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u hepatoceluldrniho karcinomu

Hepatocelularni karcinom (HCC) je globalné¢ jednim =z vysoce prevalentnich
nadorovych onemocnéni, jehoz pocet ptipadu, tak jako pocet imrti na néj, kazdoro¢né
nartsta. Molekularni mechanismy vzniku HCC jsou intenzivné studovany, avSak stale
nejsou pln€ pochopeny. Mimo genetickych vlivll se na patogenezi HCC podili 1 vlivy
epigenetické. Dlouhé nekodujici RNA (IncRNA) jsou molekuly RNA bez schopnosti
kodovat proteiny a s délkou minimalné 200 nukleotidi. Rada studii odhalila IncRNA
zapojené do tumorigeneze prostiednictvim vazby na DNA, RNA 1 proteiny. Nové studie
ukazuji také na vyznamné zmény v expresi biotransformacnich enzymt u HCC a i zde

na interakce s mikroRNA (miRNA) a IncRNA.

Predkladand diplomova prace se vénuje problematice dlouhych nekodujicich RNA
ve vztahu k HCC. Shrnuje epidemiologickou situaci, rizikové faktory, aktudlni moznosti
diagnostiky a terapie tohoto onemocnéni. Dale se zabyva genetickymi a epigenetickymi
mechanismy pfispivajicimi k rozvoji HCC, se zaméfenim na miRNA a IncRNA.
Pfedmétem studia této problematiky je také souvislost nddorem poskozené jaterni tkané
s alteraci v expresi enzymu cytochromu P450 (CYP) a vzdjemnych interakci mezi CYP
a nekodujicimi transkripty. VSechny tyto poznatky pfiblizuji moznost identifikace
novych biomarkerli pro v€asnou ¢i ptresnéjsi diagnostiku a nalezeni ¢i individualizaci
lécebnych postupt pro efektivni terapii HCC. Diplomovou praci uzaviraji kapitoly
vénuyjici se zakladnim metoddm stanoveni IncRNA a databazim, které shromazd'uji

informace o této rozrustajici se skupiné¢ RNA.
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Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the highly prevalent cancers globally.
A number of new cases of HCC and deaths rises every year. Molecular mechanisms
of HCC are being intensively studied, yet they are not still fully understood. In addition
to genetic alterations, epigenetics also plays an important role in HCC pathogenesis.
Long non-coding RNAs (IncRNAs) are RNA molecules that are not capable of coding
proteins, and their length is 200 nucleotides or more. Various studies have already
revealed IncRNAs involved in tumorigenesis through binding to DNA, RNA
and proteins. New studies also demonstrate significant changes in the expression
of biotransformation enzymes in HCC, and interactions with microRNAs (miRNAs)

and IncRNAs.

This diploma thesis deals with the issue of long non-coding RNAs in relation to HCC.
It summarizes the epidemiological situation, risk factors, and current possibilities
of diagnosis and therapy of this disease. It also summarizes recently described genetic
and epigenetic mechanisms contributing to the development of HCC, focusing
on miRNAs and IncRNAs. A related aspect is the connection between tumor-damaged
liver tissue and alterations in the expression of cytochrome P450 (CYP) enzymes
and the interactions between CYPs and non-coding transcripts. In addition to the above,
all these findings bring closer the possibility of identifying new biomarkers for early
or more precise (molecular) diagnosis and finding or individualization of the treatments
for effective HCC therapy. Last chapters describe basic methods for IncRNAs
identification and analysis, and databases that gather information about this growing

group of RNAs.
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2 UVOD A CiL

Nédory jater jsou celosvétové Sestym nejCastéjSim typem nadorovych
onemocnéni a tieti nejéastéjsi pri¢inou umrti na rakovinu, zejména v Africe a vychodni
Asii. Az 85 % z téchto pripadu predstavuje hepatocelularni karcinom (HCC) (Globocan
2019; Bray et al. 2018), mezi jehoz typické rizikové faktory patii jaterni cirhoza, virova
hepatitida B a C, nadmérnd konzumace alkoholu a metabolicky syndrom (EI-Serag
2011). U pacientil v ¢asné fazi onemocnéni lze provadét chirurgickou, potencialné
kurabilni, resekci jater ¢i transplantaci jater. V pokrocilém stadiu se ptistupuje k cilené
1é¢be, kterd je oproti klasické systémové SetrnéjSi pro organismus, a kterd vyuziva
znalosti o signalnich drahach zapojenych do patogeneze HCC. Nyni jsou schvaleny tfi
preparaty ze skupiny multikindzych inhibitort — sorafenib, lenvatinib a regorafenib,
a imunoterapeutikum nivolumab (Chen et al. 2019). Navzdory snaham o u¢innou 1é¢bu
HCC vsak obdobi péti let po stanoveni diagnozy preziva asi jen 17 % pacientd, jelikoz
ve velké ¢asti pripadl jsou diagnostikovani az v pokrocilé fazi nemoci (Brodeur et al.
2019). Proto je cilem mnoha studii nalezeni vhodnych biomarkert, které by umoznily
vCasnou a detailni diagnostiku, a efektivni terapii, individualizovanou na miru
pacientovi, jeho celkovému zdravotnimu stavu, schopnosti aktivace ¢i odbourdvani
konkrétniho 1é¢iva a ptizptisobené vlastnostem konkrétniho nadoru. Zde se v poslednich
letech zacaly uplatiiovat a v budoucnu budou dale nabyvat na vyznamu genomické

¢1 jiné komplexni ptistupy.

Hlavnim ter¢em ¢i objektem maligni transformace u HCC jsou hepatocyty, které
jsou zaroven stézejnimi buiikami v biotransformaci. Rada studii popsala zmény exprese
cytochromiit P450 (CYP), hlavnich enzymti metabolizujicich jak endogenni latky, tak
velké mnozstvi 1éCiv, napf. i nékteré tyrozinkindzové inhibitory vyuzivané k 1écbé

HCC.

V poslednich letech se mimo studia genetickych vlivli na rozvoj onemocnéni
zamétuje pozornost védci také na vliv epigeneticky. Pocatecni premisa, Ze pouze geny
kodujici proteiny zastavaji dualezité funkce se, diky vysledkim projektu ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements), ukazala byt chybnou (Deng a Sui 2013). S pouzitim
vysokokapacitnich sekvenacnich technik byly objeveny také nekoddujici transkripty,
mezi néZ patii malé interferujici RNA (siRNA), malé jadérkové RNA (snoRNA), malé
jaderné RNA (snRNA), PIWI-interagujici RNA (piRNA), mikroRNA (miRNA)
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a dlouhé nekodujici RNA (IncRNA), z nichZ nejvétsi pozornosti se dostdvd miRNA
a IncRNA (Fernandes et al. 2019). MikroRNA jsou dlouhé 18-25 nukleotidil a vétSinou
funguji jako negativni regulatory exprese genl, pro dlouhé nekodujici RNA je
charakteristickd délka vice nez 200 nukleotidi a je zndma jejich role v negativni
1 pozitivni regulaci genové exprese. Ob¢ tyto skupiny se podili na regulaci bunécné
proliferace, diferenciace, apoptdzy a jejich deregulace Casto vedou ke zménam v fadé
biologickych procesi. U HCC jsou asociovany s proliferaci, invazi, apoptdzou
a metastazovanim nadorovych bunék (L1 et al. 2015a). IncRNA interaguji s DNA, RNA
1 sproteiny, ¢imZ mohou ovliviiovat transkripci, alternativni sestfih, stabilitu
a lokalizaci proteinli a v neposledni fad¢ také prostfednictvim interakci s miRNA
1 stabilitu mRNA. Pravé interakce mezi RNA molekulami jsou v této oblasti velkym
a komplexnim tématem, velkd ¢ast IncRNA vyuziva ke svému pisobeni mechanismus
navazovani miRNA molekul. Nové studie ukazuji taktéZ na interakce IncRNA, miRNA
a CYP, jejichz znalost pomaha odhalovat provadzanost biologickych pochodl
odehravajicich se v organismu, napt. pro klinickou praxi dilezit¢ 1ékové interakce.
Udaje o vzajemnych interakcich navic piinasi velky potencial pro identifikaci novych

biomarkert a cilt pro terapii.

Cilem této diplomové prace je reSerSni zpracovani aktualnich poznatka
o vyznamu dlouhych nekodujicich RNA u hepatocelularniho karcinomu véetné

souvislosti s biotransformacnimi enzymy a mikroRNA.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Jatra a hepatocelularni karcinom

Jatra jsou nejveétsim organem a zlazou lidského téla, s primérnou hmotnosti 1,5
kg. Jsou ulozena v pravé horni ¢asti dutiny btisni v tésné blizkosti branice, ke které je
fixuje vazivové pouzdro, jez zaroven celd jatra pokryva. Jatra jsou anatomicky
rozdélena na dva laloky. Zéakladni funk¢ni a stavebni jednotkou je jaterni laltcek, ktery
je tvotfen tramci jaternich bunék (hepatocytil). Prosttednictvim vena portae do nich
proudi krev obsahujici nutrienty, toxické latky a stfevni mikroorganismy. Jaterni tkan
tak zastavd celou fadu pro organismus nepostradatelnych funkci — metabolismus
proteint, sacharidi, lipidi, dusikatych sloucenin, tvorbu bilkovin, podili se na obrané
pfed mikroorganismy, ma vyznamnou detoxikacni funkci (Wilhelm a Hegyi 2007;

Hiilek a Urbanek 2018).

Hepatocelularni karcinom (HCC) je nejcastéjSim typem primarnich malignich
nadord jater (tvofi asi 75-85 % znich), druhym nejfrekventovanéjSim je pak
cholangiocelularni karcinom (10-15 %) (Bray et al. 2018). HCC byva obvykle
kone¢nym disledkem markantniho poskozeni jaterniho parenchymu, at’ uz napt. vlivem
virovych infekci, abizu alkoholu, ¢i dalSich faktort (viz kapitolu 3.4). Maligni
transformace vSak mtize trvat i 20-30 let a diagnoza je u pacientll ve vétSiné piipada
urcena az v pozdni fazi onemocnéni. Tento fakt znacné prispiva k vysi mortality, ktera

se v ramci nadorovych onemocnéni fadi k jedném z nejvyssich (Karin a Dhar 2016).

3.2 Epidemiologie

Pocet pripadii nadorovych onemocnéni kazdorocné nartistd. V roce 2018 bylo
dle GLOBOCAN databaze (projekt Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny
— International Agency for Research on Cancer (IARC)) zachyceno pies 18 milionQ
novych onkologickych pacient a pfes 9 a pll milionu imrti na rakovinu. Nejcastéji
diagnostikovanymi typy jsou nddory plic, prsu a kolorekta. Nadorim jater patii Sesté

misto.

Za rok 2018 bylo celosvétové zaznamendno 841 080 novych piipadii nadort
jater, spoCtem 781631 jsou pak jaterni malignity tfeti nejcastéjSi onkologickou
pfi¢inou umrti (Globocan 2019). Jak jiZ bylo zminéno, nejcastéjSim typem primarnich

jaternich nadorti je HCC, ktery je zodpovédny az za 85 % z nich (Bray et al. 2018).
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Globaln¢ 1ze ve vyskytu pozorovat znacné geografické rozdily, a to predevsim
z diavodu rizné doby a urovné expozice rizikovym faktoriim a kvili odliSnostem
v urovni a dostupnosti 1ékatské péce napiic zemémi. Nejvetsi podil na celkovém poctu
pfipadii maji méné vyspélé zemé. Jednd se zejména o oblast sub-saharské Afriky
(nejvice Egypt (32,2 na 100 000), Gambie (23,9) a Guinea (21,8)) a vychodni Asie
(Mongolsko (93,7), Kambodza (21,8) a Vietnam (23,2)) (Yang et al. 2019b; Bray et al.
2018; TARC 2018). I veék, kdy dochazi k propuknuti nemoci a median doby pteziti jsou
v riznych zemich odlisné. Ve véku nad 60 let je HCC vétSinou diagnostikovan
v Severni Americe, v zemich Evropy a v Japonsku, naopak v Africe a Asii je
saharské Africe, a to primérné 2,5 mésicti. Rovnéz i1 zde hraje zasadni roli dostupnost
a kvalita zdravotni péce a taktéZ neexistence screeningovych programl a limitované
moznosti 1é&by. Vice nez 60 % pacientt v Severni Americe, Evropé, Koreji a Ciné je
diagnostikovano ve stfedn¢ pokroc¢ilém ¢i pokroc¢ilém stadiu HCC. NejlepSich vysledki
pii 1écbé dosahuji kliniky v Japonsku a na Taiwanu, kde se velmi dbd na dodrzovani
prevence a vice nez 70 % piipadi HCC je zachyceno jiz v Casné fazi (Yang et al.

2019b).

ASR (World) per 100 000

. >8.4
5.8-8.4
47-58

3.3-4.7 - Not applicable % 4
<33 No data

Obr. 1 Globalni incidence jaternich nadorovych onemocnéni. Rok 2018, obé pohlavi.
Dostupné z: https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-map

Ceska republika se vyznaduje nizkou incidenci jaternich nadorovych
onemocnéni (4,2 na 100 000 obyvatel pro rok 2018), tento typ rakoviny zaujima az 20.
misto ze vSech malignit. Tak jako ve vét§iné zemi svéta vSak miizeme i1 zde pozorovat

vzestupny trend v incidenci. Od roku 1977, kdy bylo hldseno 438 nemocnych, se pocet
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ptipadit vysplhal na ¢islo 968 v roce 2017, nésledujici rok bylo diagnostikovano az
1063 novych pacientll — z toho 679 muzii a 384 zen. Nejcasteji byva diagnoza stanovena

ve véku 60+ (Dusek et al.).

C22 - ZN jater a intrahepatalnich... -4 Incidence

Yovoj v case -9 Mortalita

Zdroj dat: 0ZIS CR

m | | I LI B | [ | 1T 1T T | | T LI I L l r17T 1717 17T 17T 17T 17T 7T 7T 17T 7T 17T 171 l T l 1
"\ N L 2 .y A > WD 2,0
SEEESESSFEESES 8T8 STEETETETITS
Analyzovan data: N{inc)=30775, N(mor)=26214 htt p:/www.svod.cz

Obr. 2 Trend incidence a mortality u nddorii jater a intrahepatdlnich Zluc¢ovych cest od roku 1977
do roku 2017. Pocty pripadii jsou uvedeny na 100 000 obyvatel. Dostupné z:
https://www.svod.cz/analyse.php ?modul=incmor#

3.3 Klinické priznaky

Manifestace HCC se muze liSit v zavislosti na aktudlni mife poSkozeni jater
a jejich funkénosti. U pacientl s jaterni cirh6zou, u nichz dojde k dekompenzaci, je
tteba pamatovat na moznost HCC. V tomto piipad¢ byva typickym ptiznakem ikterus
a jaterni encefalopatie, taktéz ascites nebo krvaceni z jicnovych varixti. NecirhotiCti
pacienti vétSinou neabsolvuji na rozdil od cirhotikli pravidelna preventivni vySetieni
na HCC, diagnostikovani byvaji v pozdéjsich stadiich onemocnéni, tudiZ ma nédor vice
Casu pro svij rust. Symptomy zahrnuji pocit vy€erpanosti, nauzeu, anorexii, bolest

v horni ¢asti bficha, pohmatem patrnou hepatomegalii (Bialecki a Di Bisceglie 2005).
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3.4 Rizikové faktory

Az v 90 % pripadi vznikd hepatocelularni karcinom na podkladu cirhozy
a chronickych jaternich onemocnéni. Nejmarkantnéj$imi rizikovymi faktory HCC jsou
virova hepatitida B (HBV), hepatitida C (HCV) a alkoholovéa cirhdza jater. Na vzniku
onemocnéni se mize podilet také nealkoholova steatohepatitida (NASH), méné casto
vrozena hemochromatéza ¢i porfyrie, rovnéz je znama asociace HCC s expozici
aflatoxiniim (El-Serag a Rudolph 2007; European Association for the Study of the Liver
2018).

3.4.1 Hepatitida B

Chronickou hepatitidou B trpi asi 257 miliond lidi po celém svété (Yang et al.
2019b). HBV je etiologickym agens vice nez poloviny pfipadd HCC, a to zejména
v zemich vychodni Asie a Afriky (European Association for the Study of the Liver
2018), kde se pienasi vétSinou z matky na dité, tedy vertikdln€. Témet 80 % pacientl
s chronickou hepatitidou B trpi taktéz cirh6zou. HBV ma vSak vlastni tumorigenni
potencial — DNA viru je schopna =zacClenit se do hostitelského genomu
a potencovat karcinogenezi bez potteby fibroticky zménéné tkané (El-Serag 2011;

Fujiwara et al. 2018).

Riziko HCC je u HBV pozitivnich jedincti o to vyraznéjsi, pokud jsou vyssiho
véku, muzského pohlavi, infikovani jiz delsi dobu, pokud maji HCC v rodinné
anamnéze. Signifikantni je u té€chto pacientl také alkoholismus a vystaveni aflatoxinim.
C (nejprevalentnéjsi v Asii) a F (zejména Aljaska) (El-Serag 2011; Fujiwara et al.
2018).

3.4.2 Hepatitida C

Rocné se virem hepatitidy C nakazi na 170 miliont lidi, vétSinou se tak déje
prostfednictvim krve a krevnich derivati (El-Serag a Rudolph 2007). HCV je vedoucim
virovym ptivodcem HCC v Evropé, Severni Americe, ale také v Japonsku, Mongolsku
a v Egypté (Yang et al. 2019b). Pravdépodobnost vzniku HCC u nemocnych zvySuje
15-20krat, a to podporou fibrotizace a nasledné progrese k cirhoze jater (EI-Serag
a Rudolph 2007; Jindal et al. 2019).

Vys§imu riziku rozvoje HCC napomahd stejné jako v piipadé HBV infekce

pokrocily v€k pacienta, muzské pohlavi a pokud byl ¢lovék nakazen v pozdéjsim veku.
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DalSimi rizikovymi faktory jsou koinfekce HBV, HIV a taktéz obezita ¢i diabetes
mellitus (DM) (El-Serag 2011).

3.4.3 Alkoholova cirhoza jater

Dlouhodobd nadmérna konzumace alkoholu muze vést k jaterni cirhoze
a nasledn¢ tedy i k nadoru jater. Alkoholismus je tak jednim ze spoustécich faktort
hepatocelularniho karcinomu, v Evropé a USA je jaterni cirhdza alkoholové etiologie
dokonce druhym nejcastéj$§im rizikovym faktorem vzniku HCC (Yang et al. 2019b).
Podle metaanalyzy Turati et al. (2014) existuje souvislost mezi pozivanou davkou
a mirou rizika onemocnéni — pii konzumaci tfech ¢i vice alkoholickych napoji denné
zaznamenali autofi 16% narust rizika rakoviny jater oproti nekonzumentim. Alkohol se
muze na hepatokarcinogenezi podilet jak cestou nepiimou (pfeménou zdravé jaterni
tkan¢ na cirhotickou), tak cestou pifimou. Pfi oxidaci ethanolu vznika acetaldehyd,
prokézany kancerogen. B€hem metabolismu se tvofi také kyslikové radikaly (ROS),
které¢ vedou k peroxidaci lipidi, jez jsou poté schopny modifikace proteini a DNA
(Na a Lee 2017). Soubézna virova (HBV, HCV) ¢i metabolickd (obezita, diabetes
mellitus 2. typu) onemocnéni vykazuji pti ablizu alkoholu synergicky efekt a stavaji se

tak jest¢ vyznamnéjsSimi rizikovymi faktory (Testino et al. 2014; Fujiwara et al. 2018).

3.4.4 Metabolicky syndrom a NASH/NAFLD

Metabolicky syndrom predstavuje v dnesni dobé velmi zévazny globalni
zdravotni problém. Tuto diagnoézu lze vyslovit, pokud jsou splnéna alespon tfi
z nasledujicich kritérii:

Tab. 1 Diagnosticka kritéria metabolického syndromu (Hiilek a Dresslerova 2015)

Sérovy HDL cholesterol < 1 mmol/l (muzi) < 1,3 mmol/l (Zeny)
Obvod pasu > 94 cm (muzi) > 80 cm (Zeny)
Sérové triglyceridy > 1,7 mmol/l
Krevni tlak > 130/85 mmHg

> 5,6 mmol/l

Glukoza — nala¢no

anebo DM 2. typu

Prekroceni téchto hodnot u pacienta odpovida klinickému obrazu zahrnujicimu
hyperlipoproteinémii, nadvahu, arteridlni hypertenzi, diabetes 2. typu a ztoho

vyplyvajici rozvoj jaterni steatdézy (stav, kdy je tukem poSkozeno vice nez 5 %
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hepatocytll). Steatdéza je sama o sob¢ reverzibilni, pokud vSak prejde vlivem zanétu
do dalsi faze, nealkoholové steatohepatitidy (NASH — nonalcoholic steatohepatitis), pak
jde jiz o stav nevratny, ktery prostiednictvim fibrotizace mlize vyustit v cirhdzu, a tedy
az v hepatocelularni karcinom. Tyto procesy jsou souhrnné oznacovany pojmem
NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease, 1ze ptelozit jako nealkoholové postizeni jater
pri steatdze), coz je vlastné jaterni manifestaci metabolického syndromu (Hulek

a Dresslerova 2015).

3.4.5 Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou hepatokarcinogenn¢ pusobici mykotoxiny produkované
houbami rodu Aspergillus, které Casto kontaminuji potraviny — ptedevSim kukufici,
skotdpkové plody a suSené ovoce. NejtoxictéjSim typem je aflatoxin Bl (AFBI),
tvoteny druhy Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus (Jindal et al. 2019). Incidence
intoxikace aflatoxiny je nejvysSi v zdpadni Casti Afriky (hodnoty piesahuji 90 %),

nejniZ$i naopak v zemich zapadniho svéta, kde je skladovani potravin na lepsi Grovni.

AFB1 je vorganismu metabolizovan na epoxid, ktery se vaZe na DNA
a zpusobuje jeji poskozeni. Za charakteristicky znak jaterniho karcinomu zptsobené¢ho
aflatoxiny lze povazovat mutaci v kodonu 249 v tumor supresorovém genu 7P53. Jedna
se 0 jednonukleotidovou substituci (AGG — AGT) odpovidajici v proteinu preméné
argininu (R) na serin (S). Tato R249S mutace se jen ziidka vyskytuje u nadorovych
onemocnéni jinych nez HCC a vétSina pfipadii je zaznamenana v zemich s vysokym
nutricnim pifijmem aflatoxinii. Velmi problematickd je taktéz kombinace aflatoxini
s hepatitidou B, v jejimz disledku je riziko rakoviny 30nasobné vyssi (Kucukcakan

a Hayrulai-Musliu 2015; Yang et al. 2019b).

3.4.6 Hemochromatoza

Hereditarni hemochromatéza (HH), autosomalné recesivni onemocnéni
charakterizované stfddanim Zzeleza v organismu, je také jednim z rizikovych faktort
HCC. Ukladani Zeleza omezuje spravnou funkci jater, coz muze vést k cirhdze
a nasledné k jaternimi karcinomu. Hemochromatéza zvySuje riziko HCC asi 20krat

(Rawla et al. 2018).

3.4.7 DalSi faktory
Vyssi vyskyt a taktéZ mortalita jsou ziejmé u muzd, a to z divodu vyssi

koncentrace testosteronu, ktery je povazovan za pozitivni reguldtor bunééného cyklu
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hepatocytt, resp. regulator cyklinu E, pti ptfechodu z G1 faze do S faze cyklu (Pok et al.
2016). Také je znamo, Ze koufeni cigaret zvysuje riziko vzniku HCC. V metaanalyze
Baecker et al. (2018) autofti zjistili, Ze celosvétové ma asi 13 % pripadt nadort jater

primou souvislost s koutfenim tabaku, ¢astéji se tato skute¢nost tyka muza.
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3.5 Genetické mechanismy vzniku hepatocelularniho karcinomu
Metoda sekvenovani nové generace (NGS, next generation sequencing)
umoznila vice porozumét molekularni podstaté mnoha onemocnéni, HCC nevyjimaje.
Odhalila a odhaluje klicové body karcinogeneze a diky témto znalostem rovnéz vede
k vyvoji cilenych 1é¢iv, a tedy i k lepSim vysledkiim pfi 1é¢bé pacientti (Zucman-Rossi
et al. 2015). Diky NGS jiz bylo k dneSnimu dni odhaleno mnozstvi genetickych
i epigenetickych zmén (viz kapitolu 3.6), podilejicich se na procesu vzniku HCC

(Dhanasekaran et al. 2016). Nasledujici kapitoly stru¢né popisuji nejvyznamnéjsi z nich.

3.5.1 UdrZovani délky telomer

Telomerami jsou nazyvany sekvence v koncovych ¢astech chromozomi chranici
je behem bunécného déleni pied zkradcenim na kritickou délku. Telomerdzy jsou
enzymy, které udrzuji spravnou délku telomer a v pfipadé potieby jsou schopny
chybgjici telomerickou DNA dosyntetizovat. Jednd se o komplexy tvofené
telomerdzovou reverzni transkriptdzou (TERT) a telomerazovym RNA komponentem
(TERC). Chronicky nemocna jatra reaguji masivni tvorbou novych hepatocytl, ¢imz
dochazi k rapidnimu zkracovani telomer. Buiiky starnou, podléhaji apoptoze, jatra tak
ztraceji schopnost regenerace a prestavaji byt odolnd k fibroze a cirhdze.
Za fyziologického stavu je exprese telomerazy ve zralych hepatocytech potlacena.
Pfi mutaci v enzymu vSak muze dojit k jeho reaktivaci, ktera vede k nekontrolované
bunécné proliferaci a maligni transformaci bun¢k. Ve vice nez 90 % ptipadit HCC jsou
nalézany mutace pravé v telomerazovém komplexu — nejcastéji jde o mutace TERT
promotoru (54-60 %), dale integrace HBV DNA do TERT promotoru (10-15 %)
a TERT amplifikace (5-6 %) (Zucman-Rossi et al. 2015; Dhanasekaran et al. 2016).

3.5.2 TPS3

Tumor supresorovy gen 7P53 je u HCC rovnéz cCastym terem mutaci.
Jeho protein p53 je dilezitym reguldtorem bunééného cyklu, za normélnich okolnosti je
v piipad¢ destrukce poSkozenych bunék nebo potreby jejich reparace schopen zéstavy
cyklu. Inaktivace p53 vede k nekontrolovanému bunécnému déleni. Mutace p53 se tyka
asi 1248 % pacientli s HCC a je spojena s vétsi pravdépodobnosti vzniku méné
diferencovaného HCC s vaskuldrni invazi (Dhanasekaran et al. 2016; Couri a Pillai
2019).
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3.5.3 Signalni drahy
3.5.3.1 Wnt/f-katenin cesta

Whnt signélni draha hraje zdsadni roli béhem embryonélniho vyvoje pii bunécné
proliferaci, diferenciaci, a pfi angiogenezi, také se podili na tkanové homeostaze.
Zahrnuje cestu kanonickou (B-katenin dependentni) a nekanonickou (B-katenin

nezavisla).

Wnt cesta je zahdjena navazanim extracelularnich Wnt ligandi na membranové
Frizzled receptory, kter¢ nasledné poSlou signdl k uvolnéni B-kateninu
z proteazomového komplexu (APC protein, axin, glykogen syntdza kindza 3 (GSK3),
cyklin-dependentni kindzovy inhibitor (CKI)). V cytoplazmé nahromadény p-katenin
vstupuje do jadra, vaze se na transkripéni faktor a nasledné je schopen regulace

transkripce cilovych geni.

Mutace v CTNNBI, genu koédujicim [-katenin, miize zplsobit rezistenci
B-kateninu k degradaci proteatozomovym komplexem. Stejné tak jsou jiz zndmy
1 mutace Cleni komplexu, vedouci ke ztraté¢ jejich funkce a k hromadéni B-kateninu
v cytoplazmé a nasledné nadmérné onkogenni transkripci. AXINI mutace se objevuje
u 3-16 % ptipadi a mutace AXIN2 u 3 % vSech ptipadi HCC. Mutace CTNNBI byla
zaznamenana v 1146 % ptipadech hepatocelularniho karcinomu (Khalaf et al. 2018;

Couri a Pillai 2019).

OFF

LRP Frizzled

( Eatenin )

: :  p-catenin)
_| B-catenin . B-catenin
— S,

- -~ S — -~
-~
in

‘ @ tenin ) -

-
-~
(taich nt responsive
[ » gene

Obr. 3 Piehled Wnt/B-katenin signdlni drahy. V klidovém stavu je f-katenin vdzan v proteazomovém
komplexu, ktery zprostredkovava jeho degradaci. Pri dostatku Wnt se spousti signdlni kaskada, vedouct
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3.5.3.2 Tyrozinkindazové receptory

Tyrozinkinazové receptory (TKR) se ti€astni regulace bunééného ristu, migrace,
diferenciace a metabolismu. Jsou to membranové receptory vazici hormony, ristové
faktory, cytokiny a dal$i molekuly. Patfi mezi né¢ mimo jiné receptor epidermalniho
rustového faktoru (EGFR), receptor fibroblastového rtstového faktoru (FGFR),
insulinovy receptor (IR) a receptor pro rustovy faktor podobny insulinu (IGFR),
receptor destickového rastového faktoru (PDGF), receptor vaskuldrniho endotelového
ristového faktoru (VEGFR), receptor rustového faktoru hepatocyti (HGFR)
a protoonkogenni c¢-KIT (receptor ristového faktoru kmenovych bunek (SCFR)/CD117)
(Regad 2015). Po jejich aktivaci dochazi ke spusténi signalnich drah PI3K/AKT/mTOR
a Ras/Raf/MEK/ERK, dysregulace na nékteré urovni téchto kaskad je spojena se

vznikem mnoha onemocnéni, zejména rakovinou (Couri a Pillai 2019).

EGF/EGFR

Skupina receptorii epidermalniho rhstového faktoru (HER) ¢itad Ctyfi Cleny,
HER1 (EGFR/ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3), HER4 (ErbB4), jejichz
nadmérna exprese byla zaznamendna u fady nadorovych onemocnéni (napf.
u karcinomu hlavy, pankreatu, zaludku, prostaty, ledvin a vaje¢nikil). EGFR se podili na
regulaci fyziologického ristu bunék. Jeho nadmérna exprese je pozorovana zejména
u rakoviny prsu, kolorektalniho karcinomu a taktéz u HCC, mira exprese koreluje
s agresivnosti nadoru. Incidence mutaci EGFR se u HCC pohybuje mezi 4-66 %

piipadii (Masopust 2006; Couri a Pillai 2019).

VEGF/VEGFR, PDGFR, FGFR

Pro sviij rGst a pro schopnost metastazovani potfebuje nador cévni zasobeni.
V angiogenezi je zapojeno né€kolik faktort — angiopoetin, FGF, PDGF a VEGEF,
zejména pak VEGF pisobici na receptor 2 (VEGFR2). FGF a PDGF se podili taktéz
na regulaci bunééného rlstu a invazi, angiogeneze se ucastni predevSim v reakci na
anti-VEGF terapii, kdy na potla¢eni novotvorby cév reaguji nadorové bunky nadexpresi
VEGF a posléze i FGF a PDGF. Jejich nadmérna exprese je v pfimém vztahu se
zvysenou tvorbou metastaz a s celkové horsi prognézou HCC (Masopust 2007; Kudo

2012).
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HGF/c-Met cesta

HGF je cytokin vazajici se s vysokou afinitou na receptor c-Met (cellular Met;
HGFR). Tato signdlni drdha zprostfedkovavd rast nadoru, jeho invazi, migraci
a angiogenezi. Nadprodukci HGF lze zaznamenat asi u 33 % ptipadi HCC, zvySenou

expresi c-Met u 20—48 % ptipadi HCC (Venepalli a Goff 2013).

IGF/IGFR

Tvorba IGF1 a IGF2 je stimulovana rGstovym hormonem z adenohypofyzy.
IGF1 fyziologicky reguluje bunécny rist a apoptézu béhem postnatidlniho vyvoje
a IGF2 rist plodu a vyvoj placenty. V karcinogenezi apoptdzu potlacuji a maji vliv
na nekontrolovanou proliferaci bunék a metastazovani nadoru (Adamek a Kasprzak

2018).

3.5.3.3 MAPK signalni draha (Ras/Raf/MEK/ERK)

Signalni kaskdda MAPK (mitogen-activated protein kinase) se sklada ze Ctyt
klicovych proteinkindz — Ras (rat sarcoma), Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma),
MEK (mitogen-activated protein kinase) a ERK (extracellular signal-regulated kinase).
Zodpovida za spravnou regulaci bunécéné proliferace, diferenciace a piezivani. Kaskadu
muze spustit navazani napt. rustovych faktort (EGFR, VEGFR, PDGFR) ¢i hormont
na tyrozinkindzovy receptor (Yang a Liu 2017). Na membranu vazany Ras je
v klidovém stavu ve form& Ras-GDP, po navadzani ligandu na receptor prechazi
do aktivovaného stavu Ras-GTP. Ten poté fosforylaci zahajuje kaskadovité aktivovani
dalsich ¢lenti drahy — Raf, MEK a ERK — coz vede k aktivaci transkripcnich faktora

v jadfe vedouci k mitogenezi (Yang a Liu 2017).

Mutace v protoonkogenu Ras jsou nejcastéjsi u karcinomu pankreatu, kolorekta
a Stitné Zlazy (Asati et al. 2016). Z jeho izoforem je nejcastéji mutovana izoforma
K-Ras, u HCC je vsak incidence pouze kolem 1 % (Chen et al. 2019). Stejné tak jsou
vzacné 1 mutace v genu pro serin/threoninové kindzy Raf, byly ale zaznamenany

ptipady hyperaktivace wild-type Raf (Kudo 2012).

3.5.3.4 Signalni draha PI3K/Akt/mTOR

Signalni kaskadda PI3K/Akt/mTOR ma kli¢ovy vyznam pii metabolismu, ristu
a prezivani bunék, reguluje transkripci, prichod bunéénym cyklem a translaci, ma vliv
na maligni transformaci bun€k navozenou onkogeny nebo tumor supresorovymi geny,

na neovaskularizaci a tvorbu metastdz (Masopust 2006). Aktivovana miize byt napf.
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rustovymi faktory (VEGF, PDGF, EGF), hormony, ale reaguje i na stres a mnozstvi
kysliku ve wvn&jSim prostfedi. Je zahdjena navdzanim nékterého z ligandi
na membranovy receptor. PI3K (fosfatidylinositol-3-kindza) nasledn¢ fosforyluje
membranovy fosfolipid  PIP; (fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat) na  PIP3
(fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat), ktery se véaze na serin/threoninovou kindzu Akt
(proteinkinaza B) a aktivuje ji. Akt prendsi signal dale na molekulu mTOR (sav¢i cil
rapamycinu — mammalian target of rapamycin; serin/threonin kindza), st€zejni regulator
celé signalni kaskady reagujici na nutrienty potiebné pro déleni bun€k. Draha pokracuje
syntézou proteinti, které zprostiedkovavaji jednak translaci napt. proteind HIF
(hypoxia-inducible factor) a c-Myc a cyklinu D1, coz méd vkone¢ném dusledku
nadmérnou tvorbu ristovych faktori (VEGF, PDGF, EGF), jednak translaci proteinti
potiebnych pro postup buiky z Gl faze do S faze bundéného cyklu (Studentové
a Melichar 2010; Kudo 2012).

PI3K je negativné regulovdna produktem tumor supresorového genu PTEN
(phosphatase and tensin homolog), ktery defosforyluje PIP; na PIP, a ve fyziologickém
stavu tak udrzuje vySe popsané procesy v normé&. Inaktivace PTEN vyvolana mutaci
¢1 epigenetickou modifikaci je jednim z nejcastéjSich patologickych spoustéci drahy
(Studentova a Melichar 2010). Dal§imi znAmymi pfi¢inami hyperaktivace PI3K cesty
jsou mutace v Ras a nadmérnd exprese receptorti ristovych faktorii (Karar a Maity

2011; Kudo 2012).

Vzhledem k vyznamnosti mTOR jako regulatoru, jsou jeho deregulace Castym
prispévkem v karcinogenezi HCC — bylo zjisténo, ze se deregulace jeho a dalSich
molekul v kaskade tyka asi 40-50 % ptipadd HCC a ze je Casto spojena s niZSim
stupném diferenciace nadoru, jeho cCasnou rekurenci a horSi prognoézou (da Motta

Girardi et al. 2018).
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Obr. 4 Signalni drahy Ras/Raf/MEK/ERK a PI3K/Akt/mTOR (Oikonomou et al. 2014)

3.6 Epigenetické alterace u hepatocelularniho karcinomu

Epigenetické zmény jsou dédi¢né reverzibilni modifikace chromatinu a DNA,
ovSem nezasahujici do nukleotidové sekvence DNA (Csoka a Szyf 2009). Reguluji
expresi genti pomoci methylace DNA, modifikace histonli, remodelace chromatinu
a také prostfednictvim interakci s proteiny nekodujicimi molekulami RNA (Ho et al.
2016).
K epigenetickym alteracim muze dochazet vlivem starnuti, virovych infekci ¢i
chronickych zanétlivych procest. Mutace na téchto urovnich jsou taktéz casto
asociovany s nadorovym bujenim, v poslednich letech se mimo vlivu patologické
methylace DNA a modifikace histoni na progresi HCC hovoii takeé
o asociaci s aktivitou nekodujicich RNA — mikroRNA (miRNA) a dlouhych
nekodujicich RNA (IncRNA) (Saito et al. 2014; Dai et al. 2020).

3.6.1 Methylace DNA

Pii methylaci DNA je pfenaSena methylova skupina z S-adenosyl-methioninu
(SAM) na cytosinovou bazi CpG dinukleotidu (cytosin-fosfat-guanin). Jde
o enzymatickou reakci katalyzovanou DNA methyltransferaizami DNMT1 (methylace
hemimethylovanych CpG dinukleotidii), DNMT3A a DNMT3B (methylace de novo).
CpG dinukleotidy jsou kumulovany vtzv. CpG ostriveich — kratkych oblastech
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bohatych na CpG, pokryvajicich vice nez 50 % vsech promotori (Hol¢dkova 2018; Toh
et al. 2019).

Na methylacni status DNA ma vliv stres, koufeni, dieta, ptisobeni xenobiotik
a také starnuti organismu, pfi némz se celkova methylace DNA snizuje a v CpG
ostrivcich naopak zvySuje (Skalova 2017). Aberantni methylace DNA je castym jevem
u nadorovych onemocnéni, a to vcetné HCC. Globalni hypomethylace se tykaji
nekodujicich oblasti (repetitivni sekvence, introny a retrotranspozony) a maji
za nasledek genetickou a chromozomalni nestabilitu, hypermethylace promotorovych
¢asti zptisobuji umlcovani tumor supresorovych genil (Saito et al. 2014; Dhanasekaran

et al. 2016).

3.6.2 Modifikace histontii a remodelace chromatinu

Chromatin je DNA a proteiny zahrnujici struktura, spiralizujici az do podoby
chromozomu. Zakladni stavebni jednotkou chromatinu je nukleosom tvoifeny
oktamerovym jadrem histont, obtocenym 147 bp dlouhym segmentem DNA. Uplatiuji
se zde Ctyfi typy histonovych proteinia — H3, H4, H2A a H2B. Histony jsou bazické
proteiny, jejichz zjadra vycnivajici konce s aminokyselinovymi zbytky (zejm. lysinu

a argininu) podléhaji posttranskripénim tpravam (Audia a Campbell 2016).

Modifikace histoni ma zasadni roli vregulaci struktury chromatinu. Ten
v reakci na tyto zmény dynamicky ptechazi z transkripéné aktivniho euchromatinu
na vysoce kondenzovany transkripéné neaktivni heterochromatin a obracen¢ (Skalova
2017). V zavislosti na konkrétnim typu modifikace a histonovém zbytku, jenz se této
premény ucastni, vedou modifikace k aktivaci, anebo represi transkripce. Modifikace
jsou zprostiedkovavany enzymy methylujicimi a acetylujicimi lysinové a argininové
zbytky, fosforylujicimi serinové a threoninové zbytky ¢i ubikvitinujicimi zbytky lysinu.
V téchto procesech se uplatiiuji napt. histonové acetyltransferazy (HAT), deacetylazy

(HDAC) a methyltransferdazy (HMT) (Liu et al. 2014; Dhanasekaran et al. 2016).

Acetylace histonll snizuje pozitivni naboj lysinovych zbytkl, ¢imz zeslabuje
interakci histont s negativné nabitou DNA, chromatin se stdvd méné€ kondenzovanym
a umoziuje tak pfistup transkripénim faktorim (Toh et al. 2019). Acetylace histoni,
napi. acetylace lysinu 9 a 27 na histonu H3 (H3K9ac a H3K27ac), je tedy spojena
s aktivaci genil, deacetylace naopak s tlumenim genové exprese. Nerovnovaha mezi

témito stavy a mezi aktivitou HAT a HDAC miiZe vést k progresi riznych onemocnéni

30



— kuptikladu kardiovaskularnich ¢i nadorovych, v¢. HCC (Skélova 2017; Dai et al.
2020).

Na rozdil od acetylace histonti mize mit jejich methylace Gc¢inek jak transkripci
aktivujici, tak inhibujici. V transkripéné aktivnich genovych promotorech byva napf.
zvySena trimethylace lysinu 4 na histonu H3 (H3K4me3) a trimethylace lysinu 36
na tomtéz histonu (H3K36me3). V promotorovych oblastech s tlumenou transkripci
jsou naproti tomu piitomny trimethylace H3K9 (H3K9me3), H3K27 (H3K27me3)
a H3K20 (H3K20me3) (Nakamura et al. 2019; Toh et al. 2019). Studie He et al. (2012)
prokazala korelaci zvySené hodnoty trimethylovaného H3K4 s horsi progn6zou HCC
a se zkracenim doby piezivani pacientl. Vysledky vyzkumu Cai et al. (2011) ukazaly,
ze nadmérna exprese H3K27me3 podporuje agresivnéj$i expanzi nadoru, zejm.

vaskularni invazi HCC.

3.6.3 Nekodujici RNA

Jen 2 % sekvenci DNA lidského genomu koduji proteiny, avSak vice nez 90 % je
transkripéné aktivnich. V roce 2012 zjistili védci pfi mezinarodnim projektu ENCODE
(ENCyklopedia Of DNA Elements), ze do té doby piezdivana tzv. odpadni DNA ma
taktéz svou nezastupitelnou funkci, a to na urovni RNA. Tyto nekddujici RNA jsou
vyznamnymi regulatory genové exprese a podle délky se rozdéluji na malé nekodujici
RNA (sncRNA; 18-200 nukleotidll) a dlouhé nekodujici RNA (IncRNA; vice nez 200
nukleotidll) (Deng a Sui 2013; Romano et al. 2017). V souvislosti s HCC stoji v popiedi
z4jmu studium molekul mikroRNA a IncRNA, o molekulach IncRNA pojednava

samostatna kapitola (viz kapitolu 3.11).

3.6.3.1 MikroRNA
MikroRNA (miRNA, miR) patii mezi malé nekodujici RNA. Jsou to
jednofetézcové molekuly RNA, jejichz délka se pohybuje mezi 18-25 nukleotidy.

Plisobi nejcastéji jako negativni regulatory genové exprese (Deng a Sui 2013; Votavova

a Brdicka 2016).

V jadie jsou geny miRNA transkribovany prostfednictvim RNA polymerazy II
na primarni dlouhé transkripty pri-miRNA. Ribonukledza Drosha nasledné tyto
transkripty $tépi na vlasenkové prekurzorové pre-miRNA. Po transportu do cytoplazmy
je pre-miRNA dale $t€pena pomoci endonukledzy Dicer za vzniku duplexni miRNA.

Jedno z vlaken se inkorporuje do komplexu RISC (RNA-induced silencing complex).
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V této podobé je pak miRNA schopna vazat se na 3' neptfekladanou oblast (3' UTR)
cilové mRNA a v pripad¢ uplné komplementarity ji degradovat, pii komplementarité

neuplné inhibovat translaci této mRNA (Votavova a Brdicka 2016).

Z divodu stale ptibyvajicich nove identifikovanych miRNA vzniklo jiz nékolik
databazi, znichz nejpouzivangj$i je miRBase (www.mirbase.org). Jde o katalog
zahrnujici informace o dosud objevenych miRNA u 271 organismii. Aktualné, v unoru
2020, obsahuje miRBase data o 1917 prekurzorovych vlasenkach miRNA a 2654
zralych molekulach miRNA u ¢loveéka (miRBase).

Role mikroRNA v onkogenezi a u hepatocelularniho karcinomu

miRNA reguluji expresi asi dvou tfetin lidskych geni. Jedna molekula miRNA
muze regulovat expresi vice nez 200 cilovych genti a zaroven dana cilovda mRNA mize
byt regulovana vice molekulami miRNA (Friedman et al. 2009; Fang et al. 2017).
miRNA prostfednictvim tlumeni exprese gent reguluji bunécnou proliferaci,
diferenciaci a apoptdézu, mohou se podilet na rozvoji a progresi nadoru, jeho
metastazovani a také ovliviiovat 1écebnou odpoveéd’ organismu (Deng a Sui 2013; Nagy
et al. 2018). Pfimé souvislost miRNA s onkogenezi u ¢lovéka byla prokazana teprve
v roce 2002 ve studii Calin et al., kterd zjistila, Ze miR-15a a miR-16-1 ptsobi jako
tumor supresorové geny u chronické lymfocytarni leukemie, kdy jsou casto deletovany

nebo je snizena jejich exprese.

Ve vztahu k maligni transformaci lze rozliSovat onkogenni miRNA (cili
na tumor supresorové geny) a tumor supresorové miRNA (interagujici s onkogeny).
Toto rozdé€leni vSak nelze povazovat za absolutni, nebot’ jedna konkrétni miRNA mitize
byt jak onkogenem, tak nddorovym supresorem, v zavislosti na typu nadoru (Ling et al.
2017). Role miR-34 jako tumor supresoru, a tedy jeho snizend exprese, byla
zaznamenana u rakoviny prsu, plic, ledvin, zaludku, prostaty, tlustého stfeva
a konecniku, taktéz u HCC (Imani et al. 2018). Nizka exprese miR-374a je spojena
s krat$i dobou pfezivani pacientli s nemalobunécnym karcinomem plic. ZvySena exprese
miR-185 a naopak snizend exprese miR-133b u kolorektdlniho karcinomu jsou
asociovany s vetSim rizikem metastazovani nadoru a s kratSi dobou preZivani (Nagy et
al. 2018). Intenzivné studovanym je také klastr miR17-92, ktery zahrnuje miR-17, miR-
18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b a miR-92a, a jehoZz expresi potencuje onkogen c-Myc.

Zvysend exprese tohoto klastru je pozorovéana u celé fady naddorovych onemocnéni,
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predevsim u karcinomu plic, pankreatu, prsu, prostaty, u lymfoma (Fang et al. 2017)
a taktéz u HCC, kdy napt. Connolly et al. (2008) zaznamenali nadexpresi klastru
u 100 % lidskych vzork.

Aktivity miRNA zapojenych v onkogenezi HCC ovliviiuji proliferaci, invazi,
metastazovani, apoptdézu, angiogenezi a rezistenci vic¢i podavanym 1ékam.
Prostfednictvim kontroly bunééného cyklu jsou kupiikladu miR-1468, miR-98, miR-
195, miR-506 a miR-1299 zapojeny v regulaci bunécné proliferace a apoptozy (Xu et al.
2018). miR-1468 podporuje prechod z G1 faze do S faze bunécného cyklu a necitlivost
k signalim pro apoptozu, u HCC byla zaznamendna jeji zvySend exprese (Liu et al.
2018b). MiR-98, miR-195, miR-506 a miR-1299 piisobi na bunéény cyklus inhibi¢né
a v HCC tkénich byla jejich exprese sniZzena. Metastazovani nadoru je jednou z hlavnich
pri¢in umrti onkologickych pacienti. miRNA s dysregulovanou expresi podilejici se
na tvorbé metastaz jsou naptiklad miR-25 a miR-1246, které jsou u HCC up-
regulovany, a miR-195 a miR-212, které jsou naopak down-regulovany (Xu et al.
2018). Zvysena exprese miR-21 je spojena s nizkou diferenciaci nddorovych bunék,
s rastem a také s migraci téchto bun¢k a s metastazovanim (Yamamoto et al. 2020).
miRNA jsou taktéz zapojeny do procesu angiogeneze v HCC prostrednictvim regulace
VEGF. Up-regulace hypoxii indukované miR-210 potencuje angiogenezi (Yang et al.
2016). ZvySena exprese miR-638 a miR-146a plsobi supresivné na VEGF a tlumi tak

tvorbu novych cév a metastaz.

Dalsi oblasti ovliviiovanou ptsobenim miRNA je ucinnost terapie HCC,
konkrétn¢ pak problematika 1ékové rezistence. Nalezeni zpusobu, jak rezistenci zvratit
¢i obejit a zlepsit celkovou efektivitu protinadorové terapie je predmétem mnoha studii.
Utinnost sorafenibu, nejznaméjsiho 1éku pro terapii HCC, je zna¢né limitovana pravé
z divodu ziskané rezistence (Xu et al. 2018). Slibnymi molekulami pro feSeni tohoto
problému se zdaji byt miR-7 pro ptekonani rezistence (Kabir et al. 2018), miR-367-3p

pro zvySeni efektivity sorafenibu potlacenim metastazovani (Xu et al. 2016).

Dulezité miRNA zapojené do patogeneze HCC identifikovali také Wang et al.
(2019). Z 317 studovanych miRNA bylo 262 up-regulovanych a 55 down-
regulovanych, sedm z nich autofi oznalili za klicové. Zaznamenali snizenou expresi
miR-199a-3p, miR-199b-3p, miR-139-5p, miR-139-3p a miR-424-3p, tedy v piipade

HCC povazovanych za nadorové supresory. Pravdépodobné onkogenni potencidl maji
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miR-1269-b a miR-1269a, jejichz hladina byla u vysetfovanych vzorki s HCC zvysena.
Tyto miRNA jsou v organismu zapojeny napt. do regulace Wnt signalni dréhy, drahy
FGFR, udrzovani délky telomer, aktivity MAP kinazy ¢i komplexu RLC (RISC-loading

complex), o nichz bylo pojednano v piedchozich kapitolach prace.

miRNA jako nadorové biomarkery a potencialni terapeutika HCC

Exprese miRNA je tkanové a nadorové specifickd, jeji hladina koreluje
s progresi nadoru a s klinickym stavem pacienta. miRNA lze detekovat nejen ve tkani,
ale taktéz v t€lnich tekutinach — plazmé, séru, moci, slinach. Jsou velmi odolné vuci
degradaci, vykazuji mnohem vys$i stabilitu neZ mRNA. Tyto vlastnosti tak umoziuji
vyuziti miRNA jakozto diagnostickych i prognostickych biomarkeri (Bartosik
a Moranova 2018). Napi. podle Wang et al. (2019) maji potencial slibnych
diagnostickych markert HCC miR-139-3p, miR-139-5p a miR-424-3p. miR-139-5p by
mohla byt téZ prognostickym ukazatelem. Autofi Zhu et al. (2019) na souboru 362
pacientii s HCC analyzovali zmény v hladindch miR-139-3p. SniZena exprese byla
spojena se Spatnou progndzou a s casnym stadiem ndadoru, vyssi exprese miR-139-3p
byla naopak asociovana s dobrou prognédzou a s delsi dobou piezivani pacientti. Podle
autorti by tak 1 miR-139-3p mohla dobfe slouzit jako prognosticky marker pro jaterni

nadorova onemocnéni.

miRNA mohou byt rovnéz vyuzity pii 1é¢bé onemocnéni, a to snizenim
onkogenni miRNA, nebo substituci down-regulované tumor supresorové miRNA.
V prvnim ptipad¢€ se pouzivaji tzv. anti-miR se sekvenci komplementéarni k inhibované
miRNA, v pfipadé¢ druhém jsou pomoci tzv. miRNA mimics nahrazovany chybéjici
miRNA. Velkym benefitem oproti klasické protinadorové 1écbé je nizsi toxicita pro
organismus (BartoSik a Moranova 2018). Nejdale v klinickych studiich je miravirsen —
upraveny antisense oligonukleotid s komplementaritou k miR-122, s niZ po navazani
tvoti stabilni komplex inhibujici jeji funkci. Tato miRNA je specifickd pro jaterni tkan
a je znama svou schopnosti potencovat replikaci viru hepatitidy C. Podle klinické studie
miravirsen prodlouzil dobu rekurence virové RNA a mohl by byt Gi¢inny pro lécbu HCC
u pacientl s hepatitidou vyvolanou HCV (Janssen et al. 2013; Fu a Calin 2018). Jelikoz
je metabolizovan nukledzami a ne napi. cytochromy P450, je zde i mensi riziko
Iékovych interakci, navic je cilen na endogenni molekulu a ne na virus, tudiz takeé riziko

vzniku rezistence je snizené (Skalova 2017).
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3.7 Diagnostika HCC

3.7.1 Screening

Cilem screeningovych vySetieni je u predem vytipovanych pacientli co
nejcasnéjsi odhaleni onemocnéni, nebot’ na fazi, béhem niz je diagnostikovano, velmi
zavisi jeho samotna prognoza — pii zachyceni HCC jesté pred manifestaci prezije
obdobi péti let diky diive nasazené 1é¢bé vice nez 50 % pacientli, kdezto pacienti
v pokroc¢ilé fazi HCC obvykle umiraji jesté pted uplynutim jednoho roku (Briha et al.
2012; Frankova a Sperl 2019).

Screening je urcen jen pro rizikové kategorie pacientl, napiiklad v Ceské

republice se tyka téchto skupin:

1) Pacienti s jaterni cirhdzou

2) Pacienti s chronickou infekci viru hepatitidy C a fibrézou/ pacienti s fibrézou
pii NASH (pfedstupeii cirhozy)

3) Pacienti s chronickou infekci viru hepatitidy B (Brtha et al. 2012)

Aktualné je doporuceno provadét vysSetfeni dvakrat rocné, a to pomoci
ultrazvuku (senzitivita 58-70 %), dle konkrétnich doporuceni s nebo bez stanoveni
hodnoty alfa-fetoproteinu (AFP) v séru (Couri a Pillai 2019). Organizace AASLD
(American Association for the Study of Liver Diseases) a EASL (European Association
for the Study of the Liver) radi z divodu nizké senzitivity a specificity AFP
pro screening nepouzivat (Couri a Pillai 2019; Mak et al. 2018), mtze vsak slouzit

pro monitoring jiz probihajici 1€¢by (Briha et al. 2012).

Vyhody ultrazvuku jsou neinvazivnost, bezpecnost a relativni levnost metody,
na druhou stranu md 1 toto vySetfeni sva uskali. Nevykazuje konzistentni vysledky
u pacientd obéznich a s NAFLD a ackoliv je doporuceno pro primarni zachyt HCC,
u téchto limitujicich skupin pacientti se 1ékati mohou uchylit rovnou k pouziti CT nebo

MRI (Harris et al. 2019).

AFP je taktéz vytykano kolisani vystupnich hodnot, zejména u HCV pozitivnich
jedincii, kdy zvysené hodnoty mohou poukazovat na probihajici zanétlivou reakei v téle

a nikoliv pouze na pfitomnost nadoru (Harris et al. 2019).

Vedle AFP existuji 1 dalsi sérové biomarkery potencidlné vyuZitelné

pro screening. Jsou to kuptikladu osteopontin, izoforma alfa-fetoproteinu AFP-L3
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a glypican-3 (GPC3; onkofetalni protein, jenz je fyziologicky produkovéan ve stfevé
a jatrech pii vyvoji fetu, patologicky je exprimovan v bunikdch HCC) (Harris et al.
2019; Honsova 2012). Berhane et al. (2016) vyvinuli statisticky model GALAD, ktery
ma u pacientll s chronickym jaternim onemocnénim slouzit k uréeni pravdépodobnosti
ptitomnosti HCC na zaklad€ znalosti pohlavi, véku a hodnot tfech biomarkerti — alfa-
fetoproteinu (AFP), AFP-L3 a des-gamma-karboxyprotrombinu (DCP). Tato metoda
byla diky studii Yang et al. (2019a) porovnavajici pouziti ultrazvuku a GALAD
pii detekci HCC validovana ve Spojenych statech.

3.7.2 Stanoveni diagnozy
Koneénou diagnozu HCC lze ur€it na zéklad€ neinvazivnich metod (CT, MRI)

anebo patologie (Mak et al. 2018).

U cirhotickych pacientd by mél byt ultrazvukovy ndlez nadoru piesahujiciho
velikost 1 cm nasledné dovySetfen pomoci CT nebo MRI. Charakteristickym znakem
svédcicim pro HCC je po podani kontrastni latky arterialni syceni a poté jeji vymyvani
v pozdni fazi (European Association for the Study of the Liver 2018). Ob¢ tato
vySetfeni vykazuji vySs$i senzitivitu a specificitu — CT 81 % a 93 %, MRI 91 % a 95 %
(Couri a Pillai 2019).

Pacienti, ktefi nemaji v anamnéze cirhdzu jater, nebo pacienti s netypickym
ultrazvukovym obrazem, podstupuji vySetfeni bioptické. Mnohdy je dostacujici barveni
hematoxylinem a eosinem, v n¢kterych piipadech je tieba pfejit k metodam
imunohistochemickym, zejména pak k prukazu glypicanu-3, ktery diky wvysoké
senzitivité 1 specificité¢ (77 % a 96 %) pfi pozitivnim vysledku znamend témeét jisty

hepatocytovy piivod nadoru (Briha et al. 2012; Honsova 2012; Mak et al. 2018).
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3.8 Staging

Staging slouzi k ur€eni prognoézy onemocnéni a rozd€leni pacientd pro rizné
typy 1écby. Existuje n€kolik stagingovych systémi, nejpouzivanéjsi je vSak barcelonsky
— BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer). Ten zahrnuje charakteristiku nejen nadoru,
ale 1 pokrocilosti jaterni cirhdzy a celkového stavu nemocného (PS — performance
status). K hodnoceni pokrocilosti cirh6zy jater slouzi Child-Pughova klasifikace (viz
Tab. 2).

Tab. 2 Child-Pughova klasifikace (Britha et al. 2012)

Albumin (g/1) > 35 28-35 <28
Bilirubin (umol/1) <35 35-50 > 50
Ascites 0 reverzibilni ireverzibilni
Encefalopatie 0 mirna zietelna
INR <1,7 1,71-2,20 >2.20
Hodnoceni trida A: 5—6 bodii trida B: 7-9 bodii trida C: 10-15 bodii

/ ch \»

Stadium 0 Stadium A-C Stadium (D)
PS 0, Child-Pugh A PS 0-2, Child-Pugh A-B PS 0> 2, Child-Pugh C
l |
velmi casné ¢asné stadium (A) stfedné pokrocilé pokrotilé stadium (C)
stadium (0) 1az3loziska<3cm stadium (B) invaze do porty,
1 loZisko <2 cm PSO viceloziskové, PS 0 N1, M1, PS1-2
| \
1 lozisko HCC 3loZiskas3cm
portalni vyssi s
hypertenze/bilirubin l komor‘b|d|ty
normalni
l lne anoi v v v

resekce transplantace jater RFA RFA/PEI TACE TKI inhibitor (Sorafenib) symptomaticka

kurativni metody paliativni metody b

Obr. 5 BCLC systém s doporucenym lé¢ebnym postupem (Britha et al. 2012). PS — performance status
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3.9 Terapie

3.9.1 Kurativni lécba

Kurativni moZznosti 1é¢by zahrnuji resekci jater, transplantaci jater a perkutanni
ablaci. Jedna se o postupy, které jako jediné mohou vést k vyléceni nemoci, ptripadné
znacén¢ prodlouzit dobu zivota nemocného. Lze je provadét pouze u pacientl velmi

casného stadia (0) nebo Casného stadia (A) onemocnéni (Brttha et al. 2012; Couri

a Pillai 2019).

3.9.1.1 Resekce jater

Jaterni resekce je prvni volbou u pacientd s jednim malym nadorovym loziskem
(< 2 cm). Muze byt indikovana u pacientt cirhotickych i necirhotickych, vzdy je vSak
tteba posoudit aktudlni stav jater, jejich funkcnost a schopnost regenerace, ktera je
po tomto zékroku stézejni. Pi1 vybéru spravného zptisobu 1écby u konkrétniho pacienta
se ptihlizi k hodnotam bilirubinu a tlaku krve ve vena portae (portalni hypertenze je
kontraindikaci) (Brtiha et al. 2012). Nejcast&jSimi komplikacemi mohou byt krvaceni,
trombodza, zaneseni infekce a selhani jater. Po resekci také existuje riziko rekurence
HCC, které ¢ini asi 50-70 % a je dano metastazovanim nadoru nebo rozvojem nového
HCC zneodstranéné cirhotické tkané. Doba prezZiti se pohybuje mezi 13-81 %
pro obdobi péti let, zalezi na celkovém zdravotnim stavu pacienta a na stadiu nadoru

(Vogel et al. 2018; Couri a Pillai 2019).

3.9.1.2 Transplantace jater

Transplantace jater umoznuje nejen odstranéni nadorového loziska, ale i celé
cirh6zou zménéné tkane (Couri a Pillai 2019). VétSina zdravotnickych zafizeni pouziva
k indikaci nemocnych k transplantaci Milanska kritéria a jejich rozsifenou verzi, tzv.
UCSF kritéria (University of California San Francisco), pfipadné i tzv. Up-to-seven
kritéria. Podle Mildnskych kritérii mohou transplantaci podstoupit pacienti s jednim
loziskem nadoru do velikosti 5 cm nebo nejvice s tfemi lozisky o maximalni velikosti
3 cm kazdého z nich. UCSF kritéria fikaji, Ze i pacienti s jednim loZiskem do 6,5 cm
¢1 maximaln€ s tfemi lozisky s velikosti pod 4,5 cm a zéaroven celkovou velikosti
tumorti do 8 cm jsou vhodnymi kandidaty pro transplantaci. Podle Up-to-seven kritérii
nesmi soucet poctu nadorti a velikosti nejvétsiho z nich presahovat 7 cm. Rovnéz musi
byt splnéna nepfitomnost vaskuldrni invaze. Mazzaferro, autor Milanskych kritérii, stoji
1 za projektem Metroticket (http://www.hcc-olt-metroticket.org/), ktery na zakladé
hodnoty AFP, poctu a velikosti nadorti dokéze odhadnout délku potransplantacniho
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prezivani (Briha et al. 2012; Couri a Pillai 2019). Obecné je uvadéna mensi nez 10%
pravdépodobnost rekurence nemoci a pti dodrzeni Milanskych kritérii asi 70% Sance
preziti obdobi péti let, tedy srovnatelnd s pfezivanim pacientii transplantovanych
z jinych divoda (Vogel et al. 2018; Briha et al. 2012). Hlavni limitaci pro indikaci
k transplantaci je nejen nesplnéni vyse uvedenych kritérii, ale i nedostatek vhodnych
jaternich $tépii, coz vede k delsim ¢ekacim dobam na operaci, a tudiz i k dalSimu ristu
nadoru. Poté jiz nadorové parametry nemusi splilovat dana kritéria a je tfeba vybrat

jinou metodu lécby, vhodnou 1 pro pokrocilou fazi HCC (Vogel et al. 2018).

3.9.1.3 Perkutanni ablace
Mezi potencidln€ kurabilni metody je fazena 1 lokdlni perkutinni ablace,
nejhojnéji uzivané jsou radiofrekvencni ablace a mikrovinna ablace, v minulosti byly

Casto aplikovany 1 ethanolové injekce.

Pti radiofrekvencni ablaci je pod kontrolou nékteré ze zobrazovacich technik
prostiednictvim jehly pfimo do loziska nddoru veden proud, ktery nasledné zptsobi
nekrozu tkan€. Po zékroku se v 7-9 % ptipadii mohou objevit komplikace, jako jsou
biisni krvaceni a infekce, mize dojit k poskozeni Zlucovych cest nebo k rozsevu nadoru
(Couri a Pillai 2019; Yang et al. 2019b). Radiofrekvencni ablace je indikovana
u pacientli s velmi Casnym a ¢asnym stadiem HCC, u kterych existuji kontraindikace
k resekci ¢i transplantaci jater. Mohou ji tedy podstoupit i pacienti s tfemi uzliky
(velikost do 3 cm), se zvySenymi hodnotami bilirubinu, s portalni hypertenzi, i pacienti
zatizeni komorbiditami (Couri a Pillai 2019). Mikrovinnd ablace taktéz funguje
na principu teplem zprostfedkované nekrézy nadoru, teplo vSak generuje jinym
zpusobem a predstavuje tak vjistych smérem vyhodnéjsi techniku nez je
radiofrekvencni ablace — je metodou rychlejsi a také Gc¢inn€jsi pti ablaci nadort vétsich
rozméra (Yang et al. 2019b). Podle 1zzo et al. (2019) by méla byt preferovana u tumorii
velikosti 3 a vice cm nebo pokud nador lezi blizko cév. I termdalni ablace maji své
limitace. Nemély by se provadét u nadori exofytickych (hrozi rozsev nadoru) nebo
lokalizovanych v bezprostiednim okoli orgénti traviciho traktu, zejména tlustého stieva,
a to kvili riziku tepelného poskozeni jejich stén. Dale naptiklad pokud lezi
ve vzdalenosti mensi nez 1 cm od hlavniho zlu¢ovodu, kde hrozi taktéz tepelné

poskozeni se vznikem sten6zy (Brtha et al. 2012).
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Perkutanni ethanolové injekce byly rozsifeny diive, v dnesni dobé¢ jsou voleny
spiSe v pfipadé omezenych moznosti 1é€by. Metodou volby se vSak mohou stat, pokud
tumor pfiléha ke zluCovodu nebo velkym jaternim cévam, které by byly po uziti

radiofrekvencni ablace nebo mikrovinné ablace zna¢né poskozeny (Yang et al. 2019b).

3.9.2 Paliativni lé¢ba

3.9.2.1 Transarteridlni chemoembolizace

Pro pacienty ve stfedné¢ pokrocilém stadiu HCC a s vétsim poctem lozisek je
urcena transarterialni chemoembolizace (TACE). Vyuziva faktu, Ze béhem svého rlstu
HCC vyzaduje pro vyzivu napojeni na tepnu. TACE v sob¢ spojuje toxické piisobeni
chemoterapeutika a selektivni embolizaci arterie zasobujici naddor vedouci k ischemii
a nekrdze nadoru. Z chemoterapeutik se nejvice pouzivaji cisplatina, doxorubicin ¢i
mitomycin C v emulzi s jodizovanou olejovou kontrastni latkou (Lipiodol), ktera ma
schopnost koncentrovat se v nadorové tkani. Po TACE se muze projevit tzv.
postemboliza¢ni syndrom (nevolnost, zvraceni, bolest bficha, horecka). K zakroku jsou
kontraindikovani pacienti s trombdzou vena portae, dekompenzovanou cirhdzou

a mimojaterni invazi (Couri a Pillai 2019).

3.9.2.2 Transarteridlni radioembolizace

Pti transarterialni radioembolizaci (TARE) je arterie vyZivujici naddor vystavena
t¢inku na mikroéastice navazanych radioaktivnich izotopt *°Y (yttria), '*'I (jodu) nebo
188Re (rhenia), coz vede po jejich absorbovani k radiaéni nekréze tkané. Velkou
vyhodou oproti TACE je zanedbatelny embolicky efekt, a proto 1ze tuto metodu pouzit
1 u pacientll s trombozou portalni zily nebo s HCC jiz invadujicim mimo jatra (Couri

a Pillai 2019; Yang et al. 2019b).

3.9.2.3 Systémova terapie

Pacienti s pokrocilym HCC, ktefi jsou dosud v celkové dobrém stavu, ale jiz
nejsou vhodnymi kandidaty pro chirurgické teSeni, podstupuji systémovou
onkologickou 1écbu. Dfive byla k dispozici pouze cytostatika jako S-fluorouracil,
cisplatina nebo doxorubicin, kterd vSak nevykazovala uspokojivé vysledky. Proto bylo
treba zaméfit se na vyvoj 1€kl pro G€inngjsi cilenou terapii. V roce 2007 byl piedstaven
piipravek sorafenib, ktery se ukdzal byt v 1écbé HCC efektivnim, a stal se tak metodou
prvni volby v této kategorii (Brtiha et al. 2012; European Association for the Study
of the Liver 2018). V dnesni dob¢ jsou pro 1é€bu pokrocilé faze HCC schvaleny tfi
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multikindzové inhibitory (pro prvni linii 1écby jiz zminény sorafenib, dale pak
lenvatinib a pro druhou linii 1é€by regorafenib) a imunoterapeutikum nivolumab (Chen

et al. 2019). Jim a dal$im potencialnim 1éktim jsou vénovany nasledujici odstavce.

Prvni linie lecby

Sorafenib je multikindzovy inhibitor s antiangiogennim, antiproliferativnim
a apoptotickym ucinkem. Blokuje signalni drahu Ras/Raf/MEK/ERK na urovni Raf
a tyrozinkinazové receptory VEGFR a PDGFR (Doycheva a Thuluvath 2019). Jeho
schopnost prodlouzeni doby pteziti pacienti s HCC byla prokdzéna ve dvou velkych
zkouSkach. Studie SHARP (Sorafenib HCC Assessment Randomized Protocol, 2008)
zaznamenala median preziti 10,7 mésict u pacientti 1éCenych sorafenibem a 7,9 mésict
u pacientll uzivajicich placebo, celkové tedy 37% nartist doby piezivani. Studie Asia-
Pacific (2009) piinesla vysledky 6,5 mésict (sorafenib) vs. 4,2 mésice (placebo) pteziti
(Chen et al. 2019). Nezddoucimi ucinky mohou byt projevy kozni toxicity — tzv.
hand-foot skin reakce (bolest a mravenceni klize, citlivost klize, pocit paleni, zarudnuti,
otok, odlupovani pokozky, tvorba puchyii) — a také prijem (oba asi v 816 % ptipadi).
Sorafenib je s vyhodou pouzivan k l1é¢bé pacienti s HCV, s dobrou funkci jater
a bez mimojaterniho Sifeni tumoru (Bednatikova a Kocak 2010; European Association

for the Study of the Liver 2018; Kudo 2019).

Lenvatinib je takté¢z multikindzovy inhibitor. Cilem jeho pfimého uc¢inku jsou
VEGFR1-4, PDGFRa a FGFR1-4, jejichz inhibice by méla branit neovaskularizaci,
invazi a metastazovani nadori. Studie Kimura et al. (2018) navic prokéazala na mySich
HCC modelech imunomodulacni ucinek lenvatinibu prispivajici
k jeho protinddorovému plsobeni. Lenvatinib byl schvalen v roce 2018 na zakladé
vysledkit REFLECT studie. Ta porovnavala ucinnost lenvatinibu proti sorafenibu
na 954 pacientech (z toho 67 % z asijsko-pacifického regionu) bez ptedchozi systémové
terapie a dosla ke zjisténi, ze lenvatinib vykazuje lepsi vysledky (13,6 mésict piezivani
pro lenvatinib a 12,3 mésict pro sorafenib). Mezi vedlejsimi ucinky 1écby se objevila
pfedevs§im hypertenze, hypotyreoidismus a proteinurie, které lze korigovat vhodnou
pfidruzenou lécbou, naproti tomu u skupiny pacientli 1é¢enych sorafenibem ptevazovala
nezddouci hand-foot skin reakce, alopecie a prijem. Z tohoto diivodu je lenvatinib
povazovan za Setrngjsi 1éCivo, které je pacienty mnohem lépe snaseno (Kudo 2019).

Dle EASL doporuceni by méla byt 1é€ba lenvatinibem preferovana u pacientil, u nichz
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nedoslo k infiltraci vena portae a u pacientl s jinou nez HCV etiologii karcinomu

(European Association for the Study of the Liver 2018).

Druha linie lecby

Deset let po vyvoji sorafenibu, vroce 2017, proSel treti fazi klinického
hodnoceni 1¢k regorafenib, ktery tak byl potvrzen pro druhou linii 1é¢by HCC (Bruix et
al. 2019). V této placebem kontrolované studii (RESORCE) byli zahrnuti pouze pacienti
do t¢ doby léCeni sorafenibem a ¢isla vykazovala 10,6 mésict prezivani (regorafenib)
vs. 7,8 mésict prezivani (placebo). U nemocnych se objevovaly vedlejsi reakce jako
hypertenze (13 %), unava (6 %), hand-foot skin reakce (13 %), prujem (2 %) (Kudo
2019). V dodate¢né analyze RESORCE byly hodnoceny vysledky na sebe navazujici
1é€by sorafenib-regorafenib — median doby pieziti od zacatku 1éCby sorafenibem byl 26
meésici (regorafenib) a 19 mésict (placebo) (Finn et al. 2018). Tato analyza se ukézala
byt velmi vyznamnou. Doba pteziti (26 mésicl) je srovnatelnd s vysledky 1é€by pomoci
TACE. Vezmeme-li v uvahu, ze TACE, kterd je nyni urCena pro pacienty se stiedné
pokrocilym HCC, a sekvenéni terapie sorafenib-regorafenib s indikaci pro pokrocily
HCC, umoziuji podobnou délku prezivani, mozna by bylo na misté¢ piehodnoceni
naCasovani zahdjeni 1écby sorafenibem (naptf. i1 z ddvodu lepSiho stavu jater
pied progresi do pokrocilého stadia HCC). Regorafenib je tak jako dva ptedchozi
inhibitory taktéz kindzovy inhibitor, liSici se od molekuly sorafenibu pouhym

navazanim atomu fluoru. Je zaméten na VEGFR1-3, PDGFR, Raf a KIT (Kudo 2019).

Jelikoz existuje 1 skupina pacientli intolerantnich nebo rezistentnich vici 1é¢bé
sorafenibem, bylo potieba alternativy pro druhou linii 1é¢by. V roce 2018 prob¢hly

nakonec aspésné klinické studie dvou 1é¢iv (Kudo 2019).

Utinek cabozantinibu na prodlouZeni doby preziti jako 1éku druhé linie 1é¢by
pokrocilého HCC byl potvrzen v CELESTIAL studii. Pacienti zahrnuti v této studii byli
predesle 1éceni pomoci sorafenibu a béhem studie dosahli doby prodlouzeni zivota 10,2
mésicll (cabozantinib) a 8 mésicl (placebo). Mezi nezddoucimi reakcemi byla
zaznamenana hand-foot skin reakce (17 %), hypertenze (16 %), prijem (10 %), tnava
(10 %) a sniZzend chut k jidlu (6 %) (Kudo 2019). Cabozantinib je dalS$im ze skupiny
multikindzovych inhibitorli, inhibuje aktivitu VEGFR2, c-Met (da Motta Girardi et al.
2018).
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Ramucirumab je rekombinantni monoklonalni protilatka t¥idy 1gG1, ktera jiz
byla schvalena pro 1é¢bu rakoviny zaludku, nemalobunécného karcinomu plic
a kolorektalniho karcinomu (Liu et al. 2019). Je zaméten proti VEGFR2, jehoz inhibice
vede k inhibici proliferace, migrace a piezivani bun¢k endotelu, ¢imz je blokovana
i neovaskularizace nadoru. Vysledky studie REACH (ramucirumab vs. placebo
u pacientli nereagujicich na lécbu sorafenibem) neukazaly pozadovany benefit v uzivani
ramucirumabu, avSak u skupiny pacientd shodnotami AFP > 400 ng/ml bylo
zaznamenano vyznamné prodlouzeni doby pieziti (7,8 mésicii vs. 4,2 mésice), coz vedlo
k zahajeni studie REACH-2. Do ni byli zahrnuti pouze pacienti s hodnotami
AFP > 400 ng/ml a s vaskularni invazi nadoru a prodlouzeni doby jejich pteziti ¢inilo
8,5 mesicl (ramucirumab) a 7,3 mésicti (placebo). Nejvice pacientd trpélo béhem 1éCby
zejména hypertenzi, dale pak trombocytopenii, neutropenii a jaterni encefalopatii (Kudo
2019). Na zdklad¢ wvysledkii tfeti faze klinické studie RESORCE-2 byl rovnéz
ramucirumab schvalen pro druhou linii 1écby (po predeslé terapii sorafenibem)

pokrocilého HCC (Personeni et al. 2019).

Imunoterapie

Imunitni systtm ma vyznam nejen Vv boji proti infekcim, ale rovnéz
zprostiedkovava obranu protinddorovou. Jeho ukolem je zde rozpoznavat na povrch
bun¢k exprimované nadorové antigeny, které se cCasto strukturou velmi podobaji
antigenim télu vlastnim nebo jsou exprimovany ve snizené mife, ¢imz své
rozpoznavani znacn¢ znesnadnuji (Vitaskova a Melichar 2015). Je tfeba, aby imunitni
systém rozeznaval a niCil patogeny, a zaroven, aby toleroval vlastni organy a tkéan¢.
Jinymi slovy, je potfeba vyvazenosti stimula¢nich a inhibi¢nich signala. Pii vyvoji
protinadorovych imunoterapeutik je pozornost vénovana i blokaci inhibi¢nich receptort,

v kontextu 1é¢by HCC jde zejména o receptor PD-1 (Stastny a Rihova 2015).

PD-1 (programovand bunéna smrt-1) je transmembranovy receptor
exprimovany piedevSim na T bunkach, B builkkdich, NK a NKT buikéch,
na makrofazich a dendritickych buiikdch a fyziologicky tak reguluje jejich toleranci
imunitnim systémem. Zaroven se ma vSak za to, Ze taktéZ nddorové bunky vystavuji
receptor PD-1 na svilij povrch, aby je organismus vnimal jako vlastni, a tlumi tak
protinadorovou odpovéd’ T buné€k. Snahou dnesnich dnt je tedy proti t€émto receptorim
namifit vyvijené protilatky, které blokaci PD-1 receptorti blokuji jejich interakci

s ligandy PD-L1 a PD-L2 a zesiluji aktivitu T bunék a lyzu bunck malignich.
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Momentalné jsou k dispozici dva inhibitory (tzv. checkpoint inhibitory) PD-1
— nivolumab a pembrolizumab (Stastny a Rihova 2015; Doycheva a Thuluvath 2019).

Nivolumab je rekombinantni monoklonélni lidska protilatka IgG4, kterd byla
jako prvni schvalena pro imunoterapii pokrocilého HCC u pacientl po predchozi 1€¢bé
sorafenibem (Kudo 2019). Studie CheckMate 459 pak méla porovnat ucinnost
nivolumab vs. sorafenib u pacientd bez piedchozi systémové 1écby. Podle vysledkt
pacienti snaseli nivolumab 1épe nez sorafenib, doba pieziti byla rovnéz delsi

u nivolumabu, avSak nebyla vyhodnocena jako statisticky vyznamna (Yau et al. 2019).

Tak jako nivolumab je 1 pembrolizumab rekombinantni monoklonalni
protilatkou tfidy IgG4 specifickou proti PD-1. Pro druhou linii 1é€by pokrocilého HCC
byl potvrzen na zdklad¢ vysledkli druhé faze studie KEYNOTE-224 (Doycheva
a Thuluvath 2019).

Anti-mTOR

JelikoZ je mTOR klicovym reguldtorem signalni drahy PI3K/Akt/mTOR, jejiz
deregulace jsou u HCC velmi casté, je snaha o vyvoj selektivniho inhibitoru této
molekuly (Kudo 2012). Everolimus, analog rapamycinu, sice dle nékterych studii
dokazal oddalit rekurenci nddoru po transplantaci jater (Monaco 2009; Thorat et al.
2017), neprosel vsak treti fazi placebem kontrolované klinické studie hodnotici jeho
ucinek jako 1éku pro druhou linii 1é¢by (European Association for the Study of the Liver

2018).
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Obr. 6 Prehled moZnosti cilené terapie HCC véetné signdlnich drah. Zelené podbarveni znadi jiz
schvdlend léciva, oranzové podbarvené jsou lécivy potencidalnimi. Upraveno podle (Chen et al. 2019).

3.9.3 Symptomaticka lécba

Pacienti v kone¢ném stadiu HCC se doZivaji asi 3—4 mésicti. U nich jiz terapie
neni cilena na odstranéni nadoru, nemocnym lze nabidnout pouze paliativni péci,
napiiklad prostfednictvim tlumeni bolesti, poskytovani potfebné vyzivy ¢i psychické

podpory (European Association for the Study of the Liver 2018).
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3.10 Role jater v metabolismu u hepatocelularniho karcinomu

S organickymi slouceninami po vstupu do lidského téla miize byt nalozeno
riznymi zpuisoby — jako s zivinami (intermediarni metabolismus), mohou byt pfimo
exkretovany ztéla, ¢i chemicky modifikovany a az poté exkretovany. Latky
bez nutri¢niho potencialu (xenobiotika) vétSinou podléhaji enzymy zprostiredkovanym
biotransformac¢nim reakcim, které mohou vést k biodegradaci téchto latek, ¢i naopak
k jejich bioaktivaci (Dostalek 2006; Lyubimov 2012). Proces biotransformace je
potiebny pro udrzovani homeostdzy bun¢k i1 celého organismu. Pro biotransformaci jsou
stézejnimi bunkami jaterni hepatocyty, jejichz poSkozeni muize vyvolat zmény
v biotransformacnim procesu a ovliviiovat tak 1 odpovéd’ organismu na 1éCbu

(Nekvindova et al. 2020).

3.10.1 Biotransformace xenobiotik
Velka c¢ast latek, jak exogennich, tak endogennich, je lipofilniho charakteru, coz
znesnadiiuje jejich eliminaci organismem. Biotransformacni reakce maji za cil vznik

hydrofilniho produktu, ktery je jiz télo schopno vyloucit (Wilhelm a Hegyi 2007).

Biotransformace zahrnuje dvé faze, které na sebe vétSinou navazuji. Neni
to vSak pravidlem — nékdy latky prechéazi rovnou do faze II, anebo nepodléhaji reakcim

prvni ani druhé faze a opousti organismus v nezménéném stavu.

Smyslem prvni faze je zvySeni polarity sloucenin, jez usnadiiuje vyslednou
exkreci ledvinami ¢i jatry. Typickymi reakcemi ve fazi I jsou zejména oxidace, redukce
a hydrolyza, pti nichz dochazi k odkryti polarni funkcéni skupiny potiebné k probehnuti
reakce v dalsi fazi. Zasadni tlohu pfi biotransformaci ma cytochrom P450 (CYP450)
(Dostalek 2006), viz dale.

V druhé fazi biotransformace jsou xenobiotika ¢i metabolity konjugovany
s endogennimi molekulami obsahujicimi ionizovatelné skupiny. Témito konjugacnimi
¢inidly jsou nejcastéji kyselina glukuronova (resp. UDP-glukuronat; glukuronidace),
kyselina sirova (resp. aktivni PAPS — 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosultfat; sulfonace), acetyl-
CoA (acetylace), zaminokyselin pfedev§im glutamin a glycin, déale pak napf.
glutathion. Reakce jsou katalyzovany enzymy, jako jsou napf. UDP-
glukuronosyltransferazy, sulfotrasferdzy, acetyltransferazy a glutathion-S-transferazy

(Ledvina et al. 2004).
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3.10.2 Vyznam cytochromu P450 u hepatocelularniho karcinomu

Cytochrom P450 (CYP) je velkd rodina enzymut ucastnicich se metabolismu
endogennich latek (tvorba zlucovych kyselin a cholesterolu a metabolismus kyseliny
arachidonové — tvorba tromboxanu A, a prostacyklin). Taktéz hraje zasadni roli
v metabolismu 1¢kti a dalsich lipofilnich xenobiotik (Dostalek 2006), kde se kromé
odbouravani téchto latek muze podilet na aktivaci potencialné (pro)karcinogennich

a mutagennich substanci (Yan et al. 2015a).

Existuje nejméné 57 lidskych CYP genti, u 18 z nich byla prokazana schopnost
metabolizace xenobiotik. CYP450 jsou pfitomny ve vSech tkdnich lidského téla, nejvice
koncentrované jsou vSak v jatrech a gastrointestindlnim traktu, nezanedbatelné mnozstvi

je také v ledvinach a plicich (Skalova 2017).

Velka inter- a intraindividudlni variabilita v expresi CYP zptlisobuje riiznorodost
reakci organismu na vnéjsi faktory, vcetné citlivosti organismu na nemoci a odpovédi
na jejich lécbu (Li et al. 2019a). Expresi CYP ovliviiuje pohlavi, v€k, pfijimané potrava
jedince, pak také hladiny hormoni a akutni ¢i chronickd onemocnéni, zejm.
ta poskozujici jaterni tkan. Nadorova onemocnéni obecné biotransformaci snizuji,
jelikoz nadorové buiikky maji oproti buitkam zdravym nizsi biotransformacni potencial
(Skalovéa 2017). Z pohledu genetického zptsobuji alterace v expresi CYP predevSim
jednonukleotidové polymorfismy (SNP) a variability v poc¢tu kopii segmenti DNA
(CNV). Epigenetické faktory regulujici expresi CYP zahrnuji modifikaci histonil,
methylaci DNA 1 regulaci prostfednictvim nekddujicich RNA, predev§im mikroRNA
a dlouhych nekodujicich RNA (Li et al. 2019a).

V primérné lidské jaterni tkéni jsou vysoce exprimovany zejm. CYPIA,
CYP2C, CYP2D, CYP2E a CYP3A, které jsou zodpoveédné az za 80 % reakci prvni
faze biotransformace u 90 % existujicich 1é€iv (Yan et al. 2015a). Znalost konkrétnich
forem CYP450 exprimovanych v naddorovych tkanich by mohla poskytnout vhodné cile
pro lécbu HCC, pomoci v managementu individualizované terapie a také by mohla

objasnit nékteré mechanismy lékové rezistence (Yan et al. 2015a).

Nekvindova et al. (2020) popsali na kohorté¢ evropskych pacienti s HCC
vyznamné alterace v expresi geni pro xenobiotika metabolizujici CYP. S pouZitim
mikro€ipové analyzy byl ziskan profil exprese genti pro CYP u 20 pacienti s HCC

a udaje z mikroCipi byly validovany pomoci qPCR ze vzorkd od 33 pacienti.
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Asi u poloviny pacientli byla zjist€éna mirna down-regulace, u 25 % velmi vyrazna,
pouze v par piipadech byla zména exprese CYP genti oproti prilehlé zdravé tkani
nevyznamnd. Mezi nejvice down-regulovanymi byly CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2E1, CYP2J2, CYP3A4 a CYP26A1. Silna asociace se
stupném vyzralosti nddoru byla ziejma u CYP2C9 a CYP2E1 — exprese téchto forem
byla u nadort v pokrocilém stadiu znacné potlacena. Autofi navic vyuzili udaje
z mikroCipové analyzy, v niz mélo 12 pacientli velmi snizenou expresi gend pro CYP
a 8 pacientll téméef normalni expresi genti pro CYP, pro vyhledani genti a IncRNA, které
by se mohly podilet na alteraci exprese CYP. Velmi zajimavym vystupem je skupina
IncRNA rozdilné exprimovanych mezi tkanémi pacientd se snizenou a normalni expresi
CYP. Napiiklad Inc-SOX11-3, Inc-ZNF485-3, Inc-BBOXI1-1, Inc-MAGEAS-2,
Inc-C60orf103-1, Inc-AHNAK-4 nebo Inc-UCHL3-3 ukézaly vyraznou zménu v expresi,

z ¢ehoz se dé& usuzovat, ze by mohly inhibovat expresi CYP.

Analyza exprese enzyml zrodiny CYP u HCC s cilem nalezeni vhodnych
biomarkerti v€asné diagnostiky HCC byla tématem studie Brodeur et al. (2019). Autofi
provedli globalni analyzu hladin exprese vSech 57 dosud znamych gent pro CYP450 —
17 z nich vykazovalo minimaln¢ ¢tyinasobnou zménu v expresi oproti referencni tkani.
Vyznamné zvysené exprimovany byly CYP1B1, CYP7A1, CYP17A1 a CYPI19Al,
vyznamné potlacena pak byla exprese CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19 a CYP26AI.
Za nejvhodnéjsi kandidaty s nejvyssi senzitivitou a specifitou pro v€asny zachyt HCC
byly, po méfeni na trovni mRNA (qPCR) i proteinu (imunohistochemie), zvoleny

3 down-regulované CYPy — CYP2B6, CYP1A2 a CYP2CI19.

Na druhou stranu, jak podotykaji Yan et al. (2015a), exprese CYP450 v jaterni
tkani je sice vcelku dobie popsana z obecného hlediska, avSak tumor kazdého pacienta
se muZe chovat rozdilng a taktéz expresni profil CYP muize byt ponckud odlisny mezi
konkrétnimi pacienty. Proto autofi zdiraziuji dilezitost individualniho ptistupu v 1écbé
HCC a navrhuji vyuZziti techniky LC-MS/MS bez izotopového znaceni pro méfeni
hladiny proteinti CYP u kazdého pacienta s HCC. Ve studii tuto moznost demonstrovali
na méfeni exprese sedmi hlavnich enzymii CYP Ucastnicich se metabolismu léki —
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4 — které byly

v nadorové tkani oproti normalni ptilehlé tkani znacné down-regulovany.

48



Tyrozinkindzové inhibitory vyuzivané k cilené 1é€bé HCC jsou metabolizovany
majoritné prosttednictvim cytochromu P450 3A4 (CYP3A4). Cabozantinib je
metabolizovan v mensi mife taktéz CYP2C9, lenvatinib enzymem aldehydoxiddzou.
Sorafenib a regorafenib po prvni biotransformacni fazi ptrechdzeji i do faze druhé,
béhem niz tato 1éCiva  podléhaji  konjugaci  zprosttedkované ~ UDP-
glukuronosyltransferazou 1A9 (UGT1A9) (National Center for Biotechnology
Information; Keating a Santoro 2009). Sorafenib je navic inhibitorem CYP2B6,
CYP2BS, CYP2C9 a UGT1A1. Klinicky dopad téchto interakci zatim neni vyjasnén, je
tieba obezietnosti pti predepisovani 1ékii metabolizovanych t€émito enzymy pacientim

JiZ uzivajicim sorafenib (Gong et al. 2017).

Hu et al. (2019) ve své studii analyzovali expresi genl ucastnicich
se metabolismu u HCC. Klicové geny zapojené do metabolismu a exkrece sorafenibu
a regorafenibu, tedy geny pro enzymy CYP3A4 a UGTI1A9, vykazovaly vyznamné
snizeni exprese. Jejich down-regulace mize zpomalit metabolismus, a tedy i1 vylucovani
sorafenibu a regorafenibu, a tudiz zvysit efektivitu terapie. Nicméné taktéz doSlo
ke znaénému sniZzeni exprese genil pro influx transportéry (SLCOIBI, SLCOIB3,

SLC22A1), coz naopak snizuje bunécny piijem a tim padem i efektivitu 1écby.

Ve stejné studii navic autofi hodnotili hladiny exprese 12 miRNA, aby otestovali
hypotézu, ze up-regulované miRNA budou snizovat expresi svych cilovych gent
zapojenych do metabolismu u HCC. VétsSina z miRNA byla v nadorové tkani skutecné
up-regulovana, coz naznacuje jejich mozné zapojeni do regulace téchto genii. Konkrétné
studie ukdzala na vzajemné vztahy mezi miR-132 a CYPIA2, miR-128-3p a CYP2C9,
miR-130b a CYP2C9, miR-25 a CYP2B6, miR-27a a CYP3A44, miR-103-5p a CYP2CS8,
miR-107 a CYP2CS8, miR-378a a CYP2E1. Popsané inhibice vSech téchto CYP genti
navazovanim miRNA jsou v souladu s vysledky ptedeslych studii (Chen et al. 2017c;
Yu et al. 2015; Rieger et al. 2015; Jin et al. 2016; Shi et al. 2015; Zhang et al. 2012;
Mohri et al. 2010).

Chen et al. (2017c¢) jiz diive zjistili supresivni efekt miR-132-5p na CYP1A2
v bunéénych liniich HepG2 a Huh7. Tato miRNA by navic mohla hrat roli pfi 1ékovych
interakcich mezi lansoprazolem a flutamidem. Lansoprazol, ktery indukuje CYP1A2, je
uzivan ke sniZeni tvorby Zalude¢ni kyseliny, casto kulevé od vedlejSich uc¢inkt

(nevolnost a zvraceni) léku proti rakoving prostaty — flutamidu. Ten je zndm svou
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hepatotoxicitou. V této studii tedy byla in vitro demonstrovana schopnost miR-132-5p

inhibici CYP1A2 snizit toxicitu flutamidu.

CYP2C9 je enzym metabolizujici napt. warfarin, ale také se ucastni bioaktivace
karcinogent, u HCC je vSak typickd snizena exprese CYP2CY9. Yu et al. (2015)
prokazali v HepG2 buiikach, ze miize byt down-regulovan miR-128-3p, Rieger et al.
(2015) odhalili v bunkach Huh7 negativni regulaci vazbou miR-130b.

Jin et al. (2016) poukézali na supresi CYP2B6 prostiednictvim miR-25-3p
a Mohri et al. (2010) prokazali, Ze miR-378a sniZila hladinu enzymu CYP2EI. Shi et
al. (2015) jako prvni demonstrovali inhibi¢ni efekt miR-27a na CYP3A4, a to in vitro
v buiikdch Hep3B a taktéz ve vzorcich jaterni tkané 26 ¢inskych pacientii. Zhang et al.
(2012) ptinesli poznatek, ze CYP2CS8 je pravdépodobné posttranskripcné regulovan
miR-103 a miR-107. Hladiny exprese méfené na souboru 31 vzorkt lidské jaterni tkdné
téchto miR inverzné korelovaly s hladinou CYP2CS8. V HepG2 bunkéch se autorim
CYP2CS8 nepodaftilo zachytit, exprese miR-103 a miR-107 vSak byla v této linii vice nez

dvojnasobné¢ zvysena oproti expresi ve vzorcich tkan¢ jater.

Studium dlouhych nekoédujicich RNA (viz kapitolu 3.11 a dale) v souvislosti
s metabolismem 1é¢iv je v samych pocatcich. Dosud zvetejnéné studie se zabyvaly
piedevsim jejich roli v metabolismu endogennich latek. Naptiklad Lan et al. (2016)
zaznamenali, ze /nc-HC negativné reguluje metabolismus cholesterolu v hepatocytech.
Po vytvoreni komplexu s hnRNPA2B1 (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
A2/B1) se vaze na mRNA mysich genti Cyp7al a Abcal a snizuje jejich expresi.
CYP7A1 je zodpovédny za pfeménu cholesterolu na zluCové kyseliny a ABCAI,
jakozto transportni protein, za eflux cholesterolu z buiiky. Tlumeni jejich exprese ma

za nasledek sniZzené vylucovani cholesterolu z bun€k (Wang et al. 2020c).
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3.11 Dlouhé nekodujici RNA

Jak bylo zminéno jiz v kapitole o nekddujicich molekuldch RNA (viz kapitolu
3.6.3), vice nez 90 % lidského genomu je transkripéné aktivnich. Asi 68 %
transkriptomu tvofi dlouhé nekodujici RNA (IncRNA), molekuly postradajici schopnost
kédovat proteiny a dosahujici délky nejméné 200 nukleotidd (El Khodiry et al. 2018;
Mai et al. 2019).

Dlouh¢é nekddujici RNA se podileji na regulaci metabolismu, na vyvoji
organismu (role pfi imprintingu), na regulaci exprese genll a v neposledni fadé
na patologickych procesech v organismu a na rozvoji mnohych patologickych stavli —
metabolickych poruch, autoimunitnich a kardiovaskuldrnich onemocnéni a na rozvoji
a progresi nadorovych onemocnéni (Li et al. 2019a). Objev prvnich IncRNA saha
do 90. let minulého stoleti, kdy byly identifikovany IncRNA XIST (X-inactive specific
transkript), ktery zpisobuje inaktivaci chromozomu X v samicich buiikach savch

pfi embryondlnim vyvoji, a H19 (Abbastabar et al. 2018).

3.11.1 Vlastnosti a struktura dlouhych nekédujicich RNA

Pro molekuly IncRNA je charakteristicka délka nejméné 200 nt, prevazné
se vSak pohybuje mezi 1 000—10 000 nt (Dai et al. 2019). Jsou v mnohém podobné
molekuldm mRNA. Biogeneze je zajisténa RNA polymerazou II (RNAP II). V piipadé
IncRNA, které reguluji aktivitu RNAP II, jsou transkribovany RNA polymerazou III
(RNAP III), IncRNA mohou podstupovat sesttih (splicing) a posttranskripéni Upravy —
polyadenylaci na 3’ konci a dodani methyl-guanosinové cepicky na 5’ konci RNA
(5'-capping). Molekuly IncRNA ale byvaji kratSi nez mRNA, typicka je exprese
v nizSich hladindch a také mensi pocCet exoni. Sekvence jsou mezi druhy malo

konzervované (Ayers 2013; Lanzafame et al. 2018).

Velka cast IncRNA je lokalizovana vyhradné v jadie, nicméné tfada téchto
molekul byla nalezena taktéZ v cytoplazmé, mitochondriich a ribozomech a nékteré
se mohou nachézet 1 ve vice kompartmentech buiiky. Nékteré IncRNA mohou svou
lokalizaci v reakci na infekci €1 jiné podnéty z vnéjSiho prostiedi prechodné ménit

(Jarroux et al. 2017; Lanzafame et al. 2018).

3.11.2 Klasifikace dlouhych nekodujicich RNA

Vzhledem k rozmanitosti jejich vlastnosti a funkci lze IncRNA klasifikovat

podle riznych kritérii, nejzakladnéjsi déleni, na némz se shoduje vétSina autord, je
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podle lokalizace v genomu ve vztahu ke geniim kodujicim proteiny. Mezigenové
IncRNA (lincRNA) se nachézeji mezi dvéma geny kodujicimi proteiny. Intronové
IncRNA jsou lokalizovany v oblasti intronu protein kédujiciho genu. Antisense
IncRNA (asIncRNA) jsou transkribovany zvldkna komplementarniho k vldknu
vedoucimu. Obousmérné IncRNA jsou taktéz transkribovany z vldkna
komplementarniho ke kodujicimi, ale zaroven jsou umistény v promotorové oblasti,
kterou sdili s protein kddujicim genem lezicim na protéjSim vldknu (Fernandes et al.

2019).

Cis-IncRNA ovliviiuji expresi sousedicich gentl, frans-IncRNA reguluji expresi

genll vzdalenych (Dai et al. 2019).

i) Intergenic ii) Intronic

5'—{Gene AjlincRNA|-Gene Bj— 3" 5'—{ Exon X —{IncRNA = Exon Y }—3'

iii) Antisense iv) Bidirectional

mRNA transcription mRNA transcription
5 [ Gene  }—3 ¥ ( Gene ]

"
3 5 3 —fincRNA} ‘J 5
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IncRNA
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Obr. 7 Déleni IncRNA podle genomové lokalizace. i) mezigenové IncRNA (lincRNA), ii) intronové
IncRNA, iii) antisense IncRNA (aslncRNA), iv) obousmérné IncRNA (Fernandes et al. 2019).

3.11.3 Funkce a mechanismy dlouhych nekédujicich RNA

RNA jsou velmi variabilni a dynamické molekuly. Mohou byt rychle
transkribovany 1 degradovany, jsou schopny interagovat s ostatnimi nukleovymi
kyselinami a taktéz s proteiny a dokéazi tak regulovat genovou expresi na urovni
transkrip¢ni, posttranskripni a také na urovni proteinové (Lanzafame et al. 2018).
Repertoar reakci molekul IncRNA se odviji od jejich umisténi v rdmci buiiky (tzn. napf.
jaderné IncRNA budou asociované s chromatinem, cytoplazmatické IncRNA budou

regulovat translaci mRNA) a od sekundarni a terciarni struktury (Fernandes et al. 2019).

Z dosud ziskanych poznatkil lze molekuldrni mechanismy plsobeni popsat
prostiednictvim nasledujicich ¢tyf modelt, které dané IncRNA vétSinou riizné

kombinuji.
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1. Signal (Signal)

Transkripce IncRNA je tkanové a casové specifickd a reaguje na konkrétni
podnéty. Molekuly IncRNA tak mohou fungovat jako molekularni signaly pro expresi
genll v daném mist¢ a Case. IncRNA vyuzivajici tento mechanismus plni vétSinou

regulacni funkci, ptipadné jsou meziprodukty transkripce.

2. Navnada (Decovy)

Transkript IncRNA se vaze na transkripéni faktory, modifikdtory chromatinu
¢1 dal$i proteiny a zabraiiuje jim tak plnit své funkce, spadaji sem taktéZ interakce

s molekulami miRNA (viz dale).

3. Pruvodce (Guide)

Cilem IncRNA je zde navadéni transkripcnich faktorii nebo komplext
modifikujicich chromatin na konkrétni mista genomu, aby bylo docileno aktivace,

¢1 naopak inhibice transkripce danych gent.

4. LeSeni (Scaffold)

Nékteré IncRNA maji schopnost seskupit rizné proteiny a vytvofit komplexy

ribonukleoproteinii s vlastni funkci. Komplexy pak mohou zasahovat do struktury
chromatinu a modifikovat histony a zvySovat genovou expresi (Wang a Chang 2011;

Dai et al. 2019; Li et al. 2019a).

1. Signal . 3. Guide
stimulus I;;ER?A D 0“0@ . i ._/i

l \_}  chromatin
1ranspr|p1|onal modification
M activation
2. Decoy b 4. Scaffold

transcriptional chromatin
W repression \—) modification

Obr. 8 Funkcni mechanismy IncRNA. 1. signal, 2. navnada, 3. privodce, 4. leseni. Upraveno podle:
Achour a Aguilo (2018).
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Regulace transkripce

Molekuly IncRNA mohou regulovat transkripci genli pomoci remodelace
struktury chromatinu. Interaguji s komplexy modifikujicimi chromatin a navadi je
do konkrétnich oblasti genomu. Pfikladem je IncRNA HOTAIR (HOX transcript
antisense RNA), jejiz interakce s methyltransferazou PRC2 (polycomb repressive
complex 2), resp. jeji podjednotkou EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), katalyzuje
trimethylaci H3K27 (H3K27me3) (Dai et al. 2019). Ta je znakem transkripcné
neaktivniho chromatinu a nadbytek této modifikace jiz byl spojen s progresi HCC (Cai
et al. 2011). Umlceni transkripce zptsobuje také IncRNA XIST, ktera, jak jiz bylo
feceno, inaktivuje chromozom X v sav€ich samicich bunkach. Po transkripci v dosud
aktivnim chromozomu X rekrutuje PRC2 a H3K27me3, dusledkem je pak zména

struktury chromatinu celého chromozomu X (Dai et al. 2019).

Dal§im zpiisobem regulace transkripce je schopnost antisense IncRNA primo
inhibovat transkripci svych protilehlych (tedy sense) transkripti. Inhibice dosahuji
prostiednictvim kompetice o RNAP II (Lanzafame et al. 2018), tvorbou RNA-DNA-
DNA triplext, které zamezuji navdzani komplextu zahajujicich transkripci (Li et al.
2016b), ¢i navazovanim se na transportni proteiny transkripcnich faktor a blokovanim

jejich exportu z jadra (Lanzafame et al. 2018).

Posttranskripéni regulace

Alternativniho sestfihu dosahuji IncRNA interakcemi pfimo se sestiithovymi
(splicing) faktory ¢i tvorbou duplext antisense IncRNA s mRNA (Fernandes et al.
2019). IncRNA MALATI (metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1)
moduluje hladinu serin/arginin splicing faktort. Interakci s témito faktory méni jejich
distribuci v jadernych skvrnach (tzv. nuclear speckles), substrukturdch v jadre, ktera
jsou typické nahromadénymi splicing faktory (Tripathi et al. 2010). Podobnych
zpusobem funguje také NEAT]1 (nuclear enriched abundant transcript 1) (Hutchinson et

al. 2007).

Stabilitu mRNA mohou ovlivitovat IncRNA, které soutézi s mRNA o vazbu
na miRNA. Tzv. ,miRNA sponging“ je ¢astym mechanismem pisobeni IncRNA. Ty
na zakladé komplementarity sekvence hybridizuji miRNA a snizuji tak jejich inhibi¢ni
pusobeni na expresi genil (Lanzafame et al. 2018). Typickym ptikladem IncRNA takto
pusobicich je HULC (highly up-regulated in liver cancer), ktery down-reguluje
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miR-372. Snizeni exprese miR-372 prostfednictvim interakce s HULC bylo
zaznamenano u osteosarkomu (Li et al. 2020), karcinomu d€lozniho hrdla (Tornesello et
al. 2020) i u HCC (Wang et al. 2010). Wang et al. navic pozd¢&ji (2017) prokazali, ze
interakce miR-372 sIncRNA PCATI14 (prostate cancer associated transcript 14)
zpusobuje methylaci této miRNA a vede k progresi HCC. Dalsimi ptiklady IncRNA
interagujicimi s miRNA jsou jiz zmiiiované NEAT1 a MALAT1 (Lanzafame et al.
2018). Nekteré IncRNA aktivuji proteiny, které jsou schopny zptisobit rozpad mRNA
(Yao et al. 2019).

Na stabilitu proteinti, potazmo jejich mnozstvi, maji dopad IncRNA piimo
modifikujici tyto proteiny. Napiiklad IncRNA DINO (damage induced noncoding)
stabilizuje znamy tumor supresorovy p53, jenz hraje klicovou roli pfi regulaci
bunécného déleni. Na proteinové urovni regulace ovliviiuji IncRNA taktéz lokalizaci
proteini. Napiiklad nuklearni receptory, aby mohly zastavat svou funkci transkripénich
faktorti, musi byt pfemistovany do jaddra. NF-«B (nuklearni faktor kappa B) je
transkripéni faktor mnoha genl, ktery je za normadlnich okolnosti v cytoplazmé.
Po stimulaci (napf. cytokiny) je jedna z jeho podjednotek fosforylovana a degradovana.
Dalsi z podjednotek putuje do jadra, kde po navazani na specifickou sekvenci DNA
muze spoustét transkripci gent (He et al. 2019). NKILA (NF-kappaB interacting
IncRNA) diky interakcim s NF-kB tvofi stabilni komplex a zabranuje kindze tento

transkrip¢ni faktor fosforylovat (Liu et al. 2015).

IncRNA mohou byt také dale zpracovavany za tvorby sncRNA, zejm. pak
miRNA (Achour a Aguilo 2018).
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Obr. 9 Piehled funkci IncRNA v lidském organismu. 1, 2 — IncRNA reguluji genovou expresi inhibici
RNA polymerazy Il nebo remodelaci chromatinu. 3, 4 — IncRNA mohou po navdzani na prekurzorovou
mRNA (pre-mRNA) zapricinit alternativni sestiih této mRNA nebo po Stépeni pre-mRNA ribonukledzou
Dicer vznik molekul malych interferujicich RNA (siRNA). 5 — Hybridizace IncRNA s miRNA (,, miRNA
sponging ) miize zpusobit tlumeni funkci miRNA. 6, 7, 8, 9 — IncRNA po vytvoreni komplexu s proteinem
mohou ménit aktivitu tohoto proteinu, jeho strukturu a lokalizaci a mohou regulovat epigenetické
procesy. 10— IncRNA mohou byt taktéz prekurzory pro malé nekédujici RNA (sncRNA) (Séana et al.
2012).
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3.11.4 Dlouhé nekddujici RNA v patogenezi HCC

Ackoliv narlistd pocet nové objevovanych molekul IncRNA zapojenych
do patogeneze HCC, tak jako mnozstvi informaci o nich, stile je znamo pomérné malo
o jejich presné funkci a vyznamu. VétSina z nich je pti analyzach u HCC up-regulovéna,
vykazuje tedy onkogenni potencial a podili se na bunééné proliferaci, invazi a migraci
(Lanzafame et al. 2018). Nasledujici odstavec uvadi n¢které¢ s HCC souvisejici IncRNA
zapojené do patogeneze i jinych nadorovych onemocnéni, dalsi fadky predstavuji dosud
nejlépe charakterizované IncRNA. Kapitolu uzaviraji tabulky (viz Tab. 3 a Tab. 4)
s vyctem nejcastéji u HCC deregulovanych IncRNA a molekuldrnich mechanismt jejich

plsobent.

Vyzkumy IncRNA MALATI1 ukazaly up-regulaci u karcinomu prostaty, prsu,
plic, rakoviny pankreatu, kolorektdlniho karcinomu, osteosarkomu a dalSich (EIl
Khodiry et al. 2018; Sun a Ma 2019). Dysregulace H19 je vyznamna pii rozvoji
rakoviny mocového méchytfe, prsu, plic, prostaty, cervikdlniho a kolorektalniho
karcinomu (Iempridee 2017; El Khodiry et al. 2018; Wang et al. 2020b). Exprese
HOTAIR je markantné zvySena zejména u karcinomu prsu a je siln¢€ asociovana s invazi
a metastazovanim nadoru (Recillas-Targa 2015; Biswas a Desai 2017). Vysoké hodnoty
exprese ANRIL byly zjiStény u karcinomu prostaty a zaludku (Zhao et al. 2018;
Kangarlouei et al. 2019). Naproti tomu MEG3 diky inhibici proliferace, invaze
a migrace pusobi jako tumorovy supresor u rakoviny pankreatu a cervikalniho
karcinomu (Chen a Qu 2018; Ma et al. 2018b). GAS5 u rakoviny prsu a prostaty
stimuluje apoptozu, chova se tedy také jako nadorovy supresor (El Khodiry et al. 2018).

Onkogenni IncRNA u hepatocelularniho karcinomu

Jednou z dosud nejlépe charakterizovanych IncRNA podilejicich se na vzniku
HCC je HOTAIR (HOX transcript antisense RNA). Gen leZi na chromozomu 12q13.13
uvnitt HOXC klastru. Vaze komplexy LSD1 (lysine-specific histone demethylase 1)
a PRC2, navadi je do mista ptsobeni a koordinuje demethylaci H3K4 a trimethylaci
H3K27 cilovych gent (Hajjari a Salavaty 2015). Yang et al. (2011) na souboru 110
vzorkll od 60 pacientli s HCC po transplantaci jater hodnotili expresi HOTAIR pomoci
kvantitativni reverzni real-time PCR transkripce (RT-qPCR). Hladina exprese
ve vzorcich nadorové tkané byla oproti zdravé tkdni znacné zvySena a jeji hodnota byla
asociovana s krat§i dobou pifeZivani bez zndmek recidivy. Autofi jej vyhodnotili jako

potencialni biomarker predikce rekurence HCC a jako mozny cil pii terapii. MoZnost
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vyuziti HOTAIR pfi cileni 1é€by potvrdili i Gao et al. (2016), exprese HOTAIR zde
navic korelovala s tvorbou metastdz, nizkou diferenciaci nadoru a taktéz s Casnou

rekurenci.

Up-regulace  HOTAIR podporuje progresi, migraci a rekurenci tumoru
prostiednictvim regulace Wnt/B-katenin signalni drahy (Gao et al. 2016). V jiné studii
byla patrna asociace zvySené exprese HOTAIR s metastazovanim do lymfatickych uzlin
a in vitro testy ukazaly zapojeni matrix metaloproteinazy-9 (MMP-9) a VEGF
do progrese HCC (Geng et al. 2011). Nadmérna trimethylace H3K27, kterou HOTAIR
katalyzuje, je taktéZ spojena s progresi HCC, zejm. s vaskularni invazi a Spatnou
prognézou (Cai et al. 2011). Zvysena exprese HOTAIR muze byt u HCC provéazena
supresi miR-122. Cheng et al. (2018) prokazali, ze HOTAIR epigeneticky tlumi expresi
miR-122 pomoci DNA methyltransferazou zprostfredkované DNA methylace a navrhli
regulacni drdhu HOTAIR/mir-122 za cil molekularni terapie HCC. Zajimavy poznatek
o roli HOTAIR v glukd6zovém metabolismu pfinesli Wei et al. (2017), ktefi
ve vysledcich studie uvadi, Ze HOTAIR stimuluje v HCC buiikidch glykolyzu up-
regulaci gluk6zového transportéru GLUT1 aktivaci mTOR drahy nebo pfimou vazbou

na GLUTI.

HULC (highly up-regulated in liver cancer) byla prvni objevenou vysoce
exprimovanou IncRNA u HCC (Panzitt et al. 2007). Nadmérné exprimovana je i v séru
pacientli, tudiz by mohla byt slibnym neinvazivnim markerem casné diagnézy HCC
(Xie et al. 2013; Li et al. 2015b). Podle zjisténi Matouk et al. (2009) je nadexprese

HULC asociovana taktéz s jaternimi metastazami u kolorektalniho karcinomu.

Chronicka hepatitida B je Castou pii¢inou HCC a protein X viru hepatitidy B
(HBx), ktery je virem produkovan a je potfebny pro jeho replikaci, se podili i na rozvoji
HCC (Zhang et al. 2006). Proto se Du et al. (2012) zabyvali otazkou, zda je HULC
zapojeny do hepatokarcinogeneze 1 prostfednictvim tohoto virového proteinu. Podle
jejich vysledkti je souvislost nasledujici — HBx diky interakcim s transkripénim
faktorem CREB (cAMP response element binding protein) up-reguluje expresi HULC,
coz vede cestou inhibice tumor supresorového pl8 k nadmérnému mnoZeni bunék.
HULC se také casto vaZze na miRNA a reguluje tak celou fadu signalnich drah.
Potlacovanim aktivity miR-372 lze docilit zvySeni exprese PRKACB (protein kinase

cAMP-activated catalytic subunit beta) vedouci k fosforylaci faktoru CREB, ktery se
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ve fosforylované formé vaze na promotor HULC a aktivuje jeho expresi (Wang et al.
2010). Praveé popsané aktivity 1ze shrnout do autoregula¢ni smycky CREB/HULC/miR-
372/PRKACB/CREB/HULC, ktera je v koneéném disledku zodpovédna za bunécnou
proliferaci (El Khodiry et al. 2018). Schematické znazornéni smycky piedklada Obr. 10.
Dalsi miRNA, na kterou se HULC véaze, je miR-200a-3p. Jeji supresi zprosttedkovava
HULC up-regulaci ZEB1 (zinc finger E-box binding homeobox 1) a nasledné epitelo-
mezenchymalni tranzici (EMT). Ta je mechanismem v normalnim stavu fyziologickym,
pii deregulaci vSak pfispiva k metastazovani transformovanych bunék krevnim ob&éhem
do rliznych tkani a podili se tedy na progresi HCC (Li et al. 2016a). Angiogenezi nadoru
muze HULC potencovat inhibici miR-107. Ta up-reguluje transkripéni faktor E2F1
a nakonec aktivuje SPKHKI1 (sphingosine kinase 1) (Lu et al. 2016). Dalsi
mechanismus hepatokarcinogeneze popsali Xin et al. (2018). Podle nich HULC
potlacuje expresi a dozravani miR-15a a aktivuje signalni drahu PI3K/Akt/mTOR
inhibici jejiho stéZejniho regulatoru PTEN.

HULC se muze podilet na karcinogenezi 1 regulaci gent cirkadidnnich rytmi.
Vazbou k 5" UTR mRNA cirkadidnniho regulatoru CLOCK (clock circadian regulator)
jej up-reguluje a narusuje tak v hepatocytech pravidelnost jeho exprese (Cui et al.

2015).
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Obr. 10 Autoregulacni smycka CREB/HULC/miR-372/PRKACB/CREB/HULC vedouci k proliferaci
bunék (El Khodiry et al. 2018)
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MALAT 1 (metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1) neboli
NEAT?2 (nuclear enriched abundant transcript 2) je lokalizovan zejména v jadernych
skvrnach (nuclear speckles). Jeho funkce pfi regulaci genové exprese spociva v regulaci
distribuce pre-mRNA sestiihovych faktorti v jadernych skvrnach (Tripathi et al. 2010).
Zvysena exprese MALATI je spojena s ¢asnou rekurenci HCC po transplantaci jater,
in vitro doSlo po inhibici MALATI! v bunééné linii HepG2 ke snizeni motility,

zivotnosti a invazivity bunék a ke zvyseni jejich citlivosti k apoptéze (Lai et al. 2012).

Tak jako HULC, i MALATI se muze podilet na proteinem HBx mediované
karcinogenezi. Ve studit Hou et al. (2017) byla exprese MALAT1 v HCC tkanich
zvysena a korelovala s hladinou exprese HBx. Autofi také popsali jeden z mechanismi
karcinogeneze — MALATI1 stimuluje expresi proteinu LTBP3 (latent transforming
growth factor B-binding protein 3), ten je up-regulovan i virovym proteinem HBx, tudiz
lze hovotit o regulacni ose HBx—MALATI/LTBP3, jejiz aktivace podnécuje rlst

a metastazovani nadoru.

MALATI také reguluje expresi ZEBI vazbou na miR-143-3p, ¢imz podporuje
invazi a migraci HCC buné¢k (Chen et al. 2017b), supresi miR-146b-5p piispiva k rtstu
a metastazovani nadoru, jelikoz fyziologicky tato miRNA vazbou na TRAF6 (TNF
receptor associated factor 6) inhibuje fosforylaci Akt (Li et al. 2017b).

Mimo regulace tumorigeneze u HCC hraje MALATI1 roli také v prichodu
bunéénym cyklem hematopoetickych buné€k. Pti in vitro experimentu stimuloval piestup
zGl do S faze bunécného cyklu, potazmo tedy proliferaci hepatocytli. Béhem
normalniho postupu bunéénym cyklem vsak nebyla jeho hladina abnormalni. Proto se
zda, ze IncRNA MALATI je dulezita i pro regeneraci jater. Podle této studie dosahuje
MALATT] proliferace bunék cestou aktivace Wnt/B-katenin signalni dréhy, konkrétné
supresi axinu a APC, ¢imZ se sniZuje stabilita proteazomového komplexu, B-katenin je
znéj uvolnén a presouva se do jadra, kde zesiluje transkripci c-Myc a cyklinu DI1.
Navic se ukézalo, ze by s MALAT1 mohl byt asociovan protein p53, nebot’” béhem

regenerace jater jej down-reguloval (Li et al. 2017a).
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Imprintovany gen pro IncRNA HI19 je ve vazbé s genem pro IGF2 a lezi
na chromozomu 11p15.5. H19 je normalné¢ exprimovan z maternalni alely, /GF2
z paternalni alely. H19 je exprimovan pifi embryogenezi, ale poté je fyziologicky
ve veétsing tkani jeho exprese potlacena. V postnatdlnim obdobi je H19 exprimovan
ve velkém mnozstvi v jatrech, podili se tedy pravdépodobné na jejich vyvoji. Je
prekurzorem pro miR-675. Hraje roli pfi regulaci bunééné proliferace a diferenciace

(Pope et al. 2017).

Ackoliv jiz byla up-regulace H19 spojena s ristem a metastazovanim fady
nadorl,, dosud neni zcela jasné, zda jej v patogenezi HCC zaradit spiSe do kategorie
onkogent, ¢i nadorovych supresorti. Zhang et al. (2013) dosli ke zjisténi, ze IncRNA
H19 se mulZe asociovat s proteinovym komplexem hnRNP U/PCAF/RNAPol II
a acetylaci histonti aktivovat ¢leny rodiny miR-200 (miR-200a, miR200b, miR-200c,
miR-141 a miR-429). Tito down-reguluji své cilové geny ZEBI a ZEB2, coz muze
nasledné vést k inhibici EMT a metastazovani. Jind studie (Lv et al. 2014) ukazala, ze
down-regulace H19 a miR-675 mulze vést k migraci a invazi bunék HCC. Naproti tomu
vysledky z analyzy 457 vzorkl spojily zvySenou expresi H19 s agresivitou nadoru —
konkrétné s migraci a invazi HCC bunék cestou aktivace osy H19/miR-193b/MAPK 1
(Ye et al. 2020). Podle Li et al. (2019b) H19 interakci s miR-22 podporuje rozvoj HCC
vzniklého na podkladu hepatitidy B. Up-regulace v nadorové tkéani pozitivné korelovala

s metastazami a negativné s dobou pieziti.

Tumor supresoroveé IncRNA u hepatocelularniho karcinomu

MEG3 (maternally expressed gene 3) je bézné¢ exprimovan v normalnich
tkanich, naopak jeho snizend exprese je spojena s mnozstvim nadorovych onemocnéni.
I u HCC je jeho exprese potlacena. Transkripni faktor NF-xB muze vazbou
na promotorovou oblast MEG3 pifimo regulovat transkripci MEG3. Pfi up-regulaci
MEG3 vazbou na miR-664 inhibuje proliferaci HCC bun¢k (He et al. 2017). Ve studii
Li et al. (2017d) byla spole¢né¢ s MEG3 v HCC tkanich sniZena i exprese miR-26a.
miR-26a ma zde charakter nddorového supresoru, ktery cestou down-regulace DNA
methyltransferazy 3B (DNMT3B) a naslednou up-regulaci MEG3 inhibuje migraci,
proliferaci a invazi HCC bunc¢k. Podobné¢ miR-29a mize regulovat expresi MEG3

modulaci DNMT1 a DNMT3 (Braconi et al. 2011).
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Zhang et al. (2019) se zaméfili na objasnéni vztahu MEG3 a miR-10a-5p
k progresi HCC. Exprese MEG3 byla, tak jako v ostatnich studiich, v HCC tkanich
snizena, exprese miR-10a-5p byla v nadorové tkani, oproti zdravé tkéni, zvysena.
Nadexprese MEG3 snizila proliferaci, migraci a invazi HCC bungk in vitro a taktéz
stimulovala apoptézu téchto bunék. Dale podpofila expresi PTEN a proteinu p53
a snizila expresi Akt, miR-10a-5p a matrix metaloproteinazy-2 a -9. miR-10a-5p vazbou
na 3’ UTR mRNA PTEN tlumila expresi proteinu PTEN. Autofi tedy objasnili dalsi
mechanismus pfispivajici k rozvoji HCC, ktery lze shrnout MEG3 regulovanou osou
PTEN/Akt/MMP-2/-9, véetné interakce MEG3 s miR-10a-5p. Rovnéz podle Zhu et al.
(2015) MEG3 interaguje s proteinem p53, ¢imZ stimuluje jeho aktivitu pii regulaci

transkripce jeho cilovych gend.

GASS (growth arrest-specific transcript 5) je IncRNA zapojend do kontroly
pruchodu bunéénym cyklem a do procesu apoptdzy. Snizend exprese je spojena s horsi
prognodzou, s akcelerovanym rlistem a s niz$i diferenciaci tumoru a s metastazovanim,
vcetné tvorby metastdz v lymfatickych uzlinach (Li et al. 2017c). Nadexprese GASS
vedla k vyznamnému utlumu proliferace a invaze a stimulovala apoptéozu HCC bunék.
V téze studii navic autofi demonstrovali, ze GASS negativné reguluje expresi
vimentinu, jez nasledn¢ vede k supresi proliferace HCC bun¢k (Chang et al. 2016).
Vimentin patii do rodiny proteinii intermediarnich filament a jeho hlavni funkci je
udrzovani integrity bunck a tkani. Je hojné exprimovan v mezenchymalnich bunkach,
a proto jej lze povazovat za marker EMT. MuzZe ptispivat k invazivité¢ naddoru a k horsi
prognoéze nadorovych onemocnénich (Satelli a Li 2011). GASS plni svou roli
nadorového supresoru naptiklad také inhibici miR-21, jejiz cilovou molekulou je PTEN.
Zvysena exprese PTEN vedla k supresi invaze a migrace HCC bun¢k (Hu et al. 2016;
Wang et al. 2020a).
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Tab. 3 Onkogenni IncRNA u hepatoceluldrniho karcinomu

ANRIL antisense 9p21.3 leSent, proliferace, invaze ~ANRIL/PRC2/KLF2 (Kriippel-like factor ~ (Huang et al. 2015)
pravodce, 2)
navnada
ANRIL/miR-122-5p (Ma et al. 2018a)
ANRIL/miR-144/PBX3 - blokace (Ma et al. 2019)
PI3K/Akt drahy
CCAT1 mezigenova 8q24.21 navnada proliferace, CCAT1/let-77HMGA2 a c-Myc (Deng et al. 2015)
migrace, invaze
CCAT1/miR-490-3p/CDKI1 (cyclin- (Dou et al. 2017)
dependent kinase 1)
CCAT2 mezigenova 8q24.21 navnada proliferace, CCAT2/vimentin, Snail2 > EMT (Xu et al. 2017)
invaze,
metastazovani CCAT2/miR-134a/ FOXM1 (forkhead (Chen et al. 2017a)
box protein M1)

CCAT2/miR-145/MDM2 (mouse double (Niu et al. 2020)
minute 2 homolog)

DANCR mezigenova 4q12 navnada invaze, DANCR/CTNNBI (resp. B-katenin) = (Yuan et al. 2016)

metastazovani blokace represivniho ucinku miR-214,
miR-320a, miR-199a na CTNNBI
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H19

HOTAIR

HULC

mezigenova

antisense

mezigenova

11p15.5

12q13.13

6p24.3

navnada,
leSeni

leSeni

navnada,
leseni

migrace, invaze

migrace, invaze,
metastazovani

proliferace,
metastazovani,
angiogeneze

H19/miR-193b/MAPK1 - migrace
a invaze

H19/miR-22

HOTAIR/Wnt a -katenin

HOTAIR/MMP-9 a VEGF =>
metastazovani

HOTAIR/miR-122/cyklin G1

HOTAIR/mTOR/GLUT1 nebo
HOTAIR/GLUT1 = stimulace

glykolyzy
HBx-CREB/HULC/p18 -> proliferace
HULC/miR-
372/PRKACB/CREB/HULC ->
proliferace

HULC/miR-200a-3p/ZEB1 - EMT

HULC/miR-107/E2F1/SPKHK1 ->
angiogeneze

HULC/miR-15a
HULC/PTEN/PI3K/Akt/mTOR

HULC/CLOCK
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(Ye et al. 2020)

(Li et al. 2019b)

(Gao et al. 2016)

(Geng et al. 2011)

(Cheng et al. 2018)

(Wei et al. 2017)

(Du et al. 2012)

(Wang et al. 2010)

(Li et al. 2016a)

(Lu et al. 2016)

(Xin et al. 2018)
(Xin et al. 2018)

(Cui et al. 2015)



MALATI1

NEAT1

PVT1

XIST

mezigenova

mezigenova

mezigenova

mezigenova

11q13.1

11q13.1

8q24.21

Xql3.2

navnada

leSeni

pruavodce,
navnada

migrace,
proliferace,
invaze,
metastazovani

proliferace,
metastazovani,
invaze

proliferace,
invaze, migrace

proliferace,
invaze,
metastazovani

(HBx—)MALAT1/LTBP3 -> rust
a metastazovani

MALAT1/miR-143-3p/ZEB1 - invaze
a migrace

MALAT1/miR-146b-5p/TRAF6/Akt >
rust a metastazovani

MALAT1/p53

NEAT1/miR-485/STAT3 - migrace,
invaze

NEAT1/miR-124-3p/ATGL (adipose
triglyceride lipase) = naruSeni lipolyzy
v HCC bunkach

NEAT1/miR-139-5p/TGF-1 ->
migrace, invaze, rist HCC bunck

PVT1/miR-186-5p
PVTI1/EZH2/miR-214
XIST/ miR-194-5p/MAPK 1

XIST/miR-181a/PTEN

(Hou et al. 2017)

(Chen et al. 2017b)

(Li et al. 2017b)

(Li et al. 2017a)

(Zhang et al. 2018)

(Liu et al. 2018a)

(Tu et al. 2018)

(Lan et al. 2017)
(Gou et al. 2017)
(Kong et al. 2018)

(Chang et al. 2017)



Tab. 4 Tumor supresorové IncRNA u hepatoceluldrniho karcinomu

GASS

H19

MEG3

XIST

antisense

mezigenova

mezigenova

mezigenova

1g25.1 navnada, proliferace,
leseni metastazovani,
invaze, migrace
11p15.5 navnada, metastazovani,
leSeni migrace, invaze
14q32.2 navnada, proliferace,
leSeni invaze,
metastazovani
Xql3.2 navnada proliferace,
invaze,
metastazovani

GAS5/vimentin = apoptdza, suprese
metastazovani (EMT)

GASS5/miR-21/PTEN - suprese invaze
a migrace

H19/hnRNP U/PCAF/RNAPol II/miR-
200/ZEB1 a ZEB2 - inhibice EMT

a metastazovani

H19/miR-675 -> suprese migrace
a invaze

MEG3/miR-664 - inhibice proliferace

miR-26a/DNMT3B/MEG3 —>inhibice
migrace, proliferace a invaze

miR-29a/DNMT1 a DNMT3/MEG3
MEG3/PTEN/Akt/MMP-2/-9
MEG3/miR-10a-5p

MEG3/p53

JPX/XIST/miR-155-5p
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(Chang et al. 2016)

(Hu et al. 2016; Wang
et al. 2020a)

(Zhang et al. 2013)

(Lv et al. 2014)

(He et al. 2017)

(Li et al. 2017d)

(Braconi et al. 2011)
(Zhang et al. 2019)
(Zhang et al. 2019)

(Zhu et al. 2015)

(Lin et al. 2018)



3.11.5 Metody stanoveni dlouhych nekodujicich RNA

Zpocatku byla nejuzivanéjsi metodou k analyze exprese gend kvantitativni PCR
(qPCR). Nyni je také velmi pouzivanou metodou (viz dale), avSak je vhodna spise
pro analyzu mensiho mnoZstvi gend. Cipové technologie (microarrays), jeZ jsou
zalozeny na hybridizaci nukleové kyseliny s komplementarnimi sondami umisténymi
na pevném podkladu, naproti tomu pfinesly moznost i celogenomové analyzy exprese.
Metody zalozené na mikrocCipech jsou levné a poskytuji velké mnozstvi dat, na druhou
stranu vSak skytaji riziko nespecifické vzajemné cross-hybridizace pti velké podobnosti
sekvenci a riziko snizené piesnosti detekce kvantity pii analyze velmi slabé ¢i naopak
velmi vysoce exprimovanych genli. Navic je u téchto metod tfeba znat zkoumanou
sekvenci, coz je vyluCuje pro identifikaci novych RNA. Ke znaénému posunu
v transkriptomice doSlo po predstaveni sekvenovani nové generace (NGS), které
umoznilo pifimé sekvenovani vSech transkripti bunky. RNA-seq, jak je toto
sekvenovani oznaCovano, je dnes nejcastéjs$i metodou pii identifikaci novych IncRNA.
Mimo analyzy genové exprese a objevu novych RNA umoZziuje tato technika také
detailnéjs$i detekci genit podléhajicich alternativnimu sestiithu a detekci alelove
specifické exprese (Kukurba a Montgomery 2015; Chatterjee et al. 2018). Navic ji lze
vyuzit taktéz pro studium interakci RNA s proteiny a dalSimi RNA molekulami, coz
také pomaha prohlubovat znalosti o translaci a transkripci a ziskdvat informace

o struktuie téchto molekul (Stark et al. 2019).

Detaily v postupu pii RNA-seq se mezi jednotlivymi experimenty mohou liSit,
zékladni princip vSak ziistava. Po extrakci RNA z biologického materialu smétuje dalsi
zpracovani k vytvoieni sekvenacni knihovny. Podtypy RNA jsou izolovany podle
riznych parametri v zavislosti na pozadovaném typu RNA. Na zaklad¢ velikosti 1ze
izolovat RNA pro sekvenovani miRNA, vybér RNA s poly(A) koncem umoziuje
sekvenaci mRNA. Odstranéni ribosomalni RNA (ribo-depletion), kterd zaujima ptes
95 % zRNA v buiice, je vhodné pro sekvenovani mRNA, pre-mRNA a ncRNA
(Kukurba a Montgomery 2015).

Ziskana RNA je poté reverzni transkripci konvertovana na komplementarni
DNA (cDNA). Ta je fragmentovana na useky urcité délky a na 5’1 3’ konce fragmentti
jsou navazany adaptéry. Jeden z nich slouzi k ptichyceni na sklenénou desticku, adaptér
na druhém konci fragmentu pak k detekci pii nasledné amplifikaci provadénou PCR

metodou (Kukurba a Montgomery 2015). Rozsifenou platformou NGS uZivanou

67



ve vyzkumnych laboratofich je technologie Illumina. K amplifikaci pouzivad muistkovou
PCR, kterd generuje klastry jednotlivych fragmentii DNA. Po vytvoteni klastrii jiz 1ze
pristoupit k samotnému sekvenovani. Fluorescencné znacené nukleotidy (A, T, C, G)
jsou inkorporovany do nové vznikajiciho fetézce a zaroven jsou v tomto okamziku
i detekovany. V kazdém cyklu je zaclenén pouze jeden znich, coz je zajisténo
termina¢nim oznacenim kazdého z dodavanych nukleotidi. Po detekci je fluorescencni
znacka enzymaticky odStépena, coz umoznuje dalsi kolo inkorporace (Illumina, Inc.

2017).

Béhem klasického postupu, kdy jsou knihovny tvofeny z obou cDNA vldken, se
pii sekvenovani informace o orientaci vldken ztraci. Pro analyzu novych transkripta je
vSak rozliSeni sense a antisence vlakna potieba a 1ze jej docilit napt. oznacenim druhého
vldkna cDNA bcéhem jeho syntézy pomoci deoxy-UTP (dUTP) (Kukurba
a Montgomery 2015). Také nizkou hladinu exprese IncRNA je tieba mit na paméti,
proto se pii jejich identifikaci provadi hluboké sekvenovani s obvykle kolem 100-150

miliony, pfip. 1 vice, ¢tenimi (ready) (Fang a Fullwood 2016).

Po sekvenovani nasleduje analyza ziskanych dat. Hruba data mohou byt ulozena
do archivi  databdze @NCBI - Gene Expression Omnibus (GEO,
https://'www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)  nebo  Sequence  Read  Archive (SRA,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), kde jsou jim piifazena identifikacni ¢isla a mohou
byt pouzita 1 v dalSich experimentech jinych autord. Hruba vystupni data jsou
po sekvenovani upravovana a filtrovana (odstranéni adaptérti a readti s nizkou kvalitou).
Kratké ready jsou poté mapovany na referencni genom nebo transkriptom. Pokud neni
k dispozici referencni sekvence, jsou spojovany piekryvajici se konce de novo (Kulski
2016; Chatterjee et al. 2018). Identifikace IncRNA probiha na zaklad¢ filtrovani podle
konkrétnich kritérii, napf. odstranéni transkriptt kratSich nez 200 bp ¢i transkripta

s protein kddujicim potencidlem (Pu et al. 2020).

Dalsim krokem je zisk informace o mife exprese transkriptii/gentl, kterou spocita
software na zdklad¢ poctu readii na né¢ namapovanych a normalizovanych na jejich
délku ana celkovy pocet readl. Hlavnim cilem vétSiny RNA-seq je analyza
diferencialni exprese, tedy identifikace genii odliSn€ exprimovanych mezi dvéma ¢i vice
skupinami, napt. mezi tkdni nadorovou a zdravou kontrolni (Krej¢i et al. 2015;

Chatterjee et al. 2018).
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Pro wvalidaci identifikovanych IncRNA po RNA-seq mulze poslouzit
kvantitativni real-time PCR (RT-qPCR), jez je metodou velmi citlivou. Zaroven jde
vSak o metodu nizkokapacitni a jak jiz bylo zminéno, vhodné&j$i pro analyzu exprese
mensiho mnozstvi genti (Chatterjee et al. 2018). Pfi svych experimentech ji pro detekci
a stanoveni exprese konkrétnich IncRNA také vyuzivala vétSina autorti pfislusnych

praci citovanych v této diplomové praci.

Béznym postupem je extrakce RNA z nadorové a prilehlé nenadorové tkané
a syntéza cDNA, ktera slouZi jako templat pro PCR reakci. Diky genové specifickym
primerim je pak amplifikovan poZadovany tsek cDNA. Real-time PCR je klasickou
PCR metodou, avSak cycler zde zaznamendva mnozstvi DNA kontinualné¢ béhem
kazdého cyklu. Detekovan je fluorescencni signal, ktery vyzaiuji fluorescencné znacené
sondy vzdy pfi navazani na DNA, jeho sila koresponduje s mnozstvim vychoziho
templatu. Obvykle se provadi relativni kvantifikace, ktera slouzi k porovnani hladin
exprese genll mezi napt. tkani nadorovou a nenddorovou a hodnoti se jako x-nasobna
zmeéna exprese nebo jako vyznamna a nevyznamni zména exprese. Funkci vnitini
kontoly zastavaji referencni geny (nebo také ,housekeeping® geny), které pomohou
korigovat vysledky pfi nestejném mnozstvi pouzitého vstupniho materidlu (Wagner
2013). Pti analyze exprese IncRNA autofi pouzivaji vétSinou jako referenéni geny
GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza) nebo B-aktin (Fu et al. 2019; Wang et
al. 2010; Xin et al. 2018).

3.11.6 Databaze dlouhych nekdédujicich RNA

Kvuli kumulaci nové experimentaln¢ identifikovanych IncRNA a informaci
o jejich funkcich, expresnich profilech a interakcich je tifeba vefejné dostupnych
databazi, které budou tato data prehledné shromazd'ovat a poskytovat kvalitni zdroj

informaci pro dal$i vyzkumy v oblasti IncRNA (Iwakiri et al. 2016).

Nejobsahlejsi databazi genti je GENCODE (https.//www.gencodegenes.org/),
jez je soucasti projektu ENCODE, a jejimz cilem je identifikace vSech genti lidského
a mySiho genomu. Lidské4 verze, GENCODE 33 (16. 01. 20), obsahuje celkem 60 662
gend, z toho 17 952 IncRNA genti pro 48 438 IncRNA transkriptl. Mysi databaze verze
M24 obsahuje 13 197 IncRNA genii a 18 864 transkriptih IncRNA. NONCODE
(http://www.noncode.org/) je nejvétsi databazi zaméfenou na nekodujici RNA

(s vyjimkou tRNA a rRNA) C¢itajici informace o ncRNA 17 druhG — napt. ¢lovek,
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Simpanz, mys, prase, krysa, krava, had’atko obecné. Poskytuje zakladni tidaje typu
lokalizace, pocet exonil, délka, sekvence, ale také expresni profil ¢i predpokladané
funkce a spojitost s onemocnénimi. Tyto informace ziskava z jinych databazi, vetejné
dostupné literatury a ze starSich verzi NONCODE. Verze 5.0 obsahuje 172 216 IncRNA
u lidi transkribovanych z 96 308 IncRNA gend (Fang et al. 2018).
Dalsi obsahlou databazi pro IncRNA je napft. LncRBase

(http://bicresources.jcbose.ac.in/zhumur/Incrbase/).

K ziskani informaci o struktufe IncRNA mize slouzit LNCipedia
(https.//Incipedia.org/), kterd poskytuje informace o 127 802 transkriptech a 56 946
genech (verze 5.2). Mimo zékladnich udaju je to navic potencial ke kédovani proteint,
konzervace lokusu a informace o sekundarni struktufe a vazebnych mistech

pro miRNA (Volders et al. 2019).

Databaze LncRNADisease (http.//www.rnanut.net/Incrnadisease/) je zaméiena
na propojeni konkrétnich IncRNA s onemocnénimi a mapuje interakce mezi IncRNA,
miRNA a mRNA. Data ziskava z experimentalnich praci nebo pomoci vypocetnich
metod. Verze 2.0 obsahuje celkem 19 166 IncRNA z ¢lovéka, mysi, potkana a kura,
10 564 experimentalné¢ podpofenych asociaci IncRNA s onemocnénimi, z nichz
94,68 % se tyka cloveéka. Nejcastéjsi asociace jsou zde s nadorovymi (44,2 %),
kardiovaskularnimi (11,6 %) a neurodegenerativnimi onemocnénimi (7,3 %) (Bao et al.

2019).

3.11.7 Predikce interakci dlouhych nekodujicich RNA
Funkce IncRNA a jimi zprostiedkované regulace riznych bunéénych procest
mohou byt charakterizovany diky poznatkim o interakcich s proteiny a interakcich

s dalsSimi RNA, predev§im s miRNA. Ty jsou umoznény existenci vazebnych mist

pro miRNA lokalizovanych v 3' UTR oblastech IncRNA (Yotsukura et al. 2017).

MiRcode (http://www.mircode.org/) je jednim z nastroji pro predikci miRNA
vazebnych mist u IncRNA. Vychéazi z komplementarity s vazebnou oblasti, evolu¢ni
konzervace a anotaci z databdze GENCODE. Nyni (verze MiRcode 11) obsahuje vice
nez 10 000 lidskych genil pro IncRNA (Yotsukura et al. 2017).

Pro predikci interakci mezi IncRNA-IncRNA a IncRNA-mRNA u mysi nebo lidi
lze vyuzit LncRRIsearch (http.//rtools.cbre.jp/LncRRIsearch/). Tento nastroj navic
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poskytuje data o tkanové specifické expresi a subcelularni lokalizaci danych IncRNA

(Fukunaga et al. 2019).

Uzivatelsky pfijemnou volbou je spongeScan (http://spongescan.rc.ufl.edu/),
coz je webova aplikace, kterd identifikuje a vizualizuje vazebnd mista v IncRNA,

pomoci nichz se mohou vazat k miRNA (Furio-Tari et al. 2016).

DIANA-LncBase (https://diana.e-ce.uth.gr/Incbasev3) je databazi, kterd sbirad
data o interakcich z jiz publikovanych clankti. Verze 3 obsahuje asi 240 000 IncRNA-
miRNA bunééné a tkanove specifickych interakei u lidi a mysi. Ty jsou predlozeny

v podobé textové 1 interaktivni grafické (Karagkouni et al. 2020).

Nastrojem specializovanym na interakce IncRNA s proteiny je IncPro
(http://bioinfo.bjmu.edu.cn/Incpro/), ktery predikuje vazby na zikladé vypocth
vychdzejicich ze sekundarni struktury, vodikovych vazeb a Van der Waalsovych

interakci (Lu et al. 2013).
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4 DISKUSE

Pokroky v sekvenovani nové generace poskytuji moznost charakterizovat
etiologické faktory mnohych onemocnéni, a to z oblasti genomiky i epigenetiky. Oblasti
epigenetiky, zejména v souvislosti s nddorovymi onemocnénimi, je v poslednich letech
vénovana velka pozornost, nejinak je tomu u nejcastéj$iho primarniho tumoru jater,
hepatoceluldrniho karcinomu. Velmi studovanou a pomérné kratkou dobu zndmou
skupinou molekul jsou dlouhé nekddujici RNA, jimz je tato prace vénovana. Oblastem
mikroRNA a cytochromii P450 byl v préaci také vyclenén prostor, nebot’ se prolinaji
s hlavnim tématem. Informace byly ziskany zejména z aktudlnich ptehledovych ¢lanka

a puvodnich publikaci pfevazné zahrani¢nich experta.

Dlouhé¢ nekddujici RNA reguluji expresi genli na urovni transkripéni
1 posttranskripéni. Podileji se na regulaci proliferace, invaze, migrace 1 na kontrole
apoptozy. Jejich hladina v tkdnich ¢i télnich tekutinach je casto deregulovana
u nadorovych onemocnéni a koreluje s progresi nddoru. Vzhledem k casti v uvedenych
procesech se mohou IncRNA chovat jako onkogeny nebo nadorové supresory.
Vyzkumné tymy postupné odhaluji molekuldrni mechanismy jejich ptlisobeni a Casto se
jedna o piiklady potvrzené pouze jednotlivymi studiemi. Mezi vSemi dosud
identifikovanymi IncRNA, jichz je aktualn¢ dle databdze NONCODE 172 216 (z 96 308
IncRNA genti) (Fang et al. 2018), patfi mezi nejlépe charakterizované onkogenni
HOTAIR, HULC a MALATI1 se zvySenou hladinou exprese a tumor supresorové
MEG3 a GASS, jejichz hladiny byvaji u HCC snizeng.

I v ptfipad¢ IncRNA s pomérn¢ bohatymi daty o molekularnich mechanismech
pusobeni vSak jsou i takové, u nichz se autoii neshoduji na jejich zakladni roli
v patogenezi HCC. Zajimavé je napiiklad nejasné zatfazeni IncRNA H19, jelikoZ podle
vysledkd nékterych studii podporuje rozvoj karcinomu (Li et al. 2019b; Ye et al. 2020),
podle jinych pisobi naopak jako protektivni faktor (Zhang et al. 2013; Lv et al. 2014).
Tyto diskrepance by mohly byt z divodu rozdilného designu studii, napt. pouziti
riznych bunéénych linii nebo vzorkii od malého poctu pacientii, navic napf. ve studii
Zhang et al. (2013) byla H19 exprimovana vyraznéji v okoli nadorové tkané, tedy
dal$im diivodem miiZe byt riiznd mira exprese v riznych ¢astech analyzovanych tkani.
U genetickych analyz nadorovych vzorki je v kazdém piipadé nesmirng dillezité pouZiti

relevantni referencni tkdné ¢i napf. genomu — nejlépe s nadorem nezastizené okolni
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tkang, ¢i tkani s pro daného pacienta normalnim genomem (pro odliseni patologickych

somatickych mutact).

S ptibyvajicimi studiemi je stale jasnéjsi, ze IncRNA funguji v rdmci velmi
slozitych regulacnich siti, v nichZ interaguji s dalsSimi RNA, s DNA i proteiny. Velky
vyznam v odhalovani téchto interakci asociovanych s ur€itymi patologickymi stavy pak
spociva v pochopeni molekularni podstaty jejich pisobeni. To je jednim z predpokladi
pro identifikaci molekul pouzitelnych pro diagnostiku a pro vyvoj novych cilenych

1€k, které by zlepsily prognézu onemocnéni.

Na zdkladé informaci ziskanych béhem psani této prace by potencidlnimi
biomarkery pro vcasnou diagnostiku HCC mohla byt teoreticky vétSina s HCC
asociovanych IncRNA, pokud jejich expresni hladiny koreluji s klinickymi
a patologickymi ndlezy pacientd. V praxi by pak byly velmi vhodnou volbou IncRNA
cirkulujici v krevnim ob&hu (Klingenberg et al. 2017).

Mimo jiz vcelku dobie charakterizované IncRNA, jako jsou napt. HOTAIR
(Yang et al. 2011; Gao et al. 2016), HULC (Li et al. 2015b) a MALAT1 (Lai et al.
2012), jsou zde 1 dalsi IncRNA, které by potencialné mohly slouzit pro diagnostiku ¢i
predikci vyvoje HCC. Kupiikladu zvysSené hladiny SNHG15 (small nucleolar RNA host
gene 15) (Shuai et al. 2020), UCATI (urothelial carcinoma-associated 1) (Zheng et al.
2018), PCAT1 (prostate cancer associated transcript 1) (Yan et al. 2015b), PVTI
(plasmacytoma variant translocation 1) (Yu et al. 2016) korelovaly se zavaznosti

klinickych pfiznaki a se Spatnou prognézou.

Také byly pro tento ucel navrzeny kombinace vice ukazatel. Podle Li et al.
(2015b) ma HULC spolecné s IncRNA Linc00152, jejichz plazmatické hladiny byly
ve studii velmi zvySeny, senzitivitu 79,8 % a specificitu 90,4 %. V kombinaci s AFP by
mély jesté lepsi schopnost diagnostiky HCC. Méteni PVT1 spole¢né s uc002mbe.2
v séru ukazalo senzitivitu 60,6 % a specificitu 90,6 %, navic v kombinaci s méfenim
hladiny AFP by dosahla ¢isel vyssSich (Yu et al. 2016). Kamel et al. (2016) provedli
analyzu exprese IncRNA UCA1, WRAP53 a AFP v séru. Ob¢ IncRNA mély senzitivitu
95,1 %, specificitu 82,1 % apfidani hodnoty AFP zvysilo senzitivitu dokonce
na 100 %.

Potencial pro vyuziti v 1é€bé HCC maji IncRNA také. Jejich exprese je tkanove

specifickd, v porovnani s mRNA je nizkd, coZ umoznuje podani nizsich terapeutickych
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davek a zmirnit tak pfipadnou toxicitu (Klec et al. 2019). Jednim z moZznych pfistupti je
inhibice onkogennich IncRNA mifenim na jejich primarni strukturu. K tomuto by
mohly byt vyuzity malé interferujici RNA (siRNA) nebo antisense oligonukleotidy
(ASO). Lennox a Behlke (2016) zjistili, ze v jadie lokalizované IncRNA (MALATI
a NEATI1) byly u¢innéji potlaceny piti pouziti ASO a cytoplazmatické IncRNA
(DANCR a OIP5-AS1) efektivnéji inhibovaly siRNA. To by mohlo souviset s tim, Ze
RNaza H, ktera st¢pi DNA-RNA komplex vytvoieny po vazbé ASO s IncRNA, byva
primarné umisténa v jadie. Naopak RISC, komplex proteinu AGO2 a siRNA, ktery
nasledné down-reguluje cilovou IncRNA, se uplatiiuje prevazné v cytoplazmé (Huang et
al. 2020). Alternativou pro inhibici onkogennich IncRNA by mohlo byt vyuziti tumor
supresorovych funkci nékterych IncRNA. Napiiklad Zhou et al. (2016) pi1 svém
vyzkumu demonstrovali terapeuticky potencial IncRNA PRAL (p53 regulation
associated IncRNA). Jeji gen byl pomoci adenovirového vektoru vnesen do tkané

napadené HCC u mysi a stabilizoval protein p53.

Cheng et al. (2018) zjistili, ze HOTAIR inhibuje miR-122 a navrhli vyuziti
téchto molekul jako cilti pro molekularni terapii HCC. mir-122 je zéarovein cilem anti-
HCV Iéciva miravirsen (zatim ve fazi klinickych studii), nebot’ bylo prokazano, ze
podporuje replikaci viru v jaternich bunkéach. Vyvstava zde tedy otazka, zda by
na HOTAIR mohlo byt mifeno pii 1€cb¢ virové hepatitidy C nebo pii 1é€bé HCC. Navic
pii dlouhotrvajici terapii existuje riziko vzniku rezistence na miravirsen, tudiz by

teoreticky IncRNA HOTAIR mohla byt schopna rezistenci prekonat (Fu a Calin 2018).

Cytochromy P450 jsou hlavnimi enzymy prvni faze biotransformace, ktera
zprostiedkovava detoxifikaci nebo aktivaci endogennich i exogennich latek a ovliviiuje
tak biologické ucinky téchto sloucenin. Pti poSkozeni jaterni tkdn¢ pii HCC miize byt
biotransformace naruSena aberantni expresi CYP. CYP3A4 a CYP2C9 jsou hlavnimi
enzymy metabolizujicimi tyrozinkinazové inhibitory uZzivané pii lécbé HCC. Alterace
v expresi téchto i dal§ich CYP jsou také predmétem studia nckterych praci s cilem
nalezeni vhodnych biomarkeri a cildt pro 1écbu HCC nebo efektivni cesty
k individualizaci terapie (Yan et al. 2015a). Nové studie navic naznacuji, ze CYP
mohou byt regulovany nekédujicimi RNA. Hu et al. (2019) potvrdili u HCC interakce
mezi 12 miRNA a CYP. Exprese téchto miRNA byla zvysena a exprese jejich cilovych
genll pro CYP naopak sniZzena. Roli IncRNA pfi interakcich s CYP se zatim vénoval

pouze zlomek autort. Podle Lan et al. (2016) by mohla Inc-HC tlumit v hepatocytech
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metabolismus cholesterolu inhibici CYP7A1, coz demonstrovali na mySim modelu.
V souvislosti s HCC vysla snad jen jedina studie, kterd odhalila n¢které IncRNA, které
by mohly inhibovat CYP. Byla to skupina IncRNA odlisné exprimovanych v tkdnich
pacientll s tltumenou a s normalni expresi CYP. Kupftikladu se jednalo o Inc-SOX11-3,
Inc-ZNF485-3, Inc-BBOX1-1, Inc-MAGEAS8-2, Inc-C60rf103-1, Inc-AHNAK-4 nebo
Inc-UCHL3-3, které dosud nebyly s HCC spojeny (Nekvindova et al. 2020).
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5 ZAVER

Hepatocelularni karcinom ziistdva jednim z nejagresivnéjSich nadorovych
onemocnéni. Spatnd prognodza je stile aktualnim problémem, jenz nefesi zatim ani
mnozstvi dostupnych 1é¢ebnych postupti. Cela tada studii se zabyva roli nekddujicich

IncRNA, miRNA a nov¢ také zménami v expresi CYP v hepatokarcinogenezi.

Nekodujici RNA se nepiekladaji do proteinti, ale funguji v podobé RNA
molekul. MikroRNA vétSinou negativné reguluji genovou expresi vazbou na mRNA.
Dlouhé¢ nekodujici RNA jsou také dalezitymi regulatory v fadé biologickych procesi,
jejich deregulace jsou spojovany s patologickymi stavy a taktéz s HCC. Interakcemi
s DNA, RNA nebo s proteiny reguluji pozitivné ¢i negativné expresi genll na urovni
transkripcni 1 posttranskripéni. Do patogeneze zapojené IncRNA se podileji na regulaci
proliferace, invaze, metastazovani i apoptdozy. Enzymy CYP jsou zodpovédné
za metabolismus endogennich latek 1 velkého mnozstvi léciv. Autofi piichazeji
s novymi dikazy o vzdjemnych interakcich IncRNA, miRNA a CYP, coZ prohlubuje
porozuméni jejich funkcim v ramci lidského organismu a lze ocekavat, Ze mnohé

mechanismy budou popsany ¢i potvrzeny i u HCC.

Ptibyvajici informace o téchto molekularnich mechanismech v budoucnu patrné
povedou k jejich pouziti v diagnostice a v terapii. Avsak stale je o této oblasti zndmo

pomérné malo a zcela jisté bude potieba dalSich vyzkum.
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