové terapie chronické HCV
infekce nejsou dosudrifis uspokojivé. Vyléeni HCV infekce je dosahovano v cca 40-55%
piipadech [4]. Dosud se nepdiia identifikovat spolehlivy pedpowdni faktor efektu
protivirové I&by. Predikce efektu terapie jeitom klicova pro zvySeni nakladové efektivity
protivirove I&by a sniZeni rizika rozvoje zavaznych nezadouckafka.

Vysoké riziko vzniku jaterni cirh6zy a hepatocéhaiho karcinomu u HCV
infilkovanych pacienit je pricinou intenzivniho vyzkumu patogeneze &bl HCV infekce.
Presto dosud nejsougsré znamy procesy zodpdané za zakt jaterni tkag a vznik fibrozy
u HCV infekce. Kromd pravdpodobré imunopatogenniho mechanismu zaniku hepatojeyt
za dilezity patogenni mechanismus pokladan zvySeny owridatres indukovany virem
hepatitidy C.

Predmétem naSeho zajmu byla aktivita a exprese hemoxyye@tdMOX), klicového
enzymu katabolické drahy hemu. NaSim cilem bylstizjizda u chronické HCV infekce

existuje vztah mezi aktivitou/expresi HMOX a hisigickou aktivitou jaterniho postizeni,
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piipadré mezi aktivitou/expresi HMOX a zakladnimi virologjeni parametry fed a hem
protivirove |&by.

Tyto mozné asociace jsme studovali metodou prospeldtudie u skupiny pacieint
s chronickou HCV infekci enych protivirovou terapii. V fibéhu studie byly vSak
publikovany nové poznatky tykajici seimpého vlivu produktu HMOX, biliverdinu, na
virovou replikaci, proto jsme nasi studii rodio analyzu exprese biliverdinreduktazy A

(BLVRA).
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1.2 Virus hepatitidy C

Clovek je jedinym zndmym firozenym hostitelem viru hepatitidy C (HCV), expeentalr
muze byt timto parenter&rprenosnym virem infikovan row Simpanz [5,6]. #od viru se
podle evoluce jeho genetické diverzityedpoklada jiz v dob pied 600 — 2500 lety
v jihovychodni Asii (genotyp 6), odkud se z tohapole&ného pedka penesl do zapadni
Afriky, Japonska a dalSich oblasti¢tr [7,8]. Hepatitida C, jvodné ozna&ovana jako
nonAnonB hepatitida (hepatitida NANB), byla u paties posttranfusni hepatitidou poprve
popsana v roce 1975 [9].a¥dce onemoaini se vSak ned#éo prokazat vzhledem k absenci
vnimavé buicné kultury, zvfeciho modelu a fedevSim v dsledku technické a
technologické nedostateosti tehdy pouzivanych metod ve virologii. V rot@37 Michael
Houghton, Qui-Lim Choo, George Kuo a Daniel W. Begdizolovali ze séra Simpanze
s klinickymi znamkami nonAnonB hepatitidy klon cDNAdvozeny z RNA viru a
identifikovali novy neznamy virus, ozéeny jako HCV [10]. Vzhledem ke #pobu virové
replikace, ktera je blizSi pestiuin nez flaviviim [11,12], a nizké sekveéni homologii
s flaviviry, byl pro HCV vytvden v ramciceledi Flaviviridae novy rodHepacivirus,jehoz je
jedinym zastupcerf6].

Stejre jako u ostatnich RNA vir, genom HCV je extréminheterogenni vigsledku
mutaci, vznikajicich &hem viroveé replikace. V sgéasnosti obsahuje databaze HCV vice nez
20 000 sekvenci [13]. Podle mezinarodni nomeniagou HCV izolaty na zakladsve
nukleotidové sekvence popsany a klasifikovany jagpy (6 genotyfi, se shodou
nukleotidové sekvence mensi nez 70%, oéenaarabskymiislicemi podle ptadi, v jakém
byly postup® objeveny) a subtypy (vice nez 70 sulitype shodou nukleotidové sekvence
75-80%, ozn&ni malymi pismeny) [14]. V hostitelském organisisel EZn¢ vyskytuje
vramci téhoz izolatu heterogenni &m geneticky rozdilnych, ale blizcefilpuznych

kontinualre se vyvijejicich populaci virian ozn&ovanych jako ,quasispecies”, se shodou
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nukeotidové sekvence v rozmezi 95 - 99% [15]. Gekétvariabilita je jednou ze strategii
viru v jeho Uniku ped imunitni odpo¥di hostitele a rowt piekazkou v UsgBnosti
protivirové terapie. Jednotlivé genotypy jevicité odliSnosti v pitbéhu onemocéni u
infikovaného jedince arpdevSim v odpaidi na protivirovou terapii. Genotypy 1 a 4 Pat
mezi hife I&itelné varianty viru, naopak genotypy HCV 2 a 3 axlji vySSi dinnost I€by.
Distribuce jednotlivych genotypHCYV je rozdilna geograficky. Globalprevazuje genotyp 1
(60% vSech infekci) a v menSiimi genotyp 2. Genotyp 3 se r@énvyskytuje celosstove,
avSak nejasgji v jizni Asii a Australii, genotyp 4 na Btdnim vychod a v Africe. Genotyp 5
se zidka vyskytuje mimo Afriku a genotyp GgvaZuje v jihovychodni Asii [16].\R byla

v roce 2007 zji#na nejvysSi prevalence genotypu 1b (66 %), 3a (¥®,a 1a (13,3 %), s
dominantnim parenteralnintgnosem f injekénim uzivani drog [17].

Swtova prevalence HCV je 3%, vyskyt v Eveoge pohybuje mezi 0,5 — 2% [16]. Prevalence
v CR byla metodikou sérologickéhdghledu zkouména pouze jednou, a to v roce 2005 Byl

prokdzana prevalence 0,2% a nyni se odhaduje ntea¥,5% [17,18].

1.2.1 Organizace genomu

Virus hepatitidy C je obaleny RNA virus, jehoZ gensloZeny z 9,6 kb twdjednovlaknova
RNA pozitivni polarity s jednimitecim ramcem (ORF, Open Reading Frame) kddujicim
vznik polyproteinového prekurzoru. Na obou kondRF se nachézeji vysoce konzervované
netranslatované oblasti (5"-UTR, 3"-UTR, UntraredaRegion) [19,20]5"-UTR oblast (341
nt) s90% primarni sekvéni identitou mezi genotypy obsahuje vysoce konaeamé
sekundrni a tercialni struktury [21,22]. Sklad&zee4 doméndprazek 1) a reguluje virovou

replikaci a iniciaci translace virového proteinuinternim vazebném mistpro ribozom
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(IRES, Internal Ribosome Entry Site) [23]. StrulHCV IRES je bliZzSi pestivim nez
flaviviram, flaviviry maji vyrazi kratSi oblast IRES na 5°- korei]

3-UTR oblast (200-235 nt) je sloZena ze &asti: ve siru 5—3 z variabilniho regionu
(VR), poly (U/C) regionu a vysoce konzervovanéhoregiionu Variabilni region se lisi
délkou (25-70 nt) i sekvenci tanych genotyf, je vSak vysoce konzervativni mezi virovymi
fetézci stejného genotypu [24]. Poly U(C) region & télkou a sekvenci mezi odliSnymi
virovymi izolaty [25] a X region je vysoce konzemana oblast u vSech genotyp3-UTR

reguluje translaci, iniciaci virové replikace, stiib a maturaci viriotd [26].

Obrazek 1: Struktura 5-UTR a 3"-UTR
Revzato 2[247]

VR X
wldellel]l e2 [l2] 3 ][ls] sa 5B Ij@b-‘
poly a
(uic)
5-UTR polyprotein ORF 3-UTR

HCV RNA slouZzi jako mRNA pro translaci polyproteiréno prekurzorudbrazek 2), ktery je
nasledg Stpen bugcénymi a virovymi protedzami na jednotlivé struktustiukturni (Core,
El, E2) a nestrukturni proteiny (NS2, NS3, NS4A4RSNS5A and NS5B) a protein p7,
nachazejici se na rozhrani strukturnich a nestmicto proteiri. Prehled proteifht HCV je

uveden v tabulceTébulka 1).
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Obrazek 2: Translace polyproteinového prekurzoru
Upraveno pod|248]

IRES reguluje translaci polyproteinového prekumzoa strukturni a nestrukturni proteiny. E1/E2 pH24
p7/NS2 jsou $peny signalnimi peptidazami hostitele. HCV NS2-BI&3—-4A jsou $peny virovymi
proteazami.

5-UTR 3-UTR
"él& 2 5B-5L3.2 :
ood 9,6 kb .
i v l Translace
Polyprotein ’ ’ ’ . m ( 11 1 )
'.ﬁ-' el i § : NS2 NS3 E NS4 B | A NS5 B
Proteiny
1 192 384 ?4!? 810 1027 1658 1712 1973 2421 on
= L& ‘ ' 2 P e | NS3 E I. NS4B J L NSSAE | NS58 '
Core Obalové Protedza  Serinova  Helikaza Membranovy Fosfoprotein ~ RNA dependentni
glykoproteiny proteaza protein RNA polymeraza
Kofaktor serinové
proteazy
Tabulka 1: P¥ehled virovych proteini
Protein Molekulova hmotnost (kDa) Funkce [27,2830%31]
Core 21-23 RNA vazebny; t¥icnukleokapsidu
El 33-35 Obalovy glykoprotein; asociovany s E2
E2 70-72 Obalovy glykoprotein; asociovany s E1
P7 7 Kalciovy iontovy kanal (viroporin)
NS2 21-23 Sipi NS2-NS3 (cysteinova proteaza)
NS3 69 Sipi NS3-NS4A kompexu (serinova proteaza)
ATPaza/helikdza
NS4A 6 Kofaktor serinové proteazy
NS4B 27 Indukce z&my membrany
NS5A 56-58 Fosfoprotein, tvorba replikdho komplexu,
vazba PKR, ISDR, IFN-rezistence
NS5B 65-68 RNA dependentni RNA polymeraty,
iniciace transkripce
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Obréazek 3: Zivotni cyklus viru
Upraveno pod248]

a) Vazba virionu zprogtdkovana membranovymi receptory (membranovy pr&@®81, LDL receptor-LDLR,
scavenger receptor SR-BI, claudin 1-CLDN1 |atin-OCLN) a clathrid dependentni endocytéza

b) Obnazeni RNA genomu viru v cytoplazm

¢) IRES-zprosedkovana translace (viz obr. 2)

d) Replikace RNA

e) Sbaleni a uspadani RNA, dozravani virionu

f) Uvolnéni nového virionu z hiky

Endoplazmatické
retikulum

Kazda faze Zivotniho cyklu viru seiiire stat potencialnim cilem protiviroveé terapie [32]
Faze vstupu viru do buiky - protilatky nebo molekuly proti recepton a virus neutralizani
protilatky (mohou zabranit zejména reinfek&pit po transplantaci).

Translace polyproteinu- inhibitory NS4A, NS5A, NS3/4A serinové proteazy.
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Replikace virové RNA — inhibitory NS5B, cyclophilinu B, NS5B RNA-depesmitni RNA
polymerazy, NS2/3 autoprotedzy, RNA helikdzy. Za#iprovnéZz antagonisté miR-122,
specifické pro hepatocyty, které vyuziva virus gvou replikaci.

Dozravani virionu — inhibitory a-glukosidazy, enzymu, hrajiciho kritickou roli v taeaci
virionu a iniciaci tvorby glykoproteinového obalpii uvolnéni nového virionu z hiky -

interferenci s lipoproteinovyngiasticemi, které vyuZziva virus k uveim z infikované biiky

[33].

1.2.2 Protivirova terapie

Primarnim terapeutickym cilem u chronické hepatiiiije eliminace viru spojena s regresi
fibrézy jater a sniZzenim rizika vzniku cirhézy jataa hepatocelularnino karcinomu.
Standardnim terapeutickym postupem protivirové pieraje v sodasné dob podani
kombinace pegylovaného interferonu alfa (PEG-IFN)rastatika ribavirinu (RBV) po dobu
24 - 48 tydii v zavislosti na vstupnich parametrech (zejménatyen a viremii HCV)[34].
Interferon byl uZzit jako preparat k terapii non4#4gn-B hepatitidy jiz v 80. letech minulého
stoleti[35]. Ribavirin byl poprvé pouzit k teramhronické infekce HCV v roce 1991 [36],
standardni satasti I&€by se stal po roce 1998 [37]. Imunomodula (kinek interferor
spaiva v tom, Ze zvysuji aktivitu cytotoxickych T lyodyti, prirozenych zabijg (NK
burgk) a v tom, Ze stimuluji T lymfocyty a makrofagytkorb¢é a sekreci dalSich cytokin
Interferony zvysuji expresi HLA antigén. téidy jak na zdravych, tak na virem infikovanych
bunkach. Timto mechanismem se infikovanékustavaji citlivwjSimi vici cytotoxickym T
lymfocytam [38]. Ribavirin inhibuje inosin monofosfat dehydrogena®RDH) a zapicini
tak vycerpani poolu guanosinu, pebného pro &nnou virovou replikaci [39,40]. Ribavirin
rovnéz stimuluje antivirovou odp@d’ Thl lymfocyti [41-44] mechanismem praggbdobré
nezavislym na INF [45]PEG-IFN je podle typu podavan ve fixnim davkovarkG-1FN-

alfa2a 180ug 1x tydf) nebo v davkovani podl€lesné hmotnosti (PEG-IFN-alfa2b 1,0-1,5
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ug/kg 1x tydr). Ribavirin je roviZz podavan podleskesné hmotnosti, obvykla denni davka
pii hmotnosti do 75 kg je 1000 mgfi fhmotnosti vySSi pak 1200 mg. Toutahéu je
dosaZzeno setrvalé virologické odgdiv (SVR, tj. negativni HCV RNA v séru 24 tydirpo
skorteni terapie) fblizn¢ v 55% pipadi [4]. Pouze pacienti, kie dosahnoucasné
virologické odpo¥di (EVR, pokles HCV RNA ve 12. tydna 2 log proti vychozim
hodnotam, pop negativni HCV RNA v séru ve 12. tydn&ld) nebo rychlé virologické
odpowdi (RVR, negativni HCV RNA ve 4. tydnudBy) maji nadji dosahnout SVR. Pouze
tito pacienti maji byt [&ni az do 48. tydne d¢by. Pokud k dosazeni EVR nedojde (pokles
HCV RNA < 2log ve 12. tydnu tdy), je pacient povazovan za rezistentniho na iief@p a
jeho l&ba ma byt ukotena jiz ve 12. tydnu &by. Podrobnou klasifikaci vSech variant

odpowdi na protivirovou lébu ukazujerabulka 2 [46]

Tabulka 2: Klasifikace odpowdi na protivirovou Ié&bu

Rychla virologicka odpod’ (RVR) HCV RNA negativni ve 4. tydnu terapie

Parcialnicasna virologickéd odpeéd’ (pEVR) HCV RNA pozitivni ve 4. i ve 12. tydnu terapiecale
12. tydnu pokles @2 log, proti vychozim hodnotam

Uplna¢asna virologicka odp@d’ (CEVR) HCV RNA pozitivni ve 4. tydnu a negativni ve 12.
tydnu

Rezistence (R) Pokles virémie< 2logg proti vychozim hodnotam ve 12
tydnu

Odpowd’ na konci lIéby (ETVR) Negativni HCV RNA v okamZiku uk@eni protivirové
lécby

Setrvald virologicka odp@éd’ (SVR) Negativni HCV RNA ve 24. tydnu po ukéeni

protivirové I&by

Znovuobjeveni HCV RNA (Breakthrough) Znovuobjeveni pozitivni HCV RNA poipdchozim
dosazeni negativitydhem protivirové terapie

Pomalé virologickéd odp@d’ (Slow Response, SR) pEVR s gretrvavajici pozitivni HCV RNA ve 24. tydnu
protivirové I&by
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1.2.3 Prediktory efektu terapie

1.2.3.1 Virologické faktory

1.2.3.1.1.1 Virova naloz

Ackoliv virova naloz ani genotyp viru nema j@sprokazatelny vztah k progresi jaterniho
postizeni [47,48] nizk&a virova nalozea zahajenim terapie (<600000-800000 IU/ml) byla
v fak studii prokdzana jako nezavisly prediktor odfmbwha terapii nezavisle na genotypu
[4,49-52]. NejlepsSi predikci efektu protivirove apie umo#uje v sodasné dob hodnoceni
virové kinetiky (poklesu sérové HCV RNA) v prvni¢azich I€by, zejména v prvnich 12
tydnech. Pacienti dosahujici RVR maji prgwoldobnost dosazeni SVR 91%, pacienti s CEVR

maji pravépodobnost SVR 60% [53].

1.2.3.1.1.2 Genotyp HCV/mnoZzstvi kvazidruhi

V mnoha studiich byl rowz potvrzen vliv genotypu HCV na predikci efektuaieie. Pacienti
s genotypem 1 dosahuji SVR v 41-52%ppdi oproti 76-84% u genotyp2 a 3,[4,54-55] a
65-72% u genotypu 4 [56-58] a 70-79% u genotyplb®].[Velké randomizované studie
genotypu 5 dosud nebyly provedeny. DalSi virologi¢ktory asociované se SVR zahrnuji
pocet mutaci ve specifickych regionech [60-62] a vykaegzidruhi [63-65]. Kvazidruhy maji
ziejmé vyznam pro pechod akutni infekce ve chronickou, resp. jejicbhty vyvoj brani
spontanni elimianci viru, ale jejich vyznam protbisgickou progresi jaterniho postizeni

nebyl roviéz jednoznan¢ prokazan [66].

1.2.3.2 Hostitelské faktory

1.2.3.2.1.1 Pohlavi/vék

Byla prokdzana korelace Zenského pohlavi s dosaz&SWR [67], avSak multivarini

analyzy (po zahrnuti hmotnosti) tuto asociaci nequbty [4,55]. Dostupna literarni data

s s
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rovnéz ukazuji na skutamost, Zecim niZSi je ¥k v okamziku expozice, tim niZsi je riziko
progrese jaterniho postiZzeni do jaterni cirhdzkoJeriticka hranice zlomu progn6z byva
udavan ¥k 40 let [48,69].0bezita je prediktorem progrese u paadiestchronickou HCV

infekci. Body mass index (BMB 25kg/m2 je vyznamhasociovany s progresi fibrozy [70] a

inverzre asociovany s dosazenim SVR [51,71].

1.2.3.2.1.2 Demografické parametry

Rasa je vyznamnym hostitelskym faktorem asociovagyitinnosti terapie [72]. SniZzenou
pravdpodobnost dosazeni SVR maji Afro-Antamé s dinnosti terapie od 8-28% proti
jinym rasdm sé&innosti 22-52% [73-77]. Mechanismy, kterymi rasaivawje &innost

antivirové terapie, majiigjme¢ imunogenetické aspekty astavaji dosud neobjasmy.

1.2.3.2.1.3 Histologické parametry

Nealkoholicka steatohepatitida (NASH) negatiavliviiuje piibéh HCV infekce [78].

V etiologii NASH se uplatuje predevsim diabettes mellitus (DM) Il. typu a obezBylo
prokazano, zZe jak DM, tak i obezita jsou nezavislfaktory, které samy o seénegativi
ovliviuji praibéh HCV infekce [69]. Pokrdla fibroza a cirhdza jsou vyznamnym nezavislym
prediktorem neodpovidavosti na antivirovou terfipl], zatimco absence cirh6zy a steatézy
pozitivre koreluje se SVR [49,50,80]. Steat6za je g#vasociovand s akceleraci progrese do

jaterni fibrozy [81-83].

1.2.3.2.1.4 Biochemické parametry

Pacienti s normalni aktivitou alanin aminotransdgrd ALT) maji mér zé&vazné jaterni
postizeni nez pacienti s vySSi aktivitou ALT. Pesg jaterniho postizeni do zavgsich

stadii fibrézy je u osob s normalni aktivitou AL®vneézZ minimalni nebo Zzadna [84]. Byla
popsana asociace mezi hladinami ALT a SVR u patismgenotypem 2 a 3 [49], v jinych

studiich vSak tato souvislost nebyla potvrzena 95[1, Nizké hladiny sérové gama-
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glutamyltransferazy (GGT) byly kad studii asociovany se SVR [51,85,8B}ySeny obsah
Zeleza je znamy jako faktor igobujici rychlejSi progresi jaterni l1éze [87] agakegativni
prediktivni faktor terapeutické odpé&di [88,89]. ZvySené hladiny ferritinu v séru jsavnéz
prediktorem nizSi asgnosti terapie [90-92]. Recentni studie potvrzigi, HCV infekce ma
piimy vliv na rozvoj inzulinové rezistence a je as@éina s hyperinzulinémii [93]. Inzulinova
rezistence je asociovana s horSi odpidwna terapii, zejména u paciéns genotypem 1

[77,94-98].

1.2.3.2.1.5 Geneticka diverzita hostitele

Polymorfismy genulL28B

IL28B je gen kodujici interferon typu Ill, IFN3, ktery je lokalizovan na 19. chromozomu.
Objev polymorfisni tohoto genu je vysledkem tzv. genome-wide assoaciastudies
(GWAS). V oblasti genulL28B bylo dosud identifikovano dkolik jednonukleotidovych
polymorfismi (single nucleotide polymorphism, SNP) s uzkym keta k nejiiznéjSim
parametim HCV infekce. Mechanismus, jakym je pozitivni dfgbiznivého genotypu
zprostedkovan, nebyl dosud objasn

Prvnim SNP popsanym v oblasti geliP8B byl SNP rs12979860 [99]. Tento SNP je
v silném vztahu k efektu protivirové dgy. Genotyp CC v této poloze je asociovan s 2,5x
vySSi &innosti terapie nez genotypy TT a CT [100].dzRy vyskyt tohoto vyhodného
genotypu CC viznych geografickych oblastech a populacich ¥isje do velké miry
raznou &innost protivirové &by v nmiznych etnikach. Asociace genotypu CC rs12979860
s dosazenim setrvalé virologické odpdiv(SVR) gredstavuje dosud negsrjSi prediktivni
faktor efektu Iéby. Kromé zmiréného polymorfismu bylo popsano dalSich 6 SNP v této
oblasti se vztahem k HCV. rs12979860 je z nich gedixné nejvyznamgjSi, avSakjeho

prediktivni hodnota je stale z klinického pohledu nedostate¢na. Rozhodovani o k¢ tudiz ani
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nadéle nerize byt zaloZzeno pouze na znalosti a vysledku apaBMP IL28B. Pozitivni
prediktivni hodnota je navic ovli¢gna obecnou pravpodobnosti dosaZzeni SVR v dané

populaci.

Polymorfismy genuHFE (C282Y a H63D mutace) maji pozitivni vliv na dosaZ SVR

[87,101-103] pestoze ob mutace jsou pozitivhasociovany s vySSimi koncentracemi Zeleza
v jaterni tkani, faktorem inverZnasociovanym s dosaZzenim SVR [87,88,101,104-110].
Recentni studie ovSem nepotvrdily vliv koncentratseza v jaterni tkdni na predikci
acinnosti terapie [91,111,112]. Smith et al prokdzak heterozygoti majéastji vyskyt
jaterni cirhézy neZli pacienti bez mutované aldl§J]. Asociace genetickych polymorfigm

s innosti terapie byly rowf popsany u gen kodujicich OASL (2'-5'-oligoadenylate
synthetase-like IEIT1 (interferon-induced protein with tetratricopepticepeats )1 [114],

KIR2DL5 (killer cell immunoglobulin-like receptoys IL-6, IL-12B, 1L-18, CCL5

(chemokine (C-C motif) ligand 5)INFE-a (tumor necrosis factor alpha)EN-y, OPN
(osteopontin), GNB3 (guanine nucleotide binding proteing CTLA4 (cytotoxic T-
Lymphocyte Antigen 4), &oliv role €chto gerd u HCV infekce dosud nebyly objasry
[115]. V rekterych dalSich studiich se vSak tyto asociace tegity. Nekonzistentni
vysledky tchto analyz mohou byt Apobeny rasovymi rozdily, odli§ndefinovanou

Gcinnosti terapie a genotypyastniki studie [116].

1.2.3.2.1.6 Exprese INF stimulovanych gei v jaterni tkani a v PBMC

Mnoha studiemi byly potvrzeny rozdily v aktivaci ANstimulovanych gahn (ISGs) v jaterni
tk&ni a/nebo v PBMC v souvislosti s efektem protivé terapie [42,117-122]. Prokazana
byla jak upregulovana bazélni exprese ISGs v jatékani u nonrespondér[117,120],
indikujici preaktivaci signalizanich drah IFN jiZz ped zahajenim terapie a jejich nasledna

odolnost w¢i dalSi aktivaci Bhem terapie; tak rowi i upregulovana exprese u SVR [123].
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Tyto rozdily mohou byt zprostdkovany jak rozdilnou indukci ISGs po podani IRiem
antivirové terapie, tak i fimym antivirovym @inkem nebo imunoreguai funkci
jednotlivych proteid 1SGs[124,125].U rn¢kterych ISGs byla prokadzana inverzni korelace

mezi makrofagy hepatoadyt jaterni tkani [119,126].

1.2.3.3Faktory zevniho prostredi

Mriviw s

faktory, které ovliviuji pribéch HCV infekce. Vyznamnym faktorem jeoinfekce s virem
hepatitidy B (HBV). Chronicka HBV infekce vyznannzhorSuje prognézu osob se
souwasnou infekci HCV. Row osoby, které maji sérologické znamky mtedé HBV
infekce (total anti-HBc pozitivni) maji vyznaranvysSi riziko rozvoje jaterni cirhdzy
v porovnani s osobami bez pitahé HBV infekce [127,128]Koinfekce s virem lidské
imunodeficience (HIV) negativré ovliviiuje grirozeny pfibéh infekce HCV. HIV/HCV-
koinfikovani pacienti maji vys§si HCV virémii, jeE jzavisla na pokgilosti imunodeficitu.
Praibéh infekce HCV u osob infikovanych HIV je ro¥h charakterizovanéasgjsSim
piechodem do chronicity a v porovnani s osobami aviénymi pouze HCV dochazi
k rychlejSi progresi fibrézy do cirhdzy a vysSimziku vzniku HCC. Léba chronické HCV
infekce u HIV koinfikovanych pacieitma v paméru horsi vysledky nez u HIV negativnich
pacienti [129-131]. Je prok&dzano negativni oviwh pribchu HCV infekce sotasnym
zvySenymprijmem alkoholu. Alkoholici, kte&fi jsou infikovani HCV, maji vyznaminvyssi
riziko rozvoje jaterni cirhdzy i HCC [132,133]. Neatlosud znam patogeneticky mechanismus
pusobeni alkoholu, ani zda alkohotimo ovliviuje replikaci viru [134]. Podle gkterych
praci dochéazi vlivem alkoholu k mirnému zvySenidimasérové HCV RNA [135]. ijem
alkoholu v mnoZstvi &Sim nez 70 g/den je spojen s genezi kvazidfaB6]. Nekteré studie
identifikovaly koureni jako nezavisly rizikovy faktor pro rozvoj jaterfibrézy [137-139] a

vznik HCC u chronické hepatitidy C [69].
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1.3 Oxida éni stres u hepatitidy C

V patogenzi poskozeni jaterni tkapii HCV infekci hraje roli roviéz oxidani stres za ¢asti
reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) ulsmre RONS (Reactive Oxygen and
Nitrogen Species). Mezi RONS pavolné radikaly a slateniny, které snadno oxiduji jiné
latky, nebo se na radikalyami. Koncentrace RONS je udrZzovana ve fyziologickéamezi
acinnymi antioxid&nimi systémy, které chrani tku pred negativnim fisobenim oxidéniho
stresu. Podity zpisobujici oxidani stres vedou ke zZinam v expresi antioxidaich enzyni

[140. Mezi nejvyznamiySi enzymy pdai superoxiddismutaza (SOD), katalaza (CAT),

glutathionperoxidaza (GPX), glutathion-S-transfaraZsST), hemoxygenaza (HMOX) a
biliverdinreduktaza (BLVRA). Mezi vyznamné nenzyweéo antioxidanty pdt bilirubin,
glutathion, thioredoxin, kyselina lipoova, koenzyf, albumin, kyselina miva,
mocovina, albumin, flavonoidy, vitaminy A, C, E, éd), zinek, selen, a kofaktory jako
kyselina listova, vitaminy Bl, B2, B6 a B12, traevsh, ferritin, haptoglobin, hemopexin,
ceruloplasmin a laktoferin [141-146]. Vitamin C kSaniZe rovréZz podporovat vznik
hydroxylovych radikal v pféitomnosti volného Zeleza [147].¢které antioxidanty se tedy
mohou chovat jako oxidanty u paciérg nadbytkem Zeleza v jatrech [13]. RONS, vznikajic
bézneé v organismu, hraji iezitou roli v transportu buné energie, v imunitni ochran
organismu a rowt jako signalni molekuly [148]. Nadimou tvorbou RONS a/nebo
poklesem antioxidani obrany dochazi k oxidaci biomolekul (nenasycény@astnych kyselin
lipida, proteini i DNA), pii které se mni jejich funkce a dochazi k patologickému procesu
(zaretu, fibrogenezi, mutacim DNA atd.). Nasledky oxidéno posSkozeni biomolekul shrnuje

Tabulka 3.
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Tabulka 3: Oxidaéni poSkozeni biomolekul

Revzato z{148]

CiL POSKOZENI

NASLEDKY

nenasycené mastné

kyseliny v lipidech

ztrata dvojnych vazeb
tvorba reaktivnich metabaotit

(peroxidy, aldehydy)

zmenénd fluidita lipida
zmeny v propustnosti membran
vliv na membranoyvazané enzymy

tvorba chemoatraktivnich latek pro makrofagy

agregace a@vani
fragmentace a &eni

zmeny v transportu iorit

proteiny modifikace thiolovych skupin vstup C&" do cytosolu
a benzenovych jader aminokyselin zmeny v aktivitt enzyni
reakce s hemovym zelezem
Stépeni kruhu deoxyribdzy mutace
DNA modifikace a poSkozeni bazi transl&ni chyby

zlomytetézce, Kizové vazbyetzci

inhibice proteosyntézy

Pisobeni RONS hraje vyznamnou roti pzniku a rozvojirady zavaznych onemogmi, jako
jsou ateroskleroza, diabetes mellitus, arteridygentenze, plicni choroby, jaterni choroby,
imunitni dysfunkce, neurodegenerativni onendac¢n(Alzheimerova nemoc, Parkinsonova
nemoc), psychiatricka onemaan (schizofrenie, depresivni poruchy), Dawnsyndrom,

zhoubné nadory [13],[149] féhled RONS udavéabulka 4.

Tabulka 4: Pfehled RONS

Reaktivni formy kysliku Reaktivni formy dusiku

Superoxid — @

Hydroxylovy radikal — HO Oxid dusnaty — NO

Peroxyl — ROO Oxid dustity — NO,’
Alkoxyl — RO’ Nitrosyl — NO
Hydroperoxyl — HG' Nitroxid — NO

Peroxid vodiku — KD,
Kyselina chlorna — HCIO
Ozon-Q
Singletovy kyslik 20,

Peroxynitrit — ONOO
Alkylperoxynitrit — ROONO

Zdroje RONS a hlavni metabolické cesty jejich venilkkazujeObrazek 4.
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Obrazek 4: Zdroje RONS a hlavni metabolické cestygjich vzniku
Upraveno podle [249]

SOD KATALAZA
Cu(ll) Fe (Il)
02 02'_ ————> H202 » HQO + 02
NADH/MADPH oxidaza
Xanthinoxidaza NO FENTONOVA REAKCE
Lipoxygenaza
Cyklooxygenaza
CY¥P-450 monooxygenaza - .
Oxidaéni fosforylace ONOO OH
v mitochondriich

Nekteré proteiny viru hepatitidy C (Core, E1, NS3,9%$ primo indukuji vznik RONS v
hepatocytech [150]. Nestrukturni proteiny HCV vygja replikaini komplex asociovany s
membranou endoplazmatického retikula (ER) hepaliociS5A protein, zakotveny na
membrag ER, indukuje oxidéni stresgpiimo v ER [151] a najfimo pak v mitochondriichip
dniku Ca®" z ER do mitochondriiZvy$enim C&* se méni transmembranovy potencial
mitochondrii a dochazi k produkci ROS [152-154]daeci k aktivaci transkrifmich faktoi
STAT-3 a NF«B, které pozadujCa* a ROS[29,155]. Bylo prokazano&inasobné zvyseni
oxidatniho stresun vitro spolu s indukci MNnSOD, HMOX1, katalazy a GSH jaklagtivni
odpowdi na oxid&ni stres v Huh7 hikach exprimujicich NS5A [154,156]. Prokazana byla
také redukovana antioxitiai obrana reprezentovana snizenim hladin glutathaitamini A,

C, E a selenu [157]. Zda i dalSi HCV proteiny indlIlER stres, &stava dosud neobjasmo.

NS3 proteinindukuje RONS aktivaci NADPH oxidazy [158,159].
ExpreseHCV Core proteinu je asociovana se zvySenim RONS, sniZzenym intridcelin a
mitochondrialnim obsahem GSH a zvySenymi hladinaridovaného thioredoxinu a

produkfi peroxidace lipid [156,160]. HCV Core protein stimulujeimo produkci ROS v
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mitochondriich ©Qbrazek 5 mechanismem inhibice elektronovho transportnifettzce
[13,150,161]. Byla popsania vitro inhibice komplexu | (bez snizené aktivit komplekua

1) nasledkem porusené funkce mitochondrifisgbené zvySenim obsahu®Gée kterému
dochazi diky lokalizaci HCV Core proteinu naéj@ membras mitochondrii. Tento
predpoklad je v souladu s mitochondrialnimi abnortaali nalezenymiin vivo u Core-
exprimujicich zviecich modél a u pacient s hepatitidou C [160,162]. Navzdory zvySené
produkci RONS v bunkach exprimujicich Core protegbylo pozorovano kompenzd
zvySeni HMOX ani katalazy. OvSem, jak Core proté&k,i NS5, indukoval MnSOD [156].
Mechanismus indukce RONSHL proteinu dosud neni objagn.

Obrazek 5: Vznik ROS v mitochondriich
Upraveno pod|¢250]

Vznik ROS v mitochondriich jetgledkem pimé interakce HCV core proteinu s transportérkteden v
dychacintetizci.

HsD
ADPLP, ATP

2GSH G556

_—

Vnitini membrans =N : - T = Vn&E membrans
mitochondril ’ mitochond il

Mitochondriaini v | _ )
st Pozkozeni mitochondriaini Mezimembranowvy
. membrany prosIor

Stav chronického oxidaiho stresu u HCV infekce ime gispivat ke vzniku fibrozy a
karcenogeneze v jatrech [163]. K aktivaci fiborogema HCV infekce fispiva slozita kaskada
de¢ja. PredevsSim dochazi k tomu, Ze dlouhotrvajici infekederk opakovanému a prakticky

trvalému posSkozovani hepatotyflToto posSkozeni spousti reparativni procesy vijatdani,
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pii kterych oxidativni stres, zétlivA odpowd zprostedkovana imunokompetentnimi
buikami a/nebo cytokiny spolu s aktivacidadicovitych bugk (HSC) aktivuji fibrogenezi
[164]. Oxidani stress hraje roli ve vyvoji jaterni steatozgf progrese do fibrézy u paciént
s virem hepatitidy C [164,165]. Vyznamnou roli wavgji jaterni fibrozy asociované s HCV
infekci hraje syntéza kolagenu a T@F-nejvyznamgjSiho profibrogenniho cytokinu
indukovaného RONS. Profibrogenni efekt T@FevreZz podporuje absence antioxidant
(snizeni GSH). Oxidmi stres mZe krong syntézy TGH3 indukovat proliferaci HSC a
syntézu kolagenu [166]. U NS5A proteinu je popsaktivace NF«B, ktera dale aktivuje
cyklooxykenazu-2 (COX-2), vedouci ke zvySené symtrostaglandinu HPGE), ktery
muze inhibovat apoptézu nadorovych Bkn indukovat jejich proliferaci a stimulovat
angiogenezi [167]. ROS dale aktivuji STAT-3 (SignEransducer and Activator of
Transcription). Aktivovany STAT3 stimuluje b&my rist, inhibuje apoptdézu a chova se jako
onkogen [168]. Nadbytek Zeleza ¢kterych pacierit s hepatitidou C iize rovréz prispivat k
jaternimu poskozeni [169]. Oxida poskozeni DNA fispiva k vyvoji HCV asociovaného
HCC [170].

Oxidani stress u HCV fiZe fispivat krong jaterniho poSkozeni rovha k extrahepatalnim
komplikacim. HCV infekce j€asto asociovana s diabetem, hyperglykémie induxigecni
stress a zvySena produkce RONS vede k inzulinaziéteaci [171]. TNFe, ktery zvySuje
produkci ROS, byl identifikovan jako Klbva molekula, podilejici se na vyvoji diabetihém

HCV infekce [172].

Dosud neni iejmé, jak RONS ovlikuji replikaci HCV. Bylo popsano potlani replikace
HCV RNA in vitro naruSenim replikaiho komplexu vlivem oxidmiho stresu. Inhibice
replikace je pravgpodobré zprostedkovana volnymi ionty kalcia a PgR67,169]. Studién

vivo davaji dosud nekonzistentni vysledky — sniZzemiwimaloZe bylo pozorovano v klinické
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studii u pouziti kombinované antioxigd terapie u 25% paciantU 44% doSlo row k

normalizaci jaternich enzyin{173]. V dalSi studii virova naloz pozitig¢rkorelovala
s erytrocytalnim malondialdehydem (MDA), produktparoxidace lipid, ne vSak

s plazmatickym MDA [174]. Je tedy moZné, Ze k redukirové naloZe pspivaji i
antioxidanty, a Ze oxidanty i antioxidanty mohou mizné efekty vitznych fazich Zivotniho

cyklu viru [13]. Biologické dinky RONS u HCV znazdiuje Obrazek 6.

Obrazek 6: Biologické efekty RONS u hepatitidy C
Upraveno podle [13]
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manifestace
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A\ 4

A\ 4

29



1.4 Katabolicka draha hemu u hepatitidy C

Hemoxygenadza (HMOX) je jednim z enz§mkatabolické drahy hemu. Degraduje
prooxida&ni hem na ekvimolarni mnoZzstvi oxidu uhelnatého }GOIné Zelezo a biliverdin.
Biliverdin je rychle metabolizovan na bilirubin poei biliverdinreduktazy (BLVRA) [175].

VSechny tyto produkty jsou bioaktivni.

Obrazek 7: Katabolicka draha hemu

HEM

HEMOXYGENAZA

BILIVERDIN

BILIVERDINREDUKTAZA

BILIRUBIN

Existuji dva strukturé podobné izoenzymy HMOX. Inducibilni HMOX1 (OMIM#11.250),
ozna&ovana téZz jako "heat shock protein 32" (HSP32) ansktutivni HMOX2
(OMIM*141251) [176].

Gen lidské HMOX1 je uloZen na chromosomu 22q12 oblasti proximalniho promotoru
tohoto lokusu byly identifikovany opakujici se sekee (variable number of tandem repeat,
VNTR) guanin - thymin (GT)n [146]. #dpokladéa se, Ze tyto vysoce polymorfni sekvence
by mohly alterovat transkréimi aktivitu. Cim vice (GT)n sekvenci je v oblasti promotoru, tim
nizsi je transkripce HMOX1 genu. Jiz bylo prok&zake tento "dlouhy" polymorfismus je
asociovan s rozvojem ischemické choroby &ndea celoufadou dalSich onemoéni

spojenych se zvySenym oxigdm stresem [177]. &xem poslednich let bylo popsano, Ze
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zvySena enzymatickd aktivita HMOX vede k antioxiian, cytoprotektivnim a
neurotransmiterovymdinkaim. HMOX hraje pravépodobr i roli u protizartlivych proces
[178,179]. Biliverdin a bilirubin vykazuji silné oxidacni vlastnostin vitro i in vivo [180-
182]. Rechodné zvySeni koncentraci intracelularniho ZefteiZe spustit syntézu ferritinu
vedouci k vyuZziti silnych cytoprotektivnich vlasstip které mohou ovlivnit redox potencial a
genovou expresi v lwge. HMOX produkovany CO ma také anti-apoptotické a
cytoprotektivni vlastnosti, moduluje genovou expremsokonstriknich a zastlivych
procesi. Mezi jeho @inky pati i neurotransmise umo&na stimulaci sGC aktivity
[146,183-185]. V jatrech maji izoenzymy HMOX1 a HMO rozdilnd mista exprese.
HMOX1, inducibilni forma, je exprimovanargdevsim v Kupferovych likach, zatimco
konstitutivni HMOX2 je nadrrné exprimovana v hepatocytech [186]in vivo indukce
HMOX1 vede k ochrah mySi ged jaternim poskozenim vyvolanym apoptézou. CO
vznikajici reakci katalyzovanou HMOX je nezbytnyo pudrZeni sinusoid v relaxovaném
stavu pomoci mechanisnzaloZzenych na sGC v &xdicovitych buikach (HSC) [186].

U potkani vedl CO k zabrami vzniku rejekce #pu a k ochra# pied poskozenim typu
ischemie/reperfuze.  Overexpres¢MOX1 v jaterni tk&ni by také mohla mit silny
protifibrogeneticky dinek. Li et al [187] prokazali, Ze induk¢¢MOXL1 v lidskych jaternich
myofibroblastech zprostdkovava inhibici jejich proliferace a expresi potagenu |. Tyto
Gcinky byly pripisovany bilirubinu, jednomu z produktegradace hemu. V dalsi praci bylo
na potkanech prokazano, Ze stabilni expkg© X1 potlatila fibrozu steji jako transkripni
hladiny kolagenu typu | a prolifetai aktivitu HSC u tetrachlormethanem (GXdhdukované
cirh6zy [187]. Yachie et al [188] zkoumali exprddMOX1 v PBMC kEhem akutnich
zaretlivych onemocgini. Vyznamg zvySend mRNAHMOX1 ukazala, Ze monocytarni
produkce HMOX1 by mohladinkovat jako potentni protizétlivy mediétor, ktery ovliviuje

vznik burg¢ného nebo tki#ového posSkozeni vifpadech oxidéniho stresu aip zvySenych
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hladinach krevnich cytokin Overexprese nebo indukeBMOX1 in vitro sniZuje replikaci
HCV a rovréz zvySuje ochranut¢i oxidatnimu poskozeni [189]. Nicmé&nexpreseHMOX1

v jaterni tkaniin vivo béhem HCV infekce je snizena. Ke stejnym vysladkvedou i
experimenty in vitro [190,191]. Steja tak byla exprese vyznamnsniZzena u buik
hepatocelularniho karcinomun vitro, které exprimovaly HCV Core protein. Podle
imunohistochemického vy&eni byl tento pokles pozorovan v hepatocytech, |ivikg
Kupferovych bukdch. Oproti tomu Ghaziani et al. popsali indukgprese HMOX1 a
downregulaci jejiho regulatorBachl,v piéitomnostiHCV proteini in vitro [192].

HMOX ma klicovou roli @i tvorbé bilirubinu. Samotna jaterni exkrece bilirubinuzavisla
na aktivi€ bilirubin UDP-glukuronosyltransferazy (UGT1A1l, OMI*191740). Gen lidské
UGT1A1 je lokalizovdn na chromozomu 2g37. Genetiviagiace v gendJGT1A1 byly
rovréz popsany ve vztahu k mnoha patologickym &tavna jejichZz vznikwi rozvoji se
podili oxida&ni stres [193]. Nejvyznang$i z €chto variant se jevi polymorfismus promotoru
genuUGT1A1 kde je fizny vyskyt repetici dinukleotidu thymin-adenin (TA) Vyskyt alely
(TA)- je asociovan s nekonjugovanou hyperbilirubinéldigenotypu TA 7/7 (UGT1A1*28)
muze byt typicky obraz Gilbertova syndromu [182]. pdslednich letech bylo publikovano
mnoho studii ukazujicich na antioxéaé a protizastlivy potencidél bilirubinu. Nizké hladiny
bilirubinu byly naopak asociovany se zvySenym enik vzniku nadar, autoimunitnichci
vaskularnich a neurodegenerativnich nemoci [184]obraré proti oxid&nimu stresu hraje
rovnéZz dalezitou roli BLVRA [180]. Existuji 2 izoformy lidsk BLVR, BLVRA
(OMIM*109750) a BLVRB (OMIM*600941), produkty odli/ch geri [194]. Gen lidské
BLVRA je ulozen na chromozomu 7pl13, BLVRB na chrammu 19g13. BLVRA reaguje
acinngji s biliverdinem X0, BLVRB redukuje biliverdin Dg, 1Xy a 1X5. BVRB prevaZzuje
v obdobi fetéalniho vyvoje, zatimco BLVRA v d@$psti [195]. Gen pro BLVR je pozitivh

regulovan oxidénim stresem a hypoxii, negat&/ NF-o. (tumor necrosis factar) [196].
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Byla popsana upregulacBLVR v ledvinnych nadorovych Mkach [197] a plicnich
makrofazich kiaki s primarnim spontannim pneumotoraxem [198] a #bwiplazng a
lymfocytech BLVRAI BLVRB u pacieni s Alzheimerovou chorobou [199]. Byl rasn
popsan cytoprotektivni efekt BLVRA nezavisly na getaci hemu [200,201]. BLVRA méa
krom¢ své redukni aktivity vic¢i biliverdinu mnoho dalSich funkci podle své lokalkte

v buice. V jade &inkuje jako transkripni faktor a hraje takideZitou roli v regulaci gein
spojenych se stresovou odpdV véetne HMOX1 [202-204] aHMOX2[205]. BLVRA pati
rovrnéz mezi vzacné kinazy s dualni specifitou, které@atiuji v buré¢né signalizaci [206].
BLVRA aktivuje signalni drdhy IGF-1 (insulin/insaligrowth factor) a MAPK (mitogen-
activated protein kinase) [207] afigpiva tak k aktivaci transkidmiho faktoru AP-1.
Buné¢nou odpo¥d’ na stres indukovany virem hepatitidy C reguluje-ARBignalizg&nimi
drahami, zahrnujicimi naiklad kinazy MAPK a JNK [208]. Byly popsany polynfismy
BLVRA asociované s hladinami bilirubinu v séru [209] sehemickou chorobou sré&d
[210,211], jaterni cirh6zou [212] a cholestdzou JR1 Tyto nové poznatky spolu
s biliverdinem jako moduldtorem btimé signalizace a bilirubinem jako vyznamnym
nitroburé¢nym antioxidantem zdaziuji vyznam BLVRA pro Sirokou Skalu bgénych
funkci [214]. Nedavno byla prokadzana inhibice vigaeplikace biliverdinem. Nakagami et al
[215] popsal protivirovou aktivitu biliverdinu u MI[216] a lidského herpetického viru typu 6
(HHV6). Lehmann et al. [217] zkoumal vitro (€inek jednotlivych produkt HMOX na
replikaci HCV. Jeho studie v roce 2010 prokéazaly,sHCV replikaci interferuje biliverdin
indukci exprese protivirovych interfednHuang et al. [123] prokazal vztah mezi genovou
expresi v PBMC &hem prvnich tyda terapie PEG INF/RBV a eradikaci HCV infekce a
nalezl roviez asociaci SVR se signifikaritrvyS$Simi hladinamBLVRB embryonalni formy
BLVR, v tydnu 4 od zapseti terapie. ExpresBLVRAV jatrech a PBMC u HCV infekce

dosud nebyla popséana.
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2 Hypotézy a cile studie

2.1 Studie A — Exprese HMOX a BLVRA

1. Charakterizovat expresi HMOX v PBMC a aktiviiu HMOX v PBL u pacientua
s chronickou hepatitidou C pgred zahajenim protivirové terapie v porovnani se skpinou
zdravych kontrol. Objasnit vztah mezi expresi a akvitou HMOX a zakladnimi
klinickymi a virologickymi charakteristikami HCV in fekce. Charakterizovat zngny
aktivity a exprese HMOX béhem protivirové terapie vtydnech 12, 24, 36 a 48do
zahjeni terapie a nalézt pipadnou asociaci s efektem protivirové terapie.

Tato studie by rla potvrdit hypotézu, Zze HCV sniZzuje expredVOX1v PBL podobs jako
v jatrech. Tato suprese indukovana strukturnémnestrukturnimi proteiny HCV by #&ha
korelovat s urovni replikace viru v PBMC a s viréndie mozné, Ze protivirovaclga zvysi
expresiHMOX1 a Ze bazalni exprese i expred®OX1 béhem protivirové terapie bude
rozdilna u paciefitna l&bu odpovidajicich (SVR) a neodpovidajicéthezistentnich (NVR).
Tato studie by rla ukazat vztah mezi chronickou HCV infekci a regillexpreseHMOX

v PBL, ktery dosud nebyl zkouman.

2. Charakterizovat expresi BLVRA v PBL u pacienti s chronickou hepatitidou C

v porovnani se skupinou zdravych kontrol. Charakteizovat zmény exprese BLVRA
béhem protivirové terapie v tydnech 12, 24, 36 a 48dozahajeni terapie s cilem nalézt
piipadnou asociaci s efektem protivirove terapie.

Na zaklad poznatku, Ze biliverdin vitro inhibuje NS3/4A proteazu, by tato studie mohla
potvrdit hypotézu, Ze snizena expr&eVRA (a tedy vyssi hladina biliverdinu) interferuje
s replikaci viru roveZz v PBL. Expres®@LVRAv PBL by mohla korelovatifmo s HCV RNA

v PBL a liSit se u pacietitna I&bu odpovidajicich (SVR) a rezistentnich (NVR).
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3. Charakterizovat expresi HMOX a BLVRA v jaterni tkani pacienti s chronickou
hepatitidou C ve srovnani s expresi v Krvi.

Tato studie by @la potvrdit hypotézu, Ze expres8MOX a BLVRAV jaterni tkani u HCV
infikovanych paciernit koreluje s Urovni replikace viru v jaterni tkanit@diz i s virémii.
Vzhledem k poznatku, Ze zvySena exprd8#O0X1 v jaternich myofibroblastech a v HSC mé&
velky protifibroticky a protizaétlivy potencial, snizena expre$¢MOX1 v jaterni tkani by
méla korelovat s vyvojem fibrézy a zé&em jaterni tka& Pokud by expresdMOX i BLVRA

v jaterni tkani korelovala s expresi v PBL, znaneray analyza expres€chto geri pro

pacienta vyznaminmensi z&Z v porovnani s analyzou jaterni biopsie.

2.2 Studie B — Polymorfismy HMOX a UGT1Al

1. Studovat varianty polymorfismu rs 1805173 v promotau genu pro HMOX1 u
pacienti s chronickou HCV infekci a objasnit jejich moZnou asociaci s progresi
jaterniho poskozeni a roviéz s odpo¥di na terapii u HCV infikovanych pacienti.

Tato studie by rla potvrdit hypotézu, Ze polymorfismigMOX1 jsou zodpowdné za
zmeénénou expresi a/nebo aktivitu HMOX. Polymorfismus poddny za nizSi expresi
HMOX1 by mohl byt gi¢inou rozvoje rozdilé zavazné fibrézy (staging) a zén (grading)

ve vztahu k rozdilné délce trvani infekce a niz&fektu protivirové terapie.

2. Studovat polymorfismus rs 81753472 v promotoru genypro UGT1Al u pacienti

s chronickou HCV infekci. Zjistit, zda genetickd predispozice (nefitomnost

polymorfismu UGT1A1*28) miiZze byt asociovana s HCV infekci, jejim pibéhem,
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odpowvédi na terapii a zda miZze byt rizikovym faktorem pro rozvoj fibrézy/cirhdézy u
HCV infikovanych pacienti.

Polymorfismus UGT1A1*28, ktery je zodp&iny za rozvoj benigni hyperbilirubinémie, je
spojeny s nizkou prevalenci onemémtinasociovanych s oxidaim stresem. Tato studie by
méla potvrdit hypotézu, Ze jedinci s HCV infekci mehanit niz8i frekvenci tohoto
polymorfismu, pop. t€ZSi pabeh ¢i horSi odpo¥d’ na terapii, nez jedinci gipomnosti tohoto

polymorfismu.
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3 Metodickad c¢ast

3.1 Soubor pacient & a kontrol

Studie byla provedena v souladu s prindifgisinské deklarace, protokol studie byl
odsouhlasen etickou komisi 1.LF UK a etickou kortisfredni vojenské nemocnice Praha.
VSechny osoby zazené do studie podepsaly informovany souhlasjestuda registrovana

v mezinarodni databawiww.clinicaltrials.gov

Do studie byli ghem let trvani projektu zahrnuti pacienti faglici zakladni kriteria
stanoveni diagnézy chronické HCV infekce (anti-H@GVHCV RNA pozitivita po dobu
prokazateld delSi nezli 6 mésial). Soubor pro analyzu genové expresdilivierapeuticky
naivni pacienti s naslednou standardni protiviroterapii (PEG-IFN a RBV) dle dopareni
AASLD/EASL a CHS [218,219]: 1) PEG-IFN alpha 2a (Pegasys, RoShétzerland): 180
pg + 1x tydg + RBV (Copegus, Roche, Switzerland ) 1000 - 120§ denr, podle
hmotnosti (1000 mg75 kg, 1200 mg > 75 kg); a 2) PEG-IFN alpha-2b &icly-Plough
CEAG): 1.5 pg/kg hmotnosti 1x tydnt RBV (Rebetol, Schering-Plough CEAG): 1000 -
1200 mg den® podle hmotnosti (1000 mg/5 kg, 1200 mg > 75 kg).

Do souboru pro stanoveni polymorfigryli zahrnuti pacientiigd zahajenim,dhem
¢i po skorgeni protivirové terapie. Zazeny byly dale osoby, které absolvovaly necilenou
jaterni biopsii a histologické hodnoceni prokdzafdez kompatibilni se zakladni diagn6zou
chronické HCV infekce. Pro¢hterd hodnoceni provedend v rdmci projektu bylazeny i
osoby bez provedené jaterni biopsie. Jaterni l@opsbyla vyZadovana u osob s klinicky
jasnou jaterni cirhdézou. Za znamky jaterni cirhdmgla v €chto pipadech povaZovana
trombocytopenie a dekompenzace portéimietabolicka.

Kontrolni skupina osob pro analyzu genasrese v jaterni tkani byla tiema
pacienty s jinym jaternim onemagrim (steatdoza, NASH, PSC, NAFLD, cholestaza,

metabolicka jaterni onemoami), kteri byli bioptovani. Ani u &chto pacient nebyla jaterni
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biopsie nadbytnym zatizenim, protoZe u vySe jmenovanych onegricje odir jaterni
biopsie standardni s&asti vySaibvaciho programu, stejnako u pacient s HCV infekci.
Kontrolni skupina pro stanoveni genové exprese v BYga tva‘ena zdravymi dobrovolniky
zVFN a 1. LF UK. Kontrolni skupina pro analyzulyoorfismi byla tvaena zdravymi

darci krve, jejichz genomovou DNA disponujeme v camasi databaze DNA.
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Tabulka 5: Zakladni charakteristiky terapeuticky naivnich pacienti

Data jsou vyjatena jako pimértstandardni odchylka (SD), nebo median (rozmeépi)rozdil mezi SVR a NVR.

HCV (N=58) SVR (N=38) NVR (N=20) p*
Pohlavi (M:2) 1,2 1,0 19 0,28
Vek (roky) 45,0(38,0-53,8) 43,5(37,3-51,8) 46,0(43,5-54,0) 0,22
Virémie (log 1U/ml) 6,05+0,67 6,05+0,45 6,05+0,50 0,98
HCV (-ss) RNA v PBL (%) 93 88 100 0.86
Genotyp HCV 1 (%) 84 76 94 0,20
Genotyp IL28Krs12979860) CC (%) 37 44 22 0,11
Grading — jaterni biopsie 5(4-5) 5(3-5) 4,5(4-6) 0,36
Staging — jaterni biopsie 1(1-3) 1(1-2) 3(1-5) 0,03
Celkovy bilirubin (umol/l) 15,9(12,4-19.4) 15,0(11.4-20,6) 16,7(14,6-18,3) 0,66
ALT (nkat/l) 0,97(0,77-1,80) 0.93(0,76-1,39) 1,08(0,85-2,19) 0,95
AST (pkat/l) 0,67(0,53-1,21) 0,63(0,49-1,25) 0,79(0,58-1,13) 0,71
ALP (ukat/l) 1,28(0,99-1,95) 1,28(1,05-2,02) 1,32(0,99-1,83) 0,19
GGT (ukat/l) 0,68(0,49-1,76) 0,57(0,41-1,69) 1,15(0,66-1.96) 0,73
Hemoglobin (g/l) 146,9+16,6 143,5£17,0 153,4+14.1 0.02
Trombocyty x 181 195,5+63,4 205,5+66,4 177,0+54,1 0.08
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3.2 Odbér a uchovavani vzork a

Jaterni_biopsie byla provadna standardni perkutanni aspiratechnikou modifikovanou

Menghiniho jehlou nebo aspiai technikou transjugularnimiigtupem. Do studie byly
zarazeny vzorky jaternich biopsii u paciegnkde byl odkr biopsie sodasti vySatvaciho
procesu pacieits chronickou HCV infekci. Do studie nebyliaaen Zadny vzorek jateni
biopsie mimo terapeuticky protokdalast jaterni tké&h byla bezprosedre po odiru uloZena
do RNAlateru (Ambion Diagnostics, Austin, USA) a lpemogenizaci (MagNa Lyser System
Roche, Germany) byl lyzat uchovavati $§80°C k izolaci celkové RNA. Dal&fast vzorku
tkarg byla bezprosedre po odiru ulozena do 10% formalinu k histologickému viSet a
k imunohistochemické analyze. Hodnoceni gradingatagingu podle Ishaka [220] bylo

provedeno dle zavedeného postupu [220]. Imunohisto@e: vySdaeni k identifikaci budk

exprimujicich HMOX byla provatha v UVN za standardnich podmineki pouZiti
primérnich protilatek narfénych proti HMOX.

Vzorky krve pro genovou expresi byly sbirany do PAXgene BIBNA Tubes(PreAnalytix,
Hombrechtikon, Switzerland) a uchvavany 20°C a po 24 hodip-80°C. Vzorky krve pro
aktivitu HMOX byly sbirany do odisovych zkumavek s EDTA Vacutainer (BD Vacutainer,
NJ, USA), do 5 hodin od odhu byly izolovany PBMC hustotnim gradientem (Fig@ldale
uchovavany ve fosfatovém pufruiip80° C. Ze séra byly stanoveny markery jaterniho
poSkozeni (ALT, AST, GGT, ALP) a bilirubin rutinahalyzou na automatickém analyzéatoru
(Modular analyzer, Roche Diagnostics GmbH, Mannhé&mrmany). HCV RNA v séru byla
kvantifikovana systémem Roche Cobas AmpliPrep/Cdtzagvian (detedni limit 15 1U/ml)
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). HCVhogygpy byly analyzovany
soupravou VERSANT HCV Genotype 2.0 Assay (LiPA)e(Bens Healthcare Diagnostics,
Camberley, UK). Vzorky krve pro izolaci DNA bylygany do odbrovych zkumavek s

EDTA a uchovavanyip -20°C.
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3.3 Design studie

3.3.1 Studie A - Exprese HMOX a BLVRA
Typ: Observani, prospektivni, srovnavaci studie

. Pocet kontrol: 55 (PBMC/PBL — zdravi dobrovolnici)
31 (jaterni biopsie — HCV negativni pacienti podstupiupdier
biopsieninimalnimi histologickymi zgnami a jinym
nefivym onemocgnim)

Pocet pacienti: 58 terapeuticky naivnich HCV infikovanych paciérsphujicich
z&kladni kriteria stanoveni diagndzy chronické HiGékce
(anti-M@ HCV RNA pozitivita po dobu prokazatéln
delSi neziinésial) s naslednou standardni protivirovotdéu

(PEG INF+RBV)

Inkluzni kritéria: pozitivita anti-HCV a HCV RNAédle neZ 6
¢ainl

Exkluzni kritéria: Koinfekce HBV, HIV; poruchy mabolismu
hemuriyae).
Obrazek 8: Design studie A

Chronicka HCV infekce — terapeuticky naivni pacienti

PEG IFN + RBV 24 — 48 tydnu

Jaterni | _TydenO
biopsie* | .~ .
o | Tyden 12
PBMC * @
— | Tyden 24
PBMC * 2 N
| Tyden 36
PBMC * @
— | Tyden 48
PBMC * @
* exprese HMOX1, HMOX?2, BLVRA s
3 aktivita HMOX PBMC * @

41



Metodika: aktivita HMOX a relativni expresdMOX1, HMOX2, BLVRA
Material : jaterni biopsie, PBMC (mononukleary periferni&APBL(periferni leukocyty)
Doba studie 2007 — 2012
Harmonogram:
. ExpreseHMOX a BLVRAV jaterni biopsii ped zahajenim terapie
. Exprese/aktivita HMOX v PBMC/PBL BLVRAv PBL v tydnech 0, 12, 24, 36 a

48 od zahajeni standardni protivirovépes.

3.3.2 Studie B - P olymorfismy HMOX a UGT1Al
Typ: Asociani studie typu ,case-control*

. Pocet kontrol: 146 zdravych dafckrve, jejichz genomovou DNA disponujeme
v ramci naatabaze DNA.

. Poket pacienti: 146 HCV infikovanych paciefitpred zahajenim,dnemci po
skoeni protivirové terapie. Zazeny byly dale osoby, které
absolvovaly necilanaterni biopsii a histologické hodnoceni
prokazalo nalez katiipiini se zakladni diagn6zou chronické
HCV infekce. Jatebpiopsie nebyla vyZzadovana u osob s Kklinicky
jasnou jaterni cizba.

Inkluzni kritéria: HCV infekca@d, v piibéhu nebo pacienti po ukéeni standardni

protiové terapie

Exkluzni kritéria: Koinfekce HBV, HIV

Metodika: Fragmenténi analyza (TA) variantyUGT1AL(rs 81753472)

(GT), variantyHMOX1 (rs 1805173)
Material : Krev, jaterni biopsie (histologické vygeni)

Doba studie 2007 — 2010
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Harmonogram:
. Odker krve na fragmentai analyzu polymorfisinHMOX a UGT1AXn=146)

. Odker vzorki jaterni biopsie pro histologické vyseni (grading, staging) (n=112)

Obrazek 9: Design studie B

Pacienti s HCV infekci

N=146

Provedena jaterni biopsie (JB)
N =112

Neprovedena jaterni biopsie
N =34

Bez klinickych znamek cirhozy
N=19
Qdbér JB odmitnut nebo kontraindikovan

Fibréza stage S6 '
N=10

Fibréza stage S 0-4
N =102

Klinicky prokazana cirhoza
N=15

Cirhdza ANO
N=25

Cirhoza NE
N=121
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3.4 Pristroje a chemikalie

Pristroje

MagNA Lyser (Roche Diagnostics, Mannheim, SRN)

Centrifuga Beckman GPR (Beckman, Fullerton, CA, YSA

Centrifuga Jouan MR23i (Trigon-plus, Prafii)

Sonikator XL (Microsonix incorporated, Farmingdaigy, USA)

Elektroforéza Power Pack 1000 (BioRAD, Benicia, C/SA)

UV transiluminator Camag Reprostar 3 (Camag, Muatt&witzerland)

RGA analyzétoru Reduction Gas Analyzer (AMETEK Rsx Instrument, Newark,
DE, USA)

Spektrofotometr ND-1000, NanoDrop® (Thermo Scienit¥Vilmington, DE, USA)
TermocyklerTC-512 (Techne, Burlington, NJ, USA)

RealTime systerABI 7500(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
SekvenatoCEQ™ 8000Genetic Analysis System (Beckman Coulter, Fullerto

CA, USA)

Reagencie:

Aktivita HMOX

Ficoll-Paqué™Plus (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USAgmin (Sigma, St.

Louis, MO, USA), NikotinamidadenindinukleotidfosfafNADPH, Sigma, St. Louis, MO,

USA),

Kyselina sulfosalicylovgSigma, St. Louis, MO, USA)Dihydrogenfosforénan

draselny(NaH,PO,, Penta, Prah&R), Fosfore'nan disodny(Na,HPO,, Penta, Prah&R),

Trypan blue solutiorfSigma, St. Louis, MO, USA).
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|zolace RNA

Ethanol, 96%, (v/vPenta, PrahaCR), Keramickécastice (MagNA Lyser Green Beads,
Roche GmbH, Rmecko), PAXgene Blood RNATubes (PreAnalytix, Hombrechtikon,

Switzerland),PAXgene kit(Qiagen, Dallas, TX, USA)RNA later (Ambion Diagnostics,

Austin, TX, USA), RNeasy Mini Kit(Qiagen, Dallas, TX, USA)Rnase-Free DNase set

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Elektroforéza

Tris(hydroxymethyl)aminomethane, p(&igma, St. Louis, MO, USA)Agaroza (Eliphore,

Alisabeth Pharmacon, Brn@R), Disodna €l kyseliny ethylendiamin-tetraoctové JEDTA,

p.a. (Sigma, St. Louis, MO, USAJ;ene Ruler 50 bp DNA laddéFhermo Fisher Scientific,
Hudson, NH, USA) Ethidiumbromid10 mg/ml(Sigma, St. Louis, MO, USA)Gel loading

buffer (Sigma, St. Louis, MO, USAKyselina boritép.a.(Penta, Prah&R).

Reverzni transkripce

Molecular Biology Grade Watg(Eliphore, Alisabeth Pharmacon, BrroR), High-Capacity
cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USANase Inhibitor 5000U (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USARnase Out Inhibitob000 U (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), Ribonuclease Klinvitrogen, Carlsbad, CA, USARnaseZapSolutiofAmbion, Foster

City, CA, USA), ThermoScriptTM Reverse Transcriptadavitrogen, Carlsbad, CA, USA).

PCR
Primery (Generi Biotech, Hradec Kralov€R), PCR buffer(Fermentas Inc, Glen Burnie,
Maryland, USA) dTP Mix (Fermentas Inc, Glen Burnie, Maryland, USA NIgSQ

(Fermentas Inc, Glen Burnie, Maryland, USA)MgCl, (Fermentas Inc, Glen Burnie,
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Maryland, USA,Taqg polymeraz40,63/25 ul) (Fermentas Inc, Glen Burnie, Marylab&A
Fermentas)TOPO TA Cloning Ki{lnvitrogen, Carlsbad, CA, USA),

2x SYBR Green Master Mix buffépplied Biosystems, Foster City, CA, UPA

|zolace DNA

Dodecylsiran sodny SDS, p.¢Serva GmbH, Heidelberg, Germanythanol, 96% (v/v)
(Penta, Praha R), Chlorid sodny, p.a(Penta, Praha;R), Izopropanol, p.a(Penta, Praha,
CR), Glycerol (Sigma, St. Louis, MO, USA)Chlorid vapenaty, p.aSigma, St. Louis, MO,
USA), Izopropylalkohol(Sigma, St. Louis, MO, USA)Kyselina ethylendiamintetraoctova
EDTA, p.a.(Sigma, St. Louis, MO, USA)Iris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride

p.a.(Sigma, St. Louis, MO, USAProteinkindza KChemos, Prah&R).

Fragmentaéni analyza

Pfu DNA polymerase (2,5 IU/u(Fermentas Inc, Glen Burnie, Maryland, USA)ellRED
fluorescent dyes(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA)Sample Loading Solution
(Beckman Coulter)CEQ DNA Size Standaf@eckman Coulter Fullerton, CA, USA),
DNAse/RNAse-free H20 O’'GeneRuleb0bp/100 bp DNA standar@Fermentas, Inc, Glen
Burnie, Maryland, USA USA)Qligonukleotidové sondy(primery) pro PCR a sekvanov
DNA (Generi Biotech, Hradec kralov€R), Genome Lat DTCS —Quick Start KiBeckman
Coulter, Fullerton, CA, USA)Genome Labu Separani gel (Beckman Coulter, Fullerton,

CA, USA)

Polymorfismus IL28B

MagNA Pure Compact Nucleic acid isolation KRoche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Germany)LightMix Kit IL28B (T1B Molbiol GmbH, Berlin, Germany).
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3.5 Analytické metody
3.5.1 Zavedeni metody na stanoveni aktivity HMOXv  PBMC
3.5.1.1lzolace PBMC

PBMC byly izolovany z nesrazlivé krve centrifugadiustotnim gradienteniicoll-Paqué™

Princip metody: Granulocyty a erytrocyty pronikajihem centrifugace skrze separa
médium na dno zkumavky, PBMGstavaji v buffy coatu mezi vrstvou plazmy a sepaitao

media.

Postup

1. Krev se navrstvi pasteurovou pipetou do 15 mllsiezkumavky s 5 ml Ficoll-Paquek,

aby se neporusSila vrstva médabsah se nesmi smichat).
2. Zkumavka se centrifugujdiplaboratorni teplat 1800 rpm/20min.

3. Ze zkumavky se odebere 2/3 plazmy, do dalSi 15enilrsi zkumavky se sesbira buffy

coat z rozhrani plazmy a Ficcollu.

5. Zkumavka s buffy coatem se se doplni do objemu f§yziologickym roztokem a

centrifuguje 10 minip 1800 ot/min.

6. Peleta se rozpusti v 200 pl 0,1MRO (pH 7,4) Odebere se alikvot 5 pl do 95 pl
fyziologického roztoku, 20 pl alikvotu sefedi naedit 2 x a v Birkerow komirce se

spaitaji buiky.

7. Z vysledného petu burek se speéita mnoZzstvi vzorku do reakce (20 milioburek na
reakci).

8. Pred netenim se biiky lyzuji sonikaci, vzorek se do stanoveni uchowéadedu.

a7



3.5.1.2Plynovéa chromatografie

Aktivita HMOX byla stanovena v homogenatu PBMC #&owavednou metodou
modifikovanou dle metody pro stanoveni CO ve tkian221].
Princip metody: Aktivita HMOX vyjadiena v pmol CO/h/fbursk je urena kvantifikaci
produkce CO, vznikajiciho oxidaci hemu z&asti HMOX a @imo ungrného mnozstvi
vznikajici plynné rtuti detekované RGA detektorem.

Hemin + 6 NADPH + 39 — fwox— BVR + CO + Fe'+ 3H,0 + 3NADF

HgO +CO — — CO, + Hgt (RGA detektor, UV detekce)

Postup
20 ul sonikatu (2 miliony butk na reakci) se inkubuje 15 mirti 87 °C ve smisi s 20 pl
heminu (150 puM) a 20 ul 4,5 mM NADPH ve vzducisoie vialce zbavené CO. Reakce je
ukontena denturaci 30% (w/v) kyselinou sulfosalicylovtivolnény CO do prostoru nad
roztokem je od&en od jinych potenciathredukujicich plyfd (vodik) syntetickym vzduchem
bez CO na koloh naplrtné molekularnim sitem. CO prochazi rethikn detektorem,
obsahujicim pevny oxid rfnaty (katalyzator oxid manganaty)éliem oxidace CO na G@
vodiku na HO je uvohovana plynna rttj jejiz koncentrace je detekovana UV detektorem
(254 nm). Diky vysoké moléarni absorptivituti v UV oblasti je tato metodika vysoce citliva

(pmol CO)-viz kalibré&ni kiivka (Obrazek 10).

Obrazek 10: Kalibrace CO pro stanoveni aktivity HMOX metodou GC
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3.5.2 Zavedeni metod na analyzu genové exprese a HC V RNA

3.5.2.11zolace RNA

3.5.2.1.1Jaterni biopsie

Homogenizace jaterni tkar: Vzorek jaterni biopsie byl po rozmrazerniepesen z RNA
lateru a do zkumavky s keramickymiasticemi (MagNA Lyser Green Beads) s 500 pl
lyzacniho pufru (Buffer RLT, satasti kitu RNeasy Mini Kit). Vzorky jaterni tk&nbyly
homogenizovany 10siip6500 ot na fistroji MagNA Lyser (Roche Molecular Diagnostics,
Mannheim, SRN).

Izolace RNA RNA byla izolovana z homogenatu jaterni tkdatem (RNeasy Mini Kit,
Qiagen, USA). Integrita RNA byla kontrolovana etekoreticky. Kvalita a kvantita byla
kontrolovana spektrofotometricky. P6mR260 nm/280 nm byl pouZzit k posouzeimtoty

vzorki.

3.5.2.1.2PBL

RNA byla po rozmraZeni krve uchovavané v PAXgermeoBIRNA Tubes izolovana pomoci
kitu PAXgene kit. Integrita RNA byla kontrolovankektroforeticky. Kvalita a kvantita byla
kontrolovana spektrofotometricky. P6mR260 nm/280 nm byl pouZzit k posouzeimtoty

vzorki.
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3.5.2.1RealTime RT PCR

3.5.2.1.10ptimalizace reverzni transkripce (RT)

Reverzni transkripce je enzymova reakde,niz dochazi k fepisu genetické informace z

molekuly RNA do DNA. Reverzni transkripci ziskamelekulu DNA, ktera je ozri@vana
jako cDNA (complementary DNA).
Byly pouzity 2 soupravy:

. Se specifickymi primery: ThermoScrift Reverse Transcriptase (Invitrogen) —

syntéza cDNA probihé teplot 55°C, souprava deklaruje vy3Si &most a
specificitu i u produks velikosti od 100 bp do 12 kb. Pro analyzu HCVARN

. S random hexamery: High-Capacity cDNA dipplied Biosystems) — syntéza

cDNA probihaip37° C. Pro analyzu genové exprese.

Postup RT se specifickymi primery (HCV RNA pozitivamnegativni polarity)

Souasrt s HCV RNA pozitivni polarity ICV +ssRNA) v jaterni tkani a PBL jsme
analyzovali roviz fettzce negativni polarity HCV —ssRNA) v PBL, jejichz ptkaz je
markerem aktivni replikace viru. Postup pro RT ekvenci specifickych ,tagovanych®
primeri — ozng&eny rettzec (ag sekvence) {d reverzni transkripci umozni jeho nasledné
specifické stanoveniip gPCR bez rizika detekce negativni¢dttzci vzniklych kEhem
samotné amplifikace, jsméqyzali z literatury [222].

Specifické primery do RT[222]:

pro HCV RNA (-ssRNA):
taq RC1 ggccgtcatggtggcgaataa TCTAGCCATGGCGTTAGTA

pro HCV RNA (+ssRNA):
RC21+ CTCCCGGGGCACTCGCAAGC

Syntéza cDNA probiha v jedné reakci.
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Vysledny PCR produkt pro HCV RNA pozitivni polarigg46 bp):

GTCTAGCCATGGCGTTAGTA TGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCAT
AGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTITTCTTGGATAAAC
CCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGABGTGTTGGGTCGCG
AAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGGCTTGCGAGTGCCCCGGGAG

Vysledny PCR produkt pro HCV RNA negativni polaritelSi otag sekvenci) 267 bp):

ggccgtcatggtggegaata@ TCTAGCCATGGCGTTAGTA TGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCT
CCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGAGGACGACCGGGTC
CTTTCTTGGATAAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGHEACTGCTAGCCGAG
TAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGICTTGCGAGTGCCCCGGGAG

Podminky RT:

RNA denaturace 65°C 8 min
Zchlazeni (led) 1 min

Reakeéni smés (celkovy objem 20 pl):

. 2,0 ul dNTP mix (10 mM)

. 1,6 ul  Primer tag-RC1 (10 pM)
. 1,6 ul  Primer RC21+ (10 uM)
. 5,3 4l  Nuclease-free,B

. 1,5ul  RNA (30 ng/ul)

Inkubace 65°C 5 min
Zchlazeni (led) 1 min
Centrifugace pukzn

. 4 ul  cDNA Synthesis Buffer (5x)
1ul DTT (0,1 M)
1,0 uI  Thermoscript Reverse transcriptase (I5ul)
1,0 uI  RNase Out Inhibitor (40 1U/ ul)
1,0 uI  Nuclease-free ;B

Inkubace 60°C 60 min
Zastaveni reakce 85 °C 5 min
. 1l RNase H (2U)
Inkubace 37°C 20 min

Vzorky cDNA byly n&edény 5x a uchovanyip-20 C.
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Postup RT s random hexamery (stanoveni genové spre

Syntéza cDNA byla provedena soupravou High-CapaciDNA kit podle protokolu
doporweného vyrobcem. Dopatené mnozstvi RNA udavé vyrobce kitu 0,02 — 2 ug.

Byla provedena optimalizace mnoZstvi RNA do revietmanskripce v rozmezi od 0,05 — 0,9
ng RNA/20 pl reaéni snesi (Tabulka 6):

Tabulka 6: Optimalizace mnozstvi RNA do reverzni tanskripce

png RNA/20 pl reakni snesi Koncentrace cDNA pg/mi Cycle treshold (gPCR)
0,9 1770 23,47
0,8 1700 23,80
0,7 1730 23,96
0,6 1726 24,15
0,5 1665 24,43
0,4 1670 24,50
0,3 1775 24,67
0,2 1665 25,00
0,1 1645 25,34
0,05 1425 26,10

Na piipravu cDNA bylo pouzito 0,5 ug RNA/20 pl reak smesi.

Reakni sneés (celkovy objem 20 ul)
. 2 ul 10x RT Buffer
. 0,8 uI  dNTP mix (100 mM)
. 2,0 ul  10x RT Random Primers
. 1,0 ul MultiScribeTM Reverse Transcriptase
. 1,0 uI RNase Inhibitor
. 7,2 4l Nuclease-free H20
. 6,0 uI  RNA (30 ng/ul)

Teplotni profil:

10 min  25°C
120 min 37°C
5s 85°C

Vzorky cDNA byly n&edény vodou (5x) a skladovanyip20 °C.
Pro porovnani obou souprav byla testovanaangst fabulka 7) a ndvaznostrébulka 8)
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Tabulka 7: Testovani vyg€znosti RT

Vzorek jaterni biopsie HCV, Invitrogen Applera
pozitivni Koncentrace cDNA(+ss) Koncentrace cDNA(+ss)

(ng/pl) (ng/pl)

1 2096 2369

2 2095 2089

3 2141 2291

4 1908 2239

5 1698 2347

6 1933 2408

7 2095 2342

8 2466 2379

9 1905 2341

10 2063 2369

Do RT bylo pouzito 500 ng RNA.

Zawr: Vytéznost RT testovanych souprav byla srovnatelnd.

Tabulka 8: Testovani ndvaznosti RT Applera a Invitogen

Jaterni biopsie| Cycle treshold HCV +ss Cycle treshold HCV +ss Delta ¢
HCV pozitivni Invitrogen -duplikaty Applera -duplikéaty
1 27,50/27,40 26,90/26,97 0,54
2 25,15/25,43 24,0/24,33 1,12
3 >30 >30 -
4 >30 >30 -
5 24,48/24,40 23,22/23,26 0,20
6 27,27127,24 26,38/26,46 0,58
7 27,88/27,87 27,46/27,50 0,40
8 >30 >30 -
9 26,57/26,74 27,25/27,41 0,67
10 23,73/27,7 24,03/24,21 1,60

Do PCR bylo pouzito 4 pl Ssedéné cDNA.

Zawer: Mezi testovymi metodami byl rozdil delta € 1,6. Byla potvrzena navaznost

testovanych souprav.

3.5.2.1.2Navrh primeni pro gPCR

Stanoveni HCV RNA

Sekvence primér(Tabulka 9) byly ziskany z literatury [222]

53




Tabulka 9: Sekvence primeii pro HCV RNA

Forward primer Reverse primer Fraégt:])g;ent
HCV+ssRNA GTCTAGCCATGGCGTTAGTA CTCCCGGGGCACTCGCAAGC 246

HCV-ssRNA  GGCCGTCATGGTGGCGAATAA CTCCCGGGGCACTCGCAAG C 267

Studium genové exprese:

Sekvence ganbyla ziskana z GeneBank: http://www.ncbi.nlm.niv/gienbank/

Primery (rabulka 10) byly navrzeny programem: Primer Bttp://frodo.wi.mit.edu/

Porovnéani sekvenci DNA bylo provedeno programemASL: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/

Tabulka 10: Sekvence primefi pro genovou expresi

Forward primer Reverse primer Fra(gr;)ent

HMOX1 GGGTGATAGAAGAGGCCAAGA AGCTCCTGCAACTCCTCAAA 67
HMOX2 GAAGGAAGGGACCAAGGAAG CTCCTCGAGGGCTGAGTATG 139
BLVRA TCCCTCTTTGGGGAGCTTTC GGACCCAGACTTGAAATGGAAG 180
GAPD TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 87
18SrRNA TAACCCGTTGAACCCCATTC GGGCAGGGACTTAATCAACG 114
UBC ATTTGGGTCGCGGTTCTTG TGCCTTGACATTCTCGATGGT *
HPRT CACTGGCAAAACAATGCAGAC GGGTCCTTTTCACCAGCAAG 92

*Vandesompele J [223]
Pro testované geny a HCV RNA byla testovana optiraeé koncentrace primer

Byly testovany koncentrace 50, 300 a 900 nM ahejizajemné kombinaca@dbulka 11).

Tabulka 11: Optimalizace koncentrace primei do gPCR

1. vyker Forward primer (nM)
Reverse Primer (nM) 50 300 900
50 50/50 300/50 900/50
300 50/300 300/300 900/300
900 50/900 300/900 900/900
2. vybsr Forward primer (nM)
Reverse Primer (nM) 100 200 300
100 100/100 200/100 300/100
200 100/200 200/200 300/200
300 100/300 200/300 300/300

Zawr: Dle vysledk: cr byla zvolen&oncentrace primena 200 nM (minimalni koncentrace
primert pti maximalniARy a minimalini g).
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3.5.2.1.3Validace gPCR

Ptiprava linearizovaného plazmidu pro gPCR

Pro validaci metodiky na stanoveni HCV RNA byl pibuinearizovany plazmid. Byla
optimalizovana PCR prorfpravu amplikonu (HCV + ssRNA , HCV —ssRNA) k zakbwani
do plazmidu:

Optimalizace M§'": 5 vzorki o koncentraci Mg 1, 2, 3, 4, 5 mM/25 pl
Optimalizace teploty annealingu: gradient Ta 5465;6°C

Reakni snes (celkovy objem 25 ul)

. 2,5 ul PCR pufr (10x)
. 1-5 ul MgCI2 (25mM)
. 2,5 ul dNTP (2mM)
. 0,5 ul Forward primer (10uM)
. 0,5 ul Reverse primer (10uM)
0,12 pl Tag polymeraza (0,63/25 pl)
* ol HO (* do objemu 25 ul)
4,0 pl cDNA

PCR profil (gradient Ta: 54,3 — 66,6°C)
1. Uvodni denaturace 94°C 120 s
2. PCR-denaturace 94°C
annealing gradier80 s 40 cykl
extenze 72°C 45 s
3. Zav¥recna extenze 72°C 10 min
PCR produkt byl hodnocen elektroforeticky.

ZA&ver: Optiméalni koncentrace M§ 2 — 3 mM

Optimalni Ta54,3 — 59,2(HCV +ssRNA, HCV-ssRNA)

Klonovany standard pro validaci PCR byigsaven v Laboratio experimentalni hepatologie,

IKEM, pouzitim kitu TOPO TA Cloning Kit (InvitrogerCarlsbad, CA, USA).

Koncentrace ziskanych plazniid

HCV positive strand: 1,5.10 kopii, HCV negative strand: 2,3 &opii
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Reakni smés pro gPCR (celkovy objem 20 pl):
. 10 ul  SYBR Green Master Mix Buffer (2x)
. 0,4 ul  Forward primer (10uM)
. 0,4 ul  Reverse primer (10puM)
. 52ul HO
4,0 ul  5xted cDNA
gPCR profil ABI PRISM 7500:
1. Uvodni denaturace 95°C 10 min
2. PCR-denaturace  95°C 15
annealing 60°C 60 40 cykl
bez extenze

3. Za¥reéna extenze 72°C 10 min
4. Melting analyza  90-60 °C

3.5.2.1.3.1.1Velikost PCR produktu

Velikost PCR produki byla owiena elektroforeticky porovnanim se standard&eme Ruler

50 bp DNA laddefThermo Fisher Scientific, Hudson, NH, USA).

3.5.2.1.3.1.2Specificita

Specificita primelt byla testovana pro kazdy produkt v RealTime ar&tyz analyzou
teploty tani Ty po skoreni kazdé RealTime analyzy. Disama kiivky vSech testovanych

gen i HCV RNA poskytovaly specifické produktypkrazek 11a-9.
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Obrazek 11: Krivky teploty tani (SW ABI PRISM 7500)

Rn = normalizovana fluoresaenc

Obréazek 11a: HCV (-ss) RNA, plazmid, max. koncentree 10 kopii
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Obrazek 11d: HMOX2 (cDNA)

Melt Curve
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3.5.2.1.3.1.3R0ozsah a mez detekce

Rozsah a mez detekce/stanovitelnosti pro HCV RNA&itpmi a negativni polarity byla
stanovena RealTime analyzou plaziniHHCV RNA ss+/ss- @Qbrazek 12 a vyhodnocena

z kalibrani pfimky (Obrazek 13 Obrazek 14).

Obrazek 12: Amplifika éni graf plazmidu HCV RNA
Amplification Plot

10

Rn

Lagand

- B c lp He Hr Hs EH

HCVminus strand, plazmid, max. koncentrac&Kdpii, SW ABI PRISM 7500
Rn = normalizovana fluorescence

Obrazek 13: Kalibrace HCV minus (-ss) RNA
Plazmid 16 — 10 kopif

HCV minus plazmid 107 - 10° kopii
(E=99%, AR=1,99)

40 - y =-3,369x + 42,259
. R? = 0,990

35 1

30 1

25 -

20 -

15

Ct

10 ~
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Obrazek 14: Kalibrace HCV plus (+ss) RNA

Plazmid 16 — 10 kopii

Ct

35 4

30 4

25 A

20

15 A

10 A

HCV plus plazmid 10" - 10° kopii
(E=101%, AR=2,01)

y =-3,2883x + 36,414
R?=10,99¢8

2 4 logc 6 8 10

Testované rozmezi kalibrace: 1 kopie %kbpii HCV RNA

PouZitelné rozmezi kalibrace: 200° kopii — 18 kopii HCV RNA

Mez detekce:

Mez stanovitelnosti:

M@y kopii HCV RNA

400* kopii HCV RNA

Akceptovatelna detekce pro dobrou reprodukovatelnds < 30 ¢

3.5.2.1.3.1.4Reprodukovatelnost

Stanoveni mezilehlé preciznosti:

Patet analyz:

Paiet koncentranich hladin: 6

Pouzity materidl:

10

plazmid

Tabulka 12: Validace gPCR - stanoveni mezilehlé pogznosti

Ct SD VK (%)
13,84 1,07 7.7
16,35 0,53 3,2
19,58 0,79 4,0
22,80 1,03 4,5
26,07 0,93 3,6
28,96 0,88 3,5

Zawer: Ziskané hodnoty VK jsou do 10%.
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3.5.2.1.3.1.5Testovani &innosti amplifikace

Z kalibratnich kivek plazmidi a cDNA byla stanovenaciinnost amplifikace testovanych
geni (Tabulka 13) @ HCV RNA (rabulka 14).
Ucinnost amplifikace pro stanoveni genové expres€¥ RNA vztazené na kontrolni geny

by meéla byt optimal® v rozmezi od 90 do 110% (slope od -3,6 do -3,10).

Tabulka 13: Testovani &innosti amplifikace — genova exprese

Plazmid/PCR produkt* cDNA

winnost amplifikace (%) slopgucinnost amplifikace (%) slope
HMOX1 110 -3,11 110 -3,12
HMOX2 - - 102 -3,27
BLVRA - - 105 -3,20
HPRT 99* -3,37 102 -3,27
GAPDH 108* -3,15 105 -3,17
18sRNA 101* -3,29 o8 -3,38

Tabulka 14: Testovani &innosti amplifikace — HCV RNA

Plazmid
(innost amplifikace (%) slope
HCV ss + 101 -3,29
HCV ss - 99 -3,37

zawer: Uginnost amplifikace v3ech testovanych gidayla v pozadovaném rozmezi.

3.5.2.1.3.2 Normalizace referer¥nich geni

Vybér referenich geri byl proveden se z&frem ziskat referemi gen stabilni salasré

v jaterni tkani tabulka 15) i v PBL (Tabulka 16) u neinfeknich kontrol i u HCV infikovanych
pacienti bez zngny vlivem protivirové terapie. Normalizace byla pedena stanovenim miry

exprese (poZzadovana mira stability exprese M <dlggyandesompela [223].
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Tabulka 15: Normalizace refererénich geni v jaterni tkéni

Jaterni tka HPRT 18sRNA GAPD UBC Normalizai
faktor

Vzorek 1 0,72 0,94 1,0 0,62 1,442
Vzorek 2 0,54 1,00 0,24 0,14 0,675
Vzorek 3 1,00 0,89 0,93 1,00 1,714
Vzorek 4 1,02 0,98 0,64 0,68 1,457
Vzorek 5 1,19 0,89 0,58 0,59 1,397
Vzorek 6 0,52 0,53 0,34 0,33 0,755
Vzorek 7 0,69 0,57 0,59 0,54 1,045
Vzorek 8 0,58 0,42 0,22 0,25 0,605
Vzorek 9 0,29 0,23 0,23 0,23 0,411
Vzorek 10 0,78 0,82 0,74 0,91 1,458
Stabilita 0,560 0,635 0,551 0,640

exprese M

Zawr: VSechny testované refekam geny nély poZzadovanou stabilitu exprese (M < 1,5)

Tabulka 16: Normalizace refererénich geni v PBL

PBMC HPRT 18sRNA GAPD UBC Normalizai
faktor

Vzorek 1 0,63 0,65 0,37 0,12 0,791
Vzorek 2 0,62 0,83 0,38 0,14 0,868
Vzorek 3 0,75 1,00 1,00 1,00 2,000
Vzorek 4 0,61 0,64 0,25 0,09 0,650
Vzorek 5 1,00 0,56 0,40 0,18 0,960
Vzorek 6 0,71 0,51 0,39 0,19 0,866
Vzorek 7 0,69 0,46 0,71 0,28 1,078
Vzorek 8 0,62 0,62 0,71 0,42 1,250
Stabilita 0,749 0,739 0,629 0,898
exprese M

Zawr: VSechny testované refekam geny ndly pozadovanou stabilitu exprese (M < 1,5)
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3.5.3 Fragmenta €ni analyza

3.5.3.11zolace DNA

Izolace DNA byla provedena modifikovanou vysolovagtodou podle Millera [224].

1. Hemolyza erytrocyti — vzorek krve seiglije do 15 ml zkumavky a dopini 5 mM
EDTA roztokem. Nasleduje centrifugacié pO00 rpm/10min/4°C, odliti supernatantu,
resuspendace sedimentu 5mM EDTA a opakovani, dolem supernatant bez

hemoglobinu (bila peleta).

2. Lyza leukocyti — k sedimentu sefjgla 2 ml 2x FASANA (20 ml 5M NaCl + 20 ml
0,5M EDTA + 20 ml 0,5 M Tris, pH=8,0, doplnit @0 ml sterilni vodou). Po
dukladném pratepani a rozpughi pelety se fida 2 ml 1% SDS se 1Q0

proteinazy K (20 mg/ml) . Smse inkubuje 48 hod v termostatii §56°C.

3. Deproteinace — po inkubaci se fjlaji 2 ml nasyceného roztoku NaCl adsnse
vortexuje se 15 s a ulozi na 30 — 60 min 4 - 8°C. Po promichani a nasledné
centrifugaci pi 10000 rpm/10min/4°C je vodna faze nad vrstvougind odebrané do

nové zkumavky.

4. Vysrazeni DNA - k vodné fazi obsahujici DNA séigia 6 ml ledového izopropanolu
a zkumavka se obraci az do vysrazeni viakna DNAkNA DNA se fenesou do 2 ml
zkumavky s 1 ml 70% ethanolu a centrifuguje 8000g/5 min, 24°C. Po odliti 70%
ethanolu se vlakna promyji 0,5 ml ethanolu, cemguije se f 50009/5 min, 24°C, po
vysuSeni se DNA rozpusi v 200 TE pufru (160ul 0,5 M EDTA+ 0,8 ml 1M TRIS-
Cl, pH 8, doplnit do 80 ml sterilni vodou).
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3.5.3.2Multiplexova fragmentaéni analyza

Fragmentani analyza probiha v DNA sekvenatoru na princippilkani elektroforézy. Tento
pristroj vyuziva ke stanoveni sekvence DNA separagnent syntetizovanych termigai
enzymovou Sangerovou metodoui Fragment&ni analyze se amplifikai smés DNA
separuje podle své velikosti. Kazdy amplifikdt damépolymorfismu nese jeden typ
fluoroforu, ktery po ozé&ni s¥tlem ucité vinové délky emituje s¥lo urcité barvy. Diky
raiznym typim navazanych fluorofdrexcituji amplikony pi praichodu kapilarou po o#ani
laserem sktlo rizné barvy a intenzity za vzniku péaloloha kazdého peakuidr znamému
standardu pak znamena typ alely daného polymorfispecifického pro testovany gen.
Vyhodnovaciho software kterygvede piky do podohsiselného vysledku.

PouZzili jsme v nasi laboratiozavedenou multiplexova variantu, ktera simultamamalyzuje

DNA vzorek pro dva polymorfismy [226].

Design primeill (Tabulka 17): Primer3 programhftp://frodo.wi.mit.eduy

UGT1A1(GenBank accession number AY603772.1)
HMOX1 (GenBank accession number AY460337.1)

Tabulka 17: Sekvence primeii pro fragmentaéni analyzu

HMOX1forward 5-CTGCAGCTT CTCAGATTT CC-13
HMOX1reverse 5 - ACA AAG TCT GGC CAT AGG AC-3
UGT1A1forward 5 -GAACTT GGT GTATCG ATT GGTTTT TGC -3
UGT1Alreverse 5 -CAT CCACTG GGATCAACAGTATCTTCC-13

D2-, D3-, a D4-zn&né amplikony byly ne@diny 1:5 H20 a smichany.

Reverzni primery byly fluorescéné znaeny na 5konci: D2-PA, D3-PA, D4-PA Well RED
fluorescent dyes (Beckman Coulter, Fullerton, CAA), zn&ené primery byly smichany
S @islusnymi néedenymi primery:

D4-HMOX1 reverse 1:1
D2-UGT1A1l reverse 1:1
D3-UGT1A1 reverse 1:1
D4-UGT1A1l reverse 1:2
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Reakini snes:
. 2,50 ul  Readni pufr (bezMgSOy)
. 3,00 ul MgSQ,
. 0,50 uI dNTP mix (10 mM)
* Primery (10pM)*
. 0,35 ul  Pfu DNA Polymerase (2,5 1U/ul)
. 25ng gDNA

* Primery(10uM): HMOX1 forward,HMOX1reverselJGT1Alforward andJGT1Al
reverse (1.2,0.7,0.3a B
PCR profil:
1. Uvodni denaturace 95°C 3 min
2. PCR-denaturace  95°C 30
annealing 63°C 45s 35 cykl
extenze 72°C 45
3. Zav¥recna extenze 72°C 5 min

Reakni snes:
. 3 ul PCR produkt (multiplex)
. 36.25 ul CEQ Sample Loading Solution (Bean Coulter)
. 0.75 ul CEQ DNA Size Standard 400-bpdiBnan Coulter)

Vzorek byl dale separovan na principu na autorkétic8-kapilarnim CEQ 8000 DNA
sekvenatoru (Beckman Coulter).

Parametry analyzy na CEQ 8000 :

. denaturace: 90°C 120s
. teplota kapilar: 50 °C

. doba vsitiku: 30s i 2,0 kV

. doba khu: 35 minip6 kV

Vyhodnocovaci SW: CEQ 8000 Genetic Analysis Syqt@etkman Coulter)
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3.6 Statisticka analyza

Aktivita HMOX, HCV RNA, Genova exprese

Data jsou vyjatena jako pimér * standardni odchylka (SD), nebo median (rozmezi)
Rozdily mezi sledovanymi soubory (HCV vs. kontroB¥R vs. NVR) byly hodnoceny
neparovym t-testem nebo Mann-Whitney U testem. damost vztahu mezi expreBLVRA

a efektem terapie byla dena chi-kvadratem. Linearni regrese, Pearsonovaldam a
multivariaini logisticka regrese byly hodnoceny SW Sigma Staize 3.01.

Vzorky byly analyzovany v tripletech, delta cydhedshold Act) byl vyhodnocen metodou

28 kdeAct = (ct vzorku — ct kontroly).

PolymorfismyHMOX, UGT1A1

Fisheiiv exaktni test byl pouZit pro vy$ehi analyzy asociace polymorfifnobou gen s
jaterni cirh6zou a jednotlivymi stupni pokilosti jaterni 1éze (tj. se stagingem v
histologickém hodnoceni). Prediktivni hodnotégmnosti vySdébvanych alel pro vysledek
protivirové l&by byla hodnocena pomoci ROC (Receiver Operatingr&theristics Curve)

analyzy.
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4 Vysledky

4.1 Studie A — Exprese HMOX, BLVRA

4.1.1 Exprese HMOX, BLVRA v jaterni tkani

Stanovili jsme expredHMOXL1 v jaterni tkani pacieits chronickou hepatitidou C (n= 35) a
porovnali s expresHMOX1 v jaterni tkani osob s jinymi jaternimi chorobarfri=31)
(steat6zou (n=3), akutni lézi (n=4), NASH (n=3)P®=6), cirh6zou (n=2), NAFLD (n=1),
cholestdzou (n=2), s abusem alkoholu (n=4) a smdlmimi znénami v histologickém
nalezu (n=6). Vzhledem ke zji&tym hladinam exprese jsme usoudili, Ze na rozdihageho
puvodniho gedpokladu nebude procély této studie mozné skupinu s jinymi jaternimi
chorobami posuzovat jako normalni kontroly. Z tahdivodu jsme skupinu kontrol vymezili
pouze na vzorky s minimalnimi Zmami ¢i s normalnim histologickym nalezem (n=6).
V porovnani s takto definovanymi kontrolami jsmenalezli rozdil v expresHMOX1/2 mezi
obéma skupinami. Prokazali jsme vSak vyzna&mmySenou expred8LVRAuU HCV pacieni
(0,28+0,16 vs. 0,17+0,04=0,009).Vzorky jaterni tkaa pacienti s HCV jsme pouZili rovée

ke zjiseni korelace analyzovanych enziikatabolické drahy hemu mezi jaterni tkani a PBL.
Ve skupirg¢ pacient s HCV infekci nebyla nalezena korelace mezi HCVARA mMRNA
HMOX1 / HMOX2 a BLVRA v jaterni tkani HMOX1, r’=0,077, p=0,136 HMOX2,
r’=0,022, p=0,418 BLVRA, r’=0,005, p=0,689). V PBL expre$tMOX1 korelovala s HCV
RNA na hladig vyznamnosti 0,053 40,094, p=0,053). Bez asociace s HCV RNA v PBL
byla expreseBLVRA (’=0,007, p=0,688), ovéem se slabou silou testu 9),08ezi jaterni
tkani a PBL nekorelovala jak expreB®10X1 (r’=0,200, p=0,182) tak i expre$¢MOX2
(r*=0,126, p=0,402)Exprese BLVRA v PBL korelovala s expresBLVRA v jaterni tkani

(r?=0,347 p=0,03.
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4.1.2 Aktivita HMOX v PBMC a exprese HMOX, BLVRA v PBL

4.1.2.1Pacienti pired zahajenim antivirové terapie

Ve srovnani s kontrolami byla u pacigérg HCV infekci testovanychied zapoetim I&by
prokazana vyznaminsnizena aktivita HMOX v PBMC, avSak bez vyznamné&badilu

v expresi HMOX1 v PBL (Tabulka 18). Korelace mezi expre$iMOX1 a aktivitou HMOX

v PBMC byla prokazana jen u kontrafrazek 159, ve skupig HCV infikovanych pacieriit
pied zahgjenim by mRNA HMOX1 a aktivita HMOX nekoreluji @brazek 15b) Z divodu
absence korelace exprestMOX1 a aktivity celkové HMOX jsme se rozhodli stanovit
retrospektivéd rovréz expresiHMOX2 V porovnani se skupinou kontrol byla exprese
HMOX2 snizena Tabulka 18). V navaznosti na publikovanou praci Lehmana [217]
prokazujici interferenci biliverdinu s virem hepidly C jsme v totozném souboru HCV
infikovanych paciernit a kontrol stanovili rové¢ expresiBLVRA V porovnani se zdravymi
kontrolami byla u pacieits HCV infekci testovanymiipd zapoetim I&by prokazana vy-
znammrt zvySena expredBLVRA(Tabulka 18). Korelaci mezi expre8LVRAaHMOX v PBL

jsme vSak ot prokazali pouze u kontrobprazek 16a) nikoli u HCV pacieni (Obrazek 16b).

Tabulka 18: Aktivita HMOX v PBMC a exprese HMOX a BLVRA v PBL pied zahajenim terapie

aktivita/mRNA p
Kontroly
aktivita HMOX v PBMC 36.31 +18.06
MRNA HMOX1v PBL 4.00 +£1.89
MRNA HMOX2 v PBL 4.98 +0.94
MRNA BLVRAvV PBL 1.28 £0.36
HCV tyden 0O
aktivita HMOX v PBMC 20.58 £16.27 0.001
mMRNA HMOX1v PBL 3.61 £2.06 0,32
mMRNA HMOX2 v PBL 4.28 +1.14 0.001
MRNA BLVRAvV PBL 1.65 £0.67 0.001

Aktivita HMOX je vyjadrena v pmol CO/hr/10burek.
p: HCV pacienti vs. kontroly
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Obrazek 15: Korelace aktivity HMOX v PBMC a expreseHMOX1 v PBL
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Obrazek 16: Korelace expres®&LVRA a HMOX 1 v PBL
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4.1.2.2Pacienti v priibéhu antivirové terapie

Stanovili jsme aktivitu a expresiMOX a expresiBLVRA v PBMC/PBL ged zapdetim
protivirové terapie a v tydnech 12, 24, 36 a 48zafda@eti terapie. Neprokazali jsme zadny

vyznamny rozdil v expre$iMOX1ani v aktivie HMOX v pribéhu terapie Tabulka 19)

Tabulka 19: Aktivita a expreseHMOX v pribéhu terapie

tyden O tyden 12 tyden 24 tyden 36 tyden 48
aktivita HMOX 20,6 £16,3 27,6 £21,6 27,9 £15,3 28,9+ 33,2 23,9+£9,0
(pmol CO/h/16) p=0,19 p=0,55 p=0,12 p=0,53
expreseHMOX1 35%+20 37%+21 34+17 33+x14 35+14
p=0,82 p=0,66 p=0,49 p=0,84

p: tyden 12, 24, 36 a 48 vs. tyden O

ExpreseBLVRAse v pfibéhu protivirové I€éby (12., 24, 36. tyden od zahajeni protivirove

terapie) zvysila v porovnani s tydnem @egh [&€bou) Obrazek 17).

Obrazek 17: ExpreseBLVRA u pacienti s hepatitidou C v pribéhu protivirové terapie

p=0.0004 p=0.0002 p=0.03 p=0.11
o 45
g
a 4
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<« °
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Rl - 1,620 ...
1 4
05
0
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........ kontroly tyden terapie

p: tyden 12, 24, 36 a 48 vs. tyden O

Pacienti byli rozdleni na zaklad vysledku protivirové terapie do 2 skupin. Respdntgli
definovani jako pacienti se setrvalou virologickodpowdi (SVR, nedetekovatelna HCV

RNA v tydnech 24, 36, a 48 po zahajeni protivireeapie, n=38). Pacienti, kifenedosahli
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SVR, byli definovani jako bez virologické odp@mli (NVR, n=20, ztoho 15 bylo

rezistentnich, 5 doséhlo virologické odpdivna konci Iéby s naslednym relapsem).

Nenalezli jsme rozdily v expresi a akttviiMOX béhem protivirové Iéby (Tabulka20)

Tabulka 20: Rozdily v expresiHMOX mezi SVR a NVR

tyden 0

tyden 12

tyden 24

tyden 36

tyden 48

aktivita HMOX

(pmol CO/h/1f)

SVR 19,1 +17,3
NVR 22,9 + 14,7

p=0,47

SVR 33,6 +£23,8
NVR 26,0 + 20,0

p=0,40

SVR 26,5+ 20,7
NVR 28,2 + 23,0

p=0,96

SVR 28,9 +£15,4
NVR 14,7+ 8,2

p=0,62

SVR 34,1 +32,5
NVR 39,2 + 54,6

p=0,71

expreseHMOX1

SVR 3,63 +1,91
NVR 3,15 +2,31

p=0,71

SVR 4,18 +2,42
NVR 2,99 £ 1,28

p=0,21

SVR 3,57 +1,88
NVR 2,91 £1,27

p=0,69

SVR 3,62 +1,39
NVR 2,27 +0,78

p=0,08

SVR 3,31+1,76
NVR 3,96 + 0,50

p=0,60

p: SVR vs. NVR

Nalezli jsme vSak rozdilnou exprd®i VRAmMezi respondéry a nonrespondévyrézek 18).

ExpreseBLVRApied zahajenim terapie byla vyznahmavySena pouze u paciénse
SVR v porovnani s kontrolami (1,82+0,74 vs. 1,286),=0,003), ale ne u paciérg

NVR v porovnani s kontrolami (1,32+0,34 vs. 1,2@8) p=0,65).

Obrézek 18: Rozdily v expresBLVRA mezi SVR a NVR v piibéhu protivirové terapie
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Expresi BLVRA béhem terapie jsmevyjadiili u kazdého pacienta individuain Skupinu

pacienti jsme rozdlili na pacienty se SVRdbrazek 199, pacienty bez SVROprazek 19b),

pacienty s délkou terapie 24 tyid(Obrazek 199 a pacienty s délkou terapie 48 tydi@brazek

19d)

Obrazek 19: Individudlni expreseBLVRA v PBL v pribéhu terapie

a) Pacienti se SVR (n=26)

9

3 - e _— = <— =
— = — —— — — -
e ————— = 7~ ——
2 ':7!’;, —_— > — ﬂ\\\\%\‘:\
= - A =x
1 —_ = —
o
o 12 24 36 a8
week

b) Pacienti bez SVR (n=11)

3,6
34+
32+t
30+
28
2,6

_— |

BLVRA expression

%ifi

1,0 P o
038
06}

LN

0,4 - - -
0 12 24 36

w eek

48

74



c) Pacienti s délkou terapie 24 tydfm=18)

;

= //// — 3
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Pri sledovani dynamiky expre€l VRAuU jednotlivych paciefit v pribéhu terapie je patrné
jeji vyrazné snizeni po ukéeni |&by. ExpreseBLVRAU pacieni se SVR po ukafeni

terapie (n=15) poklesla v porovnani s expsVRAV tydnu 24 (median [IQ range] 1,38
[1,2-1,6] vs. 2,52 [1,5-2,8], p = 0,03) na hladistovnatelnou s kontrolami (median [IQ

range] 1,38 [1,2-1,6] vs. 1,28 [1-1,5], p = 0,4R.snizeni expreseBLVRA dochazi
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praveEpodobré v disledku eliminace viru dhem I€by poklesem indukce endogenniho

interferonu a satasré ukonienim aplikace exogenniho interferonu podavanélapéerticky.

Vliv ribavirinem indukované anemie na expresiBLVRA

Vzhledem ke skutmosti, Ze se SVR byla asociovana keoraxprese BLVRA rovnéz
koncentrace hemoglobinu (Hb) v krvi, posuzovali gsmmozny vliv hemolytické anémie
indukované ribavirinemdnem protivirové terapie na expré&3iVRA.Pro hodnoceni rozvoje
anémie byly zvoleny hladiny Hb < 100 g/l a poklem&entrace Hb > 30 g /I proti vychozim
hodnotam ve 12. a 24. tydnu terapie. Pokles >HBOg/l vi¢i vychozim hodnotam byl
pozorovan u 62% pacianve 12. tydnu terapie a 50% pacient 24. tydnu terapie. Hodnoty
Hb <100 g/l dosahovalo 9% paciénve 12 tydnu a 28% paciénve 24. tydnu terapie.
ExpreseBLVRAse neliSila u paciefits Hb<100 g/L v porovnani s pacienty s Hb >100wgL
12. ani 24. tydnu terapie. Rasinnebyl prokazan rozdil v expreBLVRAve skupir pacient

s poklesem HE30g/I proti skupig s poklesem HE30 ve 12. ani 24. tydnu terapieafulka
21). Lze tedy vylodit souvislost anémie indukované terapii RBV se ewgil expresBLVRA

béhem terapie.

Tabulka 21: Vliv ribavirinem indukované anemie na presi BLVRA v PBL

Koncentrace Hb (g/l) Pokles koncentrace Hb (g/l)
Hb <100 Hb >100 p <30 >30 p
tyden 12
incidence (%) 8,6 91,4 38 62
expreseBLVRA 26+17 253+x09 08 21+11 253+09 0,31
tyden 24
incidence (%) 27,8 72,2 50 50

expreseBLVRA 246+16 282+0,7 0,73 259+12 272+08 0,78
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4.1.2.3Predikce efektu protiviroveé terapie u pacienti s hepatitidou C

4.1.2.3.1ROC analyza

Pro posouzeni predikiho efektu bazalni expred®8LVRA jsme provedli ROC analyzu
expreseBLVRA v PBL pred zahajenim protivirové terapi®ibfazek 20. Vysledek ROC

analyzy (specificita vs. senzitivita) s AUC 0,8+08 sphovala podminky dobrého testu.

Obrazek 20: ROC analyza expreséBLVRA v PBL

Sezitivita

02 i :
AUC = 0.77 + 0.04 Kvalita testu dle!i\pC. ]

0l 0.5-0.75 pouzitelny

- 0.75 - 0.92 dobry

0 0L 02 03 04 05 06 07 08 08 1 0.92 — 0.97 velmi dobry

Specificita 0.97 — 1.0 vynikajici

Cut-off hodnota expresBLVRAvV PBL pgred zahajenim terapie predikovala dosazeni SVR se
76% senzitivitou a 70% specificitou (pozitivni pildt/ni hodnotou 83% a negativni

prediktivni hodnotou 61%).

4.1.2.3.2Multivaria éni logisticka regrese

K testovani potencialnich prediktorSVR multivarigni logistickou regresi jsme kram
exprese BLVRA zaadili rovréz genotyp IL28B, virémii, pohlavi, koncentraci Hb a
trombocyfi. Pacienti se zvySenou bazalni exprd8LVRAvV PBMC m¢li 15x vySSi Sanci

dosahnout SVRTabulka 22). Vylou¢eniBLVRAz multivarigni analyzy neréglo zadny vliv na
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predikéni hodnoty testovanych analyz. Analyza je vSaktbwana nizkym p&tem pacient,
nasledkem kterého jsme prapddobré neprokazali korelaci vyznamného prediktdk28B
(rs12979860)se SVR. Pozorovali jsme vSak jasny trend asocigmegulované exprese
BLVRA pired zahajenim terapie s CC genotypdm28B v porovnani s pacienty bez CC

genotypu (p=0,059) a pacienty s TT genotypem ([5€),0L28B.

Tabulka 22: Multivaria éni logisticka regrese potencialnich prediktoéi SVR

OR 95% CI P-VALUE
ExpreseBLVRA vPBL 15 1,05 -214,2 0,046
IL28B (rs12979860) 3,05 0,39-24 0,29
HCV RNA 1,45 0,37 -5,6 0,59
Fibroza 0,76 0,4-15 0,4
Pohlavi 1,81 0,13-2,5 0,66
Hemoglobin 0,94 0,88 -1,01 0,09
Trombocyty 1,01 0,94 -1,03 0,18

OR, odds ratio; Cl, konfideni interval.
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4.2 Studie B-Polymorfismy HMOX a UGT1Al

4.2.1 Polymorfismy HMOX1 a UGT1A1l ve vztahu k pokro @éilosti
jaterniho postizeni
Vztah mezi vyskytem jednotlivych alel promotddilOX1aUGT1Ala vyskytem jaterni

cirhdzy ve skupitt HCV paciend ukazujeTabulka 23.

Tabulka 23. Vztah mezi jednotlivymi alelami promotaé geni HMOX1 a UGT1A1a jaterni cirhdzou

Cirhéza (%
n=146 () pt
Ano (n=25) Ne (n=121)

Gen

HMOX1

Alela S? 40,7 46,0 39,7 0,66
Alela M? 52,1 48,0 52,9 0,76
Alela L2 7,2 6,0 7.4 1,00
Gen

UGT1Al

Alela 62 60.2 68,0 58,7 0,53
Alela 72 39.8 32,0 433 041

' Fishefiv exaktni test (2-stranny)

2 procentualni vyskyt dané alely

Vyskyt jednotlivych alel obou polymorfisinv naSem souboru odpovida vyskytu &zte
populaci [226]. V naSem souboru pacientebyla prokdzana vyznamna asociace mezi
vyskytem jednotlivych alel a ffiomnosti¢i absenci jaterni cirhdzy [227]. Podreisi
hodnoceni, tedy vyskyt jednotlivych alel obou potyfismi, ve vztahu k jednotlivym

stupiim jaterni fibrozy (tj. ke stagingu v histologickéradnoceni) ukazujeabulka 24.
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Tabulka 24: Vztah polymorfismia HMOX1 a UGT1A1ke stagingu Vv histologickém hodnoceni

N=127 pacient 01 Cirhdza (%) pl Staging (%) pl pt
ANO NE S0-1 S2 S3-4 SO SO
(N=25)  (N=102) (N=43)  (N=29) (N=30) | S2  S3-4
Gen HMOX1
Alela S 2 41,7 46,0 39,7 0,32 37,2 43,1 43,3 0,46 0,14
Alela M? 53.3 50,4 48,0 0,45 58,1 43,1 48,3 0,044 0.13
Alela L? 7,9 6,0 7,4 1,00 4,7 13,0 8,3 0,042 1.00
Gen UGT1Al
Alela 6° 60,2 68,0 58,3 0,48 64,6 65,1 58,4 0,63 0,42
Alela 772 39.0 30.0 40.0 0,60 35,4 34,9 51,6 0,57 0,64

! Fishefiv exaktni test (dvoustranny)
2 procentudlni vyskyt dané alely

V tomto hodnoceni byla nalezena asociace mezi Makelou a niz8im stugm fibrézy S 0-1
proti S 2 (p= 0,044 a p=0,042). Tento vztah vSakyhpotvrzen pi hodnoceni S 0-1 vs. S 3-
4, jedna se tedyrgjmeé o chybu vyplyvajici ze skladby vy$evaného souboru paciént

Z dostupné literatury se zda, &@en vyssSi je poet repetici GT v promotoru getiMOX1, tim
nizsi je transkripni aktivita [226]. Analyzu vyskytu alely L ve vztalke stupni jaterniho
postiZzeni nebylo mozno proveést pro minimalni vysigly L v naSem souboru. Zvolili jsme
proto opény pistup. Analyzovali jsme vyskyt vSech genalygbsahujicich alelu S (tedy S/S,
S/M a S/L) wici vSem ostatnim genotym ve vztahu ke stagingu jaterni fibrézy.

Tabulka 25 ukazuje hodnoceni popsanych paraieé vztahu k fitomnostici absenci jaterni

cirh6zy. Ani i tomto hodnoceni nebyla prokdzana Zadna poziéisotiace [227].
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Tabulka 25: Vyskyt alely S v gentHMOX1 a genotypu 7//UGT1A1ke stupni jaterni fibrozy

Cirhéza p

n=146 pacienfi Ano (n=28) Ne (n=108)
Alela S v genuHMOX1
Ano? 65,1 68,0 64,5

1.00
N 34,9 32,0 35,5
Genotyp UGT1Al 7/7
Ano? 15,7 12,0 16,5

0.57
N 84,3 88,0 83,5

! Fishefiv exaktni test (dvoustranny)
2 procentudlni vyskyt dané alely

4.2.2 Polymorfismy HMOX1 a UGT1A1 ve vztahu k U €inku protivirové
lé€by

Vztah studovanych polymorfisin nizké vychozi virémie (HCV RNA< 800 000 IU/ml) a
jednotlivych tymi virologické odpowdi k SVR (kriterium vyléeni HCV infekce) ukazuje
Tabulka 26. V tomto hodnoceni byl pouze potvrzen vztah me@mii a dosazenim RVR a
SVR [228]. Neprokazali jsme vSak vztah mezi vyskytgednotlivych alelHMOX1 ani

UGT1Ala vysledkem l&by ani typem virologické odpedi [227].
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Tabulka 26: Vztah polymorfismia HMOX a UGT1AL, nizké virémie a typi virologické odpowdi k G¢inku
protivirové terapie

n=105 RVR pEVR/CEVR SVR
Viremie < 800 000 IU/mf
AUC (95% ClI) 0,607 (0,529; 0,686) 0,556 (0,448; 0,663) 0,65771®0, 0,737)
Pauc 0,008 0,330 0,045
sensitivita/specificita (%) 48,8/72,6 37,8/73,3 01,1
HMOX*
Alela S
AUC (95% ClI) 0,524 (0,444; 0,603) 0,500 (0,388;12) 0,558 (0,476; 0,639)
PAUC 0,561 1,000 0,165
sensitivita/specificita (%) 62,8/41,9 60,0/40,0 B47,4
Pvir 0,100 0,407 0,984
Alela M
AUC (95% CI) 0,511 (0,432; 0,591) 0,519 (0,40831)6 | 0,557 (0,476; 0,638)
Pauc 0.783 0.733 0.170
sensitivita/specificita (%) 54.7/47.6 53.9/50.0 ¥%3.9
PViR 0.065 0.615 0.995
Alela L
AUC (95% ClI) 0,512 (0,433; 0,592) 0,519 (0,40533)% 0,501 (0,419; 0,582)
PAUC 0,759 0,733 0,987
sensitivita/specificita (%) 8,1/94,4 93,9/10,0 e A
Pvir 0,011 0,546 0,130
UGT1AT
Alela6/7
AUC (95% CI) 0.504 (0.425; 0.584) 0.525 (0.413306 | 0.555 (0.473; 0.636)
Pauc 0,919 0,661 0,187
sensitivita/specificita (%) 39,5/38,7 61,7/56,7 83,9
Pvir 0,034 0,581 0,969

! pauc je statisticka vyznamnost pro danou AUGj[e statisticka vyznamnost pro srovnani mezi AUG pr
virémii a AUC pro danou alelu.
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5 Diskuse

5.1 Role HMOX a BLVRA v patogenezi jaterniho posSkoz  eni

V sowasné dob nejsou mechanismy vedouci k poskozeni hepatoayvzniku jaterniho
zaretu a fibrozy u chronické hepatitidy C glrobjasgny. Dosud nelze ani predikovat u
jednotlivych pacient dostaténé piesré riziko rozvoje zavazné jaterni fibrozdi jaterni
cirhdzy. Rozvoj fibrézy je dnes chapan jako kompiegroces, na kterém se spolupodileji
vlivy genetické, vlivy zevniho prosdi a které zakladni virologické a klinické parametry
(genotyp HCV, délka trvani infekce ks hostitele v okamziku fienosu infekce apod.).
K aktivaci fibrogenezeiispiva krong imunitni odpo¥di rovréz oxidani stres [164].
Opakovag byly vysloveny hypotézy, Ze v patogenezi poSkozatérni tkag pri HCV
infekci hraji roli vysoce reaktivni formy kysliku dusiku (RONS), které vznikaji v HCV
infilkovanych hepatocytech a infiltruji Bky imunitniho systému systému [150,229,230].
HCV muaZe rovrez snizovat expresi antioxidaich geri [174]. Nedavno bylo prokazano, ze
zvySena expreselMOX1 v jaternich myofibroblastech a v HSC ma velky gitoticky a
protizarétlivy potencial [188,231]. Overexprese nebo indukidOX in vitro u HCV infekce
potlaiuje replikaci viru a rovéZ zvySuje ochranu ¢ oxidatnimu poskozeni [189].
V literature jsou dosud publikovany rozporuplné vysledky ohdedxpreseHMOX v jaterni
tkani u HCV infekce. Abdalla et al. fipesli jako prvni udaje o exprediMOX1 v pripadech
chronické hepatitidy C [190]. ExpreB#OX1, nikoliv vSakHMOX2, byla vyznama sniZzena

v jaterni tkani u HCV infikovanych osob. Stejnycksiedii bylo dosazeno i \n vitro
experimentech[190,191] Ghaziani et al. naopak popsali indukci expred®OX1
Abdalla et al. nenalezli Zzadné rozdily v expteMOX1 u riznych stadii jaterni fibrézy podle

histologického hodnoceni [190]. V roce 2013 hyldblikovana studie analyzujici genovou
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expresi pomoci microarrays s cilem nalézt potencidiomarkery pro ¥asnou detekci HCC
[251]. Mezi geny upregulovanymi v jaterni tkani aleeu HCC podminého HCV infekci
byla rovréz BLVRAS vice neZ dvojnasobnym zvySenim v porovnani sabi jaterni tkéni
[251]. BLVRA byla recenté popséna jako modulator signalizace insulinovéhmeptoru
[196]. Inzulinova rezistence souvisejici se zvy$engxidanim stresem predikuje rozvoj
HCC u pacient s chronickou HCV infekci [252] a s inzulinovou isenci je rovaz
asociovana horsi odpé&d na protivirovou terapii [235].

Jednim z cil naSi studie bylo zjistit moZnou asociaci mezi ygwo fibrozy a zagu
jaterni tka® a expresiHMOX1 a BLVRAv jaterni tk&ni v zavislosti na virologickych a
klinickych parametrech u HCV infekce. Pro stanovesiativni expreseHMOX1 a BLVRA
v jaterni tkani jsme zavedli RealTime PCR metodiipouzitim 2 referagmich geri (HPRT,
GAPDH). Vzhledem k dobré korelaci obou refameith geri jsme vysledné relativni
exprese vyjailli vztazené naHPRT, ktery n¥l srovnatelnou miru exprese se sledovanymi
geny. ExpresiHMOX1 a BLVRA jsme porovnali v jaterni tkani paciéns chronickou
hepatitidou C a jaterni tkani osob s jinymi jaterhichorobami (nafp prostou jaterni
steat6zou i nealkohlovou steatohepatitidou, akyaiérni 1ézi, primarni sklerotizujici
cholangoitidou, alkoholovou jaterni cirh6zou) easebami s normalnim nélezem
(minimalnimi znénami) v histologickém obraze. Na zalkdagrokazanych zen exprese
HMOX1 v téchto vzorcich jsme usoudili, Ze pacienty s jinowlegii jaterni 1éze nez HCV
nelze pro Gely naSi studie povaZzovat za normalni kontroly. too divodu jsme skupinu
kontrol nasled& vymezili pouze na tkéové vzorky s minimélnimi zgmami¢i s normalnim
histologickym nélezem.iPporovnani s takto definovanymi kontrolami jsmezjistili Zadny
vyznamny rozdil v expresHMOX1 mezi skupinami, prawgodobr v disledku malého
poctu kontrol (n=6) a velké variability exprese indoithii HMOX1, zejména u HCV

infikovanych pacient (s SD az 80%). Neprokézali jsme rézrzadny vztah mezi expresi
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HMOX1, BLVRA a virologickymi parametry fed I&bou. V jaterni tkani pacieints HCV
jsme vSak nalezli zvySenou expreBLVRA ktera korelovala s expresi v perifernich
leukocytech krve.

Déle jsme zjisovali, zda geneticka predispozice (polymorfismy remotoru genu pro
HMOX1 aUGT1AJ) muze byt asociovana siiéhem HCV infekce nebo odpédi na terapii
a zda niZe byt rizikovym faktorem pro rozvoj fibrézy/cirngz HCV infikovanych pacieft
Polymorfismy promotoru genu prelMOX1 (rs1805173) a promotoru genu puiGT1Al
(rs81753472) byly vySstny simultdnni fragmentovou analyzou. Tato techmida vyvinuta
v nasi laborat® a byla recenth publikovana [232]. Podle ptu (GT), repetic byly
jednotlivé alely promotertHMOX1 klasifikovany na kratkou (Short, S < 24 opakovani)
sttedni (Medium, M=24-28 opakovani) a dlouhou (Longz22 opakovani) [233]. U
promotoru genWGT1Albyl sledovan vyskyt repetici (TA)a asociace siznymi parametry
pro genotydJGT1A17/7, ktery podmiuje hyperbilirubinémii.

Ve vySetovaném souboru paciénts chronickou HCV infekci jsme neprokazali vliv
sledovanych polymorfisthnHMOX1 a UGT1A1l na histologickou aktivitu/staging jaterniho
postiZeni ani asociaci s virologickymi parametigd l&bou nebo fi protivirové terapii.
V naSem souboru paciénjsme roviZz neprokazali vztah mezi exprediMOX1, paitem
HMOX1 pozitivnich bugk v jaterni tkani a aktivitou z&tlivého procesu (grading) a
stuprém fibrdzy (staging).

V nas8i studii jsme prokazali, Ze expréBeVRAYV jaterni tkani koreluje s expreSBLVRA

v perifernich leukocytech krve. Dale nas proto majb, zda expresBLVRAV krvi mize

predikovat odpo&d’ na protivirovou terapii.
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5.2 Role BLVRA v predikci efektu protivirové terapi e

Standardem léby chronické hepatitidy C je v séasné dob stale kombinace peginterferonu
a ribavirinu [234]. Vysledek tby je ovlivrén jak virologickymi faktory, tak faktory
hostitelskymi a jeji efekt je mozné velmi obtzredikovat ped zahajenim protivirove dby.
Vzhledem Kk finatini nar@nosti I&€by a ¢astym nezadouciméinkam kombinované terapie
PEG-IFN + RBV je Zadouci identifikovat markery, téeby umoznily jiz ped I&bou
identifikovat pacienty s minimalngi naopak nejvy3si pra¥godobnosti dosazeni SVR
(vyléceni HCV infekce). Resné molekularni mechanismy nebo prediktivni fakspojené se
selh&nim protivirové by dosud nebyly kompletridentifikovany.
Rada praci dostupnych v literéuse zabyvala genovou expresi v jaterni biopsiebd v krvi
respondér (osoby s dosazenou SVR) a nonrespaindésob bez SVR bez dalSiho rozliSeni
typt odpowdi) (viz pirehledové review [235]). Popsany byly také asociagkymorfismi
raiznych gefi s odpo¥di na I€bu. Dosud nejsilgjSim prediktivnim faktorem efektu dby
pied zahajenim protivirové dby jsou SNP v genillL28B [99,236,237]. Asociace genotypu
CC IL28B (rs12979860) s dosazenim SVRegstavuje dosud negsrEjSi prediktivni faktor
efektu l&by u genotypu 1 [99,236,238]. Stejny trend jsmekgrali v naSem souboru
pacieni jak u genotypu 1 (p=0.16), tak i u ostatnich ggpit(p=0.11). Multivarigni
analyzou neprokazana statisticka vyznamnost jedppmdobré zpisobena malym souborem
pacienti. Prevalence CC a non CC genatyli28B v nasem souboru byla ve skod
prevalenci CC a non CC genotyp pacieni popsanou 'R v roce 2012 na mnohentsim
souboru pacieiit[239]. Navic jsme pozorovali jasny trend asociapeegulované exprese
BLVRAs priznivym genotypem CC v porovnani s non CC genofps,059) a TT genotypy
IL28B (p=0,058).

Slibnym markerem predikce efektu protivirové teeafly se mohly stat ro¢n

enzymy katabolické drahy hemu. Zhu se spolupraggvnil89] nedavno popsali
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mechanismus protivirového ¢ciaku HMOXL1 V nadorovych bu&tnych liniich Huh-7,5
s JFH1 infeknim klonem prokazali, Zetimny produkt aktivityHMOXZY, biliverdin, jiz gi
biologickych koncentracich inhibuje virovou replkamechanismem inhibice NS3/4A
proteazy [189]. HCV je primégnhepatotropnim virem, mistem jeho replikace jsdcketa
PBMC [240,241,242]. Proto jsme se vnaSi studim&di zejména na stanoveni
exprese/aktivity HMOXv PBL/PBMC. Analyza genové exprese v PBMC znamend pro
pacienta vyznaminmensi z&Z v porovnani s invazivni analyzou jaterni biopsie.
Predpokladali jsme, Ze expreddMOX1 a aktivita HMOX v PBMC by mohla
reflektovat expresHMOXL1 v jaterni tk&ni. Pro &ely této studie jsme zavedli stanoveni
aktivity HMOX v PBMC novou vysoce citlivou metodifera dosud nebyla k dispozici.
Nalezli jsme vyznamh sniZzenou aktivitu HMOX v PBMC u HCV infikovanychagienti
pied zahajenim protivirové terapie v porovnani seweygini kontrolami. Na stanoveni exprese
HMOX jsme pouzili metodiku totoZznou se stanovenim \erjit tkani (SHPRT jako
refere@nim genem). ExprediiMOX1 jsme vSak pekvapiv mezi okma skupinami nalezli
bez vyznamnych rozdil Aktivita a exprese u HMOX korelovala pouze u koftich vzork,
u HCV infekce nebyl mezi expresi a aktivitou enzywéddny vyznamny vztah. Zadodu
chykgjici korelace u HCV infikovanych pacienfsme se rozhodli retrospekti&rstanovit
rovreéz expresiHMOX2, ktera byla snizend u HCV paciént porovnanim s kontrolami.
Korelace mezi aktivitou HMOX a exprebBiMOX2 byla steji jako u HMOX1 prokdzana
pouze u kontrolnich vzotk nikoliv u HCV pacieni. Ve vzorcich jaterni tk&ni v PBL jsme
stanovili HCV RNA. 100% pacietit pred zahajenim terapie &o infikované periferni
leukocyty, u 93% pacieatpied zahdjenim tby jsme prokazali stanovenim HCV RNA
negativni polarity aktivni virovou replikaci v PBl88% respondé; 100 % nonrespond#r.

Ve 24. tydnu léby byla u vSech sledovanych paciertCV RNA v PBL pod mezi detekce.
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Od 36. tydne po zahdjeni terapie byla HCV RNA peaziti negativni polarity detekovana
pouze u nonresponder

V PBMC infikovanych virem jsme nenalezli souvislasezi HCV RNA a aktivitou
HMOX. V PBMC ani v jaterni tkani jsme rovh neprokazali asociaci mezi HCV RNA a
expresi HMOX1/HMOX2/BLVRA V porovnéni s kontrolami jsme u HCV infikovanych
pacienfi prokazali zvySenou bazalni expréBLVRA, kter4 se dale zvySovala wvipghu
protivirové terapie. Proti kontrolam byla bazalxipeseBLVRAzvySena pouze u paciént
s HCV infekci, kté dosahli SVR, avSak nikoliv u nonrespondér

ExpreseBLVRAvV PBL korelovala s expresi v jaterni tkani a bganéZ asociované se
SVR. Tyto nalezy byly v rozporu s naSimvpdnim @ekavanim. Vzhledem k protivirovym
acinkam  biliverdinu jsme pedpokladali snizenou expreBLVRA u respondér. ZjiSténa
overexpresé8LVRA u HCV infikovanych pacieiitpied a hem protivirové léby je patri
zpasobena regulaci interferonem Indukce BLVRA interferonema. byla popsana v PBMC
neinfikovanych Simpaniz [243]. NaSe vysledky prokazujici asociaci BLVRAPBL
s odpo¥di na l€bu jsou v souladu s popsanou indukci IFN-stimulgeangeri (ISGs)
pozorovanych v PBMC respondéf244]. NaSe data v souladu émito prezentovanymi
skut&nostmi naznéuji, Ze 1) pacienti se SVR maji zvySenou expBis/RApied zahajenim
protivirové terapie (pravghodobré nasledkem interferonu indukovaného HCV infekci; 2)
pacienti se SVR i NVR maji dalSi ridt expreseBLVRA béhem protivirove terapie v
porovnani s bazalnimi hladinami (pr&pddobré v disledku terapeuticky podavaného
interferonu; 3) pacienti se SVR po ukeni terapie maji snizenou expreBLVRA
srovnatelnou s hladinami neinfikovanych kontrol vyakgoodobré diky poklesu produkce
exogennich (terapie) i endogennich (ifgmnost viru) interferoih Rovréz jsme prokazali,
Ze expreseBLVRA u HCV infekce je nezavisla na ribavirinem induko&ahemolyze

vznikajici v disledku terapie. NaSe data vSak neprokazuji, zdaxpeeseBLVRA aktivré
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zahrnutd v mechanismu protivirové odpdy nebo zda je jen vedlejSim markerem odjoldv
na terapii.

NaSe vysledky prokazaly, Zze pacienti s chronicko@VHinfekci maji vyznamé
zvySenou expresBLVRA v krvi, ktera koreluje s expresi v jaterni tkanBazalni exprese
BLVRA je silré asociovana s odpsdi na protivirovou terapii. Neschopnost indukovat
BLVRA by mohla byt prediktorem neodpovidavosti n@anslardni protivirovou terapii.
Vysledky je nutné o¥it v rozsahlejSi prospektivni studii.

V prabéhu roku 2011 schvalily FDAHood and Drug administratigna EMA
(European Medicines Agencl uziti v indikaci chronické HCV infekce vyvolam@&notypem
HCV 1 preparaty ze skupinyimo pisobicich antivirotik Directly Acting Antivirals, DA
boceprevir a telaprevir, protedzové inhibitory prganerace. Nova terapeutika jsou schvalena
pro pouziti v Iébé chronické hepatitidy C rowit vCeské republice. V roce 2012 byl
vypracovan Standardni diagnosticky a terapeutidstyp chronické infekce virem hepatitidy

C (www.ces-hep.cz), vémz je v rm trojkombin&ni I&ba boceprevirenti telaprevirem

v kombinace s pegylovanym interferonem a ribavmn®EG INF+RBV) doportovana jako
postup druhé volby, tj. pro osoby s anamnézou rigagpl€éby. Terapie s boceprevirem vede
k dosaZzeni SVR i u pacigntktei jsou nonrespondéry na standardni dvojkombinawi 2&%
piipadi [245,246]. V nejbliz§im obdobi je moZnaeavat, Ze bude trojkombinace
doporuena jako postup prvni volby pro pacienty s chromickiCV infekci.

Nyni jsme zahdjili prospektivni studii z&enou na expres8LVRA/BLVRBYV krvi u

kombinované terapie peginterferon + ribavirin + dyarevir.
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6 Zaver

6.1 Studie A — Exprese HMOX a BLVRA

1. Charakterizovat expresi HMOX v PBMC a aktiviiu HMOX v PBL u pacientua
s chronickou hepatitidou C pgred zahajenim protivirové terapie v porovnani se skpinou
zdravych kontrol. Objasnit vztah mezi expresi a akvitou HMOX a zakladnimi
klinickymi a virologickymi charakteristikami HCV in fekce. Charakterizovat zngny
aktivity a exprese HMOX béhem protivirové terapie vtydnech 12, 24, 36 a 48do
zahjeni terapie a nalézt pipadnou asociaci s efektem protivirové terapie.

Tato studie poprvé popsala expreBviOX v PBL u chronické HCV infekce. Pacientiepl
zahajenim protivirové terapie vykazovali snizenktivdu HMOX1 v porovnani se zdravymi
kontrolami. Aktivita HMOX korelovala s expre$éiMOX1 pouze u kontrol, nikoli u HCV
infikovanych pacient. Pred zahajenim protivirové terapie jsme v PBL padigotokazali
nevyrazne, ale signifikantni snizeni expréddOX2 v porovnani se zdravymi kontrolami.
ExpreseHMOX1 ani HMOX2 b¢hem protivirové terapie se neliSila u paciema |&bu

odpovidajicich (SVR) a rezistentnich (NVR).

2. Charakterizovat expresi BLVRA v PBL u pacienti s chronickou hepatitidou C
v porovnani se skupinou zdravych kontrol. Charakteizovat zmény exprese BLVRA
béhem protivirové terapie v tydnech 12, 24, 36 a 48dozahajeni terapie s cilem nalézt
piipadnou asociaci s efektem protivirove terapie.

Poddilo se nam prokazat, Zze bazalni exprB&&RAv PBL koreluje s odpasdi na terapii a
je zvySena u paciehtna I&bu odpovidajicich (SVR) v porovnani se zdravymitkalami a
rovréz v porovnani s pacienty na terapii rezistentniNWR). V pribéhu protivirové terapie

dochazi k dalSi upregulaBLVRAS vyznamnymi rozdily mezi SVR a NVR.
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3. Charakterizovat expresi HMOX a BLVRA v jaterni tkani pacienti s chronickou
hepatitidou C ve srovnéni s expresi v PBL.

Tato studie poprvé popsala vztah exprd840X a BLVRAmezi jaterni tkani a PBL u HCV
infikovanych pacierit a potvrdila korelaci expred VRAmezi jaterni tkani a PBL.

U expreseHMOX tento vztah prokazan nebyl praypddobrg v disledku zjis¢né vysoké

variability exprese inducibiltdHMOXL1v jaterni tkani i PBL.

6.2 Studie B — Polymorfismy HMOX1 a UGT1A1

1. Studovat varianty polymorfismu promotoru genu pro HMOX1 u pacienti
s chronickou HCV infekci a objasnit jejich mozZnou &ociaci s progresi jaterniho
poSkozeni a roviez s odpo¥di na terapii u HCV infikovanych pacienti.

Tato studie nepotvrdila asociaci polymorfismu rD38B73 promotoru genu pro HMOX1
s rozvojem jaterniho poskozeni ani s virologickyparametry ped zahajenim aéhem

terapie a s virologickou odpadi.

2. Studovat varianty polymorfismu promotoru genu pro UGT1Al u pacienti
s chronickou HCV infekci. Zjistit, zda genetickd predispozice (nefitomnost
polymorfismu UGT1A1*28) miiZze byt asociovana s HCV infekci, jejim pibéhem,
odpowvédi na terapii a zda miZze byt rizikovym faktorem pro rozvoj fibrézy/cirhdzy u
HCV infikovanych pacienti.

Tato studie nepotvrdila vyznam polymorfismu rs 83472 promotoru genu ptdGT1Alpro

pribéh infekce HCV a efekt protivirove d8y.
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