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1 ABSTRAKT

Bc. Andrea Stépatova

Exprese cytochromu P450 2C9 u jaternich malignit

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotnicka bioanalytika — Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Cil prace: Rakovina jater je celosvétové nartstajicim zdravotnim problémem.
Nejcastéjsi primarni malignitou jater je hepatocelularni karcinom (HCC). Jedna se o
multifaktoridlni onemocnéni, na jehoz vzniku se podili fada faktort genetickych i
negenetickych, mezi néz patii predev§im virové infekce a toxickd poskozeni (napf.
vlivem abuzu alkoholu). Cytochromy P450 (CYP) se ucastni riznych metabolickych
procest v lidském téle. Nekteré formy hraji roli také v patogenezi nadorovych chorob.
V praci je reSerSné zpracovana problematika jaternich malignit a problematika regulace
genové exprese CYP a jejich mozné role v hepatokarcinogenezi a farmakoterapii HCC.
U vybrané formy enzymu, CYP2C9, byla provedena analyza exprese ve vzorcich
hepatocelularniho karcinomu a okolni tkdni a stanoveni exprese jeho hlavnich
regulatorti, nuklearnich receptori pregnanového X receptoru (PXR) a konstitutivniho
androstanového receptoru (CAR).

Metody: Vzorky tkani hepatocelularniho karcinomu a okolni nenadorové tkané od 12
pacientil byly ziskany z biobanky Masarykova onkologického ustavu v Brn¢. Stanoveni
exprese CYP2C9, CAR a PXR na trovni mRNA bylo pomoci metody real-time PCR. U
vzorkl, kde bylo dostatené mnozstvi tkané, bylo provedeno stanoveni proteinu
CYP2C9 metodou western blotting.

Vysledky: Exprese CYP2C9 byla u poloviny vzork nadorové tkané vyznamné snizena
o jeden az n¢kolik ¥add oproti referencni nenadorové tkani. V druhé poloving piipadi
byla exprese CYP2C9 v nadoru srovnatelna s okolni tkani. Exprese CYP2C9 korelovala
s expresi nuklearnich receptori PXR a CAR. Vysledky byly potvrzeny na turovni
proteinu a korelovaly s klinickym (histologickym) gradem nadoru (méné diferencované

nadory mély niZsi expresi CYP2C9 a nuklearnich receptori).



Zaver: Exprese CYP2C9 a nuklearnich receptorit CAR a PXR v nadorové tkani HCC je
vyznamné snizena piiblizné u poloviny pacientl a koreluje s histologickym gradingem

tumoru.



2 ABSTRACT

Bc. Andrea Stépatova

Expression of cytochrome P450 2C9 in hepatic tumors.

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Healthcare bioanalytics — Specialist in Laboratory Methods

Background: Liver cancer is a growing health problem worldwide. The most common
primary hepatic malignancy is hepatocellular carcinoma (HCC). It is a multifactorial
disease arising from multiple genetic and non-genetic alterations, most importantly viral
infections and toxic injury (e.g. alcohol abuse). Cytochromes P450 (CYPs) participate
on a plethora of metabolic processes in human body. Several CYPs play a role in
tumorigenesis as well. This theses covers the topics of hepatic malignancies and
regulation of cytochrome P450 expression to evaluate the possible relationship to the
hepatocarcinogenesis and pharmacotherapy of HCC. In CYP2C9, which is one of the
most important drug-metabolizing CYP forms, gene expression analysis was performed
in HCC tumor and surrounding tissue, also including CYP2C9 major regulators —
nuclear receptors PXR (pregnane-X-receptor) and CAR (constitutive androstane
receptor).

Methods: Samples of hepatocellular carcinoma and surrounding non-cancerous tissue
from 12 patients were obtained from the biobank of Masaryk Memorial Cancer
Institute, Brno, Czech Republic. Gene expression of CYP2C9, CAR and PXR at the
MRNA level was assessed using real-time PCR. Where there was a sufficient amount of
tissue, protein analysis (immunoblotting) was performed to confirm the gPCR data.
Results: Expression CYP2C9 was half samples of tumor tissue is reduced by one to
several orders of magnitude compared with the reference non-tumor tissue. In the other
half of the cohort, CYP2C9 expression was similar to that in surrounding non-cancerous
tissue. The expression was confirmed at the protein level and correlated with
expression of nuclear receptors PXR and CAR and also with the tumor grade — tumors
with grade 3-4 (less differentiated hepatic tissue) had significantly lower CYP2C9

expression.



Conclusions: The expression of CYP2C9 and nuclear receptor PXR and CAR in HCC
tumor tissue is significantly reduced in about half of the patients and correlates with the

histological grading of the tumor.



3 ZADANI DIPLOMOVE PRACE

1. ReSersn¢ zpracovat problematiku:

- jaternich malignit, pfedev§im hepatocelularniho karcinomu, se zamefenim na

molekularni patogenezi a diagnostiku

- cytochromtt P450, zejména CYPC9 vcetné faktort ovliviiyjicich expresi CYP a

potencialni roli CYP v hepatokarcinogenezi ¢i farmakoterapii u pacienti s HCC

2. Analyzovat expresi CYP2C9 a hlavnich nuklearnich receptori regulujicich jeho

expresi ve vzorcich tkané hepatocelularniho karcinomu a okolni nenadorové tkané

3. Ziskana data zhodnotit v kontextu klinickych parametri
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4 UVOD

Rakovina jater je patou nejcastéjsi diagnostikovanou rakovinou po celém svéte.
Rocné piibude pfiblizné 1 milion novych ptipada. NejcastéjSim primarnim zhoubnym
novotvarem jater je hepatocelularni karcinom. Jeho vyskyt je geograficky rozdilny a
vice jak 80% pripadi HCC se vyskytuje ve Vychodni Asii, sub-saharské Africe a
Cing, kde je nejéastéjsi pti¢inou amrti. V zemich Jizni Evropy je vyskyt HCC stiedng
vysoky. V Ceské republice incidence HCC predstavuje 8 piipadi/100 tisic obyvatel a ve
srovnani s ostatnimi zemémi se pohybuje na 106. misté (El-Serag et al. 2007; Dusek et
al. 2005).

Ackoli HCC nepatii v Ceské republice k onemocnénim s vysokym vyskytem,
lze do budoucna oc¢ekavat zvysujici se vyskyt v souvislosti s chronickym onemocnénim
jater predevS§im virové etiologie. Jednim z hlavnich klinickych problémi je, Ze
onemocnenéni je Casto diagnostikovano v pokroc¢ilém stadiu, coZ omezuje moznosti
1é¢by a vede ke Spatné prognodze s medidnem pieziti 6-9 mésict. Dilezitym faktorem
pro zlepSeni progndzy pacientli v budoucnu je vyvoj novych markeri pro zlepSeni
screeningu pacientt s cirhozou (El-Serag et al. 2008) a novych protinadorovych 1é¢iv.

Cytochromy P450 (CYP) hraji hlavni roli v metabolismu 1é¢iv a nékterych
endogenich metabolickych drahach (Nekvindova et al. 2013). Jejich aktivita ovliviiuje
metabolismus 1éCiv véetné protinddorovych, a mize ovlivnit G€innost 1écby. Nekteré
formy jsou schopné aktivovat prokarcinogeny a podilet se tak na procesu
karcinogeneze. Prostfednictvim komplexnich mechanisml zasahuji CYP do dalSich
procesti v¢. napt. zanétu a apoptdzy, s potencialnimi dusledky pro rozvoj nadorového
onemocnéni. Exprese a aktivita CYP enzymi je ovlivnéna fadou faktorli, jako napf.
genetickymi polymorfismy nebo interakcemi soucasné podavanych 1é¢iv. (Nekvindova
etal. 2013).

Béhem poslednich let byly zkouméany vztahy mezi genetickymi variantami CYP
a rozvojem rakoviny. Bylo zjiSténo, Ze polymorfismy genu CYP2C9 mohou hrat
dilezitou roli ve vyvoji HCC (Yu et al. 2015). CYP2C9 je primarné exprimovan
Vv jatrech a je druhou nejhojnéjsi izoformou CYP. V nékolika studiich bylo popsano
sniZeni jeho exprese CYP2C9 a oznaceno jako biomarker HCC.

Tato diplomova prace se zabyva analyzou CYP2C9 ve vzorcich nadorové a

nenadorové tkdné€ pacientd s hepatocelularnim karcinomem.
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5 TEORETICKA CAST

5.1 JATERNI MALIGNITY

Rakovina jater je celosvétovym zdravotnim problémem. Primarni malignity jater
tvofi prevazné hepatoceluldrni karcinom (HCC), ktery piedstavuje 85% - 90%
primarnich nadorti jater. Zbyvajicich pfiblizn€¢ 10% priméarnich nadorli zahrnuje
cholangiocelularni karcinom, smiSeny hepatocholangiocelularni karcinom a v détském
veéku hepatoblastom. Vyskyt primarnich nadori jater je pomémné vzacny. I kdyz jsou
maligni loziska v jatrech nalézana pomérné Casto, jedna se ve vétsi Casti piipadid o
jaterni metastazy a to pfevazn¢ metastazy kolorektilniho karcinomu. Hepatocelularni

karcinom metastazuje do plic a kosti (Adam et al. 2002; El- Serag et al. 2007).

pravy jaterni lalok levy jaterni lalok

Jicen

tenké stievo

shinivia bFidni

Obr. 1 Jatra. Jsou nejvétsi zlazou lidského téla. Primerna vaha je okolo 1,5 kg. Jatra jsou
ulozena tésné pod branici. Rozd¢€luji se na pravy lalok jaterni (lobus dexter), ktery vypliiuje celu
pravou klenbu branice a levy lalok jaterni (lobus sinister), ktery je pod levou klenbou a saha az
medioklavikularni ¢are (vertikala spusténa stfedem kli¢ni kosti). Jaterni buiiky (hepatocyty) jsou
usporadany do paprs€itych tramcti, zvanych jaterni lalicky. Mezi dvéma hepatocyty se vytvari
mezilalickovy vyvod, kterym odtéka Zlu¢. Tyto vyvody se spojuji v pravy a levy vyvod jaterni
(ductus hepaticus dexter a sinister), po jejichZ spojeni vznika spole¢ny vyvod jaterni (duktus
hepatocus communis). Vyvod jaterni se spojuje s vyvodem zlu¢niku (ductus cysticus), vznika

7lu¢ovod (ductus choledochu). (Cihak a Laichman 2002; Holibkova a Laichman 2006).
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5.1.1 Rozdéleni jaternich lézi

Nadory jater Ize rozdélit na nezhoubné (benigni) a zhoubné (maligni) nédory.
Vedlejsi skupinu tvofi jesté jaterni cysty, jejichz prevdzna vétSina nevyzaduje 1écbu,
vyjimkou jsou parazitarni a symptomatické cysty. Podle ptivodu tvoii benigni nadory
dvé skupiny: jaterni léze epitelidlni a mezenchymalni. K epitelidlnim patii fokalni
nodularni hyperplazie (FNH), hepatocelularni adenom a cholangiocelularni adenom.
Mezi mezenchyalni nadory se fadi hemangiom, jez vznika z krevnich cév, z tukové
tkdn¢ se tvofici angiolipom a ze svalové tkan¢ leiomyom. Potencidlnim rizikem
maligniho zvratu z téchto novotvarii jsou pouze adenomy. Zhoubné jaterni malignity
rozdélujeme na primarni, kam patii hepatocelularni karcinom a cholangiocelularni

karcinom a sekundarni nadory jater — metastazy (Ehrmann 2014; Valek et al. 2006).

5.1.1.1 Fokdlni nodularni hyperplazie

Vyskytuje se €asto u Zen mezi 30-50 rokem a vyskyt je Casto spojovana
s uzivanim hormondlni antikoncepce, ale tato teorie nebyla nikdy spolehlivé ovéfena. Je
druhym nejcastéjSim nezhoubnym jaternim nadorem. Diagnostikuje se nejlépe pomoci
kontrastniho CT a MR. Chirurgicky jsou odstraiovana jen velkd symptomaticka
loZiska, ktera pisobi bolest z utlaku. Vyjimecné byva provadéna resekce pii nejistém
rozliSeni od zhoubného nadoru a to fibrolamelarni formy hepatocelularniho karcinomu

(Ehrmann 2014).

5.1.1.2 Adenomy

Vznik adenomi je etiologicky spojen s uzivanim hormont, zejména estrogend.
Vyskyt je vzacny, u Zen dlouhodobé uZzivajicich hormondlni antikoncepci je Cetnost
adenomu 4/100 000 obyvatel. Mohou se také vyskytovat u vzacnych metabolickych
onemocnéni (talasemie, diabetes, glykogeno6za). NejcastéjSim projevem je bolest a
tlakové obtize. Piblizn€ u 20 — 40 % nadort je nebezpeci spontanniho krvaceni, které
se muze projevit jako nahla bfisni piihoda s hemoperitoneem. Az 10 % ptipada
adenomu piechazi do HCC. V diagnostice ma hlavni postaveni ultrazvuk, magneticka
rezonance (MR) a pocitacova tomografie (CT). Prognostickou vyhodu mé genetické
vySetfeni bioptického vzorku. ZvySené riziko maligniho zvratu maji adenomy

s aktivovanou wnt/B-kateninovou drdhou a deficitem hepatocytarniho nukledrniho
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faktoru (HNF-1a). Pravé kvuli zvySenému riziku malignity a krvaceni je u vétSiny

indikovana resekce (Ehrmann 2014).

5.1.1.3 Hemaingiom

Nejcastéjsi nezhoubny nador jater s prebazujicim vyskytem u Zen. Hemangiomy
jsou stoprocentné nezhoubné a je znama jejich etiologickd souvislost s hormonalnimi
receptory. Rozd¢€luji se na dva zékladni typy: kapilarni, které jsou drobné¢ a maji
tendenci ke sponntani Gzdrave a tzv. kaverndzni hemangiomy, které mohou dosahovat
velkych rozmért. Tento typ nadoru je spolehlivé diagnostikovan ultrazvukem a
k diagnéze muze prispét CT vySetieni a MR. Asymptomatické nadory nejsou
indikovany k 1écb¢, neni ani diivod k vysazeni hormondlni antikoncepce a vyvarovani
se t¢hotenstvi. Pouze giganticka asymptomaticka loziska maji malou pravdépodobnost
krvaceni. Anatomicka resekce pfichazi v avahu u pacienta se symptomy a sekundarné

zménénym nddorem (Ehrmann 2014).

5.1.1.4 Cholangiocelularni karcinom

Cholangiocelularni karcinomy (CCA) jsou nadory vyrustajici z bun¢k biliarniho

stromu. Je mén¢ Casty nez HCC a vyskytuje se vice u starSich lidi. D¢li se do tfi skupin:

e intrahepatalni (10 %) — vyrlsta z malych nitrojaternich Zlucovodi

e hilovy typ (Klatskinliv tumor) — nador v oblasti bifurkace Zlu¢ovoda

e karcinom exrahepatalnich zlu¢ovodu.
Intrahepatalni typ nddoru roste ve srovnani s extrahepatdlnim rychleji.
Cholangikarcinom tvofi asi 5 % malignich nadort jater a postihuje vice muze nez Zeny.
Tento typ nadoru je Castéji nachdzen u chronickych cholestaz, anomalii Zlu¢ovych
cest, kongenitalni fibrézy jater, sklerozujici cholangitidy. Asi 10x vy$si riziko vzniku
CCA maji lidé s ulcerozni kolitidou. V ¢inské populaci je jeho vyskyt vyssi, okolo 15
%. Studie z Hong Kongu prokazuji, ze vice jak 65 % pacientl s intrahepatalnim
cholangiocelularnim karcinomem bylo infikovano parazitem zlu¢ovych cest Clonorchis
sinensis (Valek et al. 2006).

Rozhodujici ~ zobrazovaci  metoda  je endoskopickd  retrogradni
cholangiopankreatikografie, kterd je schopna lokalizovat a do jisté miry i urcit rozsah
postizeného zluCového stromu. Mezi dal§i vySetfovaci metody schopné poskytnout
validni informace o lokalizaci a piitomnosti vaskularni invaze jsou CT-angiografie,
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duplexni monografie nebo MRCP (magneticka resonance s cholangiopankreotikografii)
(Ehrmann 2014). Prognéza cholangiokarcinomu je povazovana za tristni (Blechacz et
al. 2015). Jelikoz cholangiocelularni karcinomy vykazuji chemorezistenci, je jedinou
nad¢ji pro pacienty chirurgicka resekce. Nejvétsi piekazkou jsou Klatskinovy tumory. I
kdyz existuji pracovisté, kterd u vybranych skupin nemocnych s timto typem
cholangiokarcinomu provadéji transplantace jater, Castéji vyzaduji radikalngjsi 1écbu

rozsahlou resekci (Ehrmann 2014).

5.1.1.5 Fibrolameldrni typ hepatoceluldrniho karcinomu
Jedna se o hepatocelularni karcinom bez pfitomnosti jaterni cirhozy. Je vzacnéjsi

formou HCC. Vyskytuje se spiSe u mladsich osob ve véku 20 — 30 let a obecné ma lepsi

progndézu (Valek et al. 2006; Ehrmann 2014).

5.1.1.6 Metastazy

Jatra jsou nejcastéjSim mistem tvorby metastdz hned ze dvou diivodd. Prvnim
Z nich je, ze hraji ustfedni roli v metabolismu a za druhé maji dvoji cévni zasobeni.
Nejcastéji se jedna o metastazy zhoubnych nadort zazivaciho traktu (kolorektalni
karcinom a karcinom pankreatu), prsu, plic, ledvin, prostaty apod. (Ehrmann 2014).
Hematogenni cestou v. portae se S§ifi vétSinou tumory gastrointestinalniho
traktu, lymfogenni cestou karcinom zlucovych cest a pankreatu a arterialnim jaternim
reCiStém mezastazuji zejména plicni tumory. Metastdzy mohou vykazovat velkou
variabilitu a 1éze mensi nez 1 cm je obtizné béZnymi technikami rozpoznat (Valek et al.

2006).
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5.2 EPIDEMIOLOGIE

Globalni incidence hepatocelularniho karcinomu

Rakovina jater je patou nejCastéjsi diagnostikovanou rakovinou a druhou
nejcast¢j$i pficinou Umrti na rakovinu u muzi po celém svéte (Ma 2014). Rocéné
pfibude s touto diagnézou okolo 1 milionu novych ptipadd (Adam et al. 2002). Vyskyt
rakoviny jater neni rovnomérné rozlozen po celém svété, naopak je charakteristicky
velkymi geografickymi rozdily (Obr. 2). HCC je nejéastéjSim primarnim zhoubnym
novotvarem jater a v umrtnosti na zhoubné nadory je na ¢tvrtém misté. Vice jak 80 %
piipadi  HCC se vyskytuyje ve Vychodni Asii, sub-saharské Africe
(Zimbabwe, Mosambik) a Cing, kde je nejéastéjsi piic¢inou umrti. Cina sama o sobé
predstavuje vice nez 50 % ptipadli na svété. Vyjimecnou prevahu tvoii region Thajska
Khon Kaen, ktery patfi mezi jedno z mist s nejvy$§im vyskytem rakoviny jater na svEte.
Mezi dalsi oblasti s vysokym vyskytem HCC patii Senegal a Jizni Korea. V Severni a
Jizni Americe, Severni Evropé a Oceénii je vyskyt rakoviny jater u vétSiny populace
niz$i (1 — 2,5 % vsech malignit). V zemich Jizni Evropy, jako je Italie, Recko a také
sem spada Spanélsko je vyskyt HCC stiedné vysoky. Nizkou incidenci jsou typické
Kanada, Kolumbie, Velka Britanie a Australie. (El-Serag et al. 2007).

™
Obr. 2 Regionalni rozdily v imrtnosti na HCC (El-Serag et al. 2007). Hodnoty jsou uvedeny
na 100 000 osob.

V Ceské republice mezi lety 1989 a 1998 vyskyt HCC vzrostl a v nasledujicich
letech stale stoupd (Obr. 3). Zatimco v roce 1989 bylo diagnostikovano 459 nové
nemocnych muzi a 264 Zen, v roce 1998 to jiz bylo 518 muzi (10,3/100 000) a 292 Zen
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(5,5/100 000) (Adam et al. 2002). Ve srovnani s ostatnimi zemémi svéta se Ceska
republika v incidenci HCC pohybuje na 106. misté s ¢islem 4,3 oproti napf. prvnimu
Mongolsku s 9.4 (Dusek et al. 2005).
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Obr. 3 Pocet pripadi HCC od roku 1989 do roku 2011 (Dusek et al. 2005)

5.3 ETIOLOGIE

Na vzniku a rozvoji hepatocelularniho karcinomu se podili fada faktori. Mezi
hlavni nejdtlezitéjsi rizikovy faktor patfi cirhoza jater, kterou ma asi 80 — 90% pacientti
s nadorem jater. Byla prokazana blizka souvislost mezi virovou hepatitidou B (HBV)
a/nebo C (HCV) avyskytem karcinomu. Za ptfitomnosti HCC stoji také toxické
expozice hepatotoxiny (aflatoxin), alkoholickd cirhéza, hemochromatdéza a porfyrie
(Adam et al. 2002). Nicmén¢, vyznam téchto jednotlivych faktord se 1isi podle riznych
zemeépisnych oblasti. V posledni dobé bylo zjisténo, Ze na vznik HCC ma vliv také
etnicky ptivod, pohlavi, vék a také muze uzce souviset s obezitou, diabetem melitem 2.

typu, tabakismem, peroralni antikoncepci, pitim kavy nebo dietou (Tang 2001; El-Serag
et al. 2007).
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5.3.1 HBV a HCV

Globaln¢ je HBV nejcastéjsi pti¢inou HCC, s odhadovanym poc¢tem 300 milioni
0sob s chronickou infekci po celém svété. Souvislost karcinomu jater a hepatitidy B
byla potvrzena diky ndlezu gentt HBV integrovanych do geonomu bun¢k karcinomu
jater. Case-control studie ukazaly, ze nosici chronické hepatitidy B maji 5 az 15krat
vys$$i riziko HCC ve srovnani s béznou populaci. Zvysené riziko karcinomu spojené
s HBV infekci plati zejména pro oblasti, kde je endemicky vyskyt HBV (Cina, Afrika).
V téchto oblastech se obvykle pfenasi z matky na novorozence, tzv. vertikalni pienos.
V zemich s nizsim vyskytem HBV se pfenos dé¢je sexualni nebo parenteralni cestou, tzv.
horizontalni pienos (Befeler 2002).

Doba latence mezi infekci a rozvojem hepatocelularniho karcinomu je 30 az 40
let. Nejucinngj$im opatienim k zabrdnéni infekce hepatitidy B je ockovani, ¢imz
nedochdzi k onemocnéni akutni hepatitidou, tim padem ani chronické progresi
onemocnéni do jaterni cirhozy a nasledné do hepatocelularniho karcinomu (Adamet al.
2011).

Pravdépodobnost rozvoje HCC u HCV infikovanych osob je z divodu
nedostatku vhodnych dlouhodobych studii obtizné urcit. Virus hepatitidy C je za
kancerogenni povazovan od roku 1994. RNA tohoto viru nema schopnost se vclenit do
hostitelského geonomu jako tomu je u viru HBV. HCV vyvola v téle chronicky jaterni
zangt, pficemzZ dochazi k navozeni protilatkové a bunééné odpovédi imunitniho systému
(Adam et al. 2011). ZvySuje riziko HCC podporou fibrozy a nakonec cirhdzy.
Z chronického stadia k rozvoji cirh6zy napomaha spolu s HCV také vyssi vek, vyssi veék
v dobé ziskani infekce, muzské pohlavi, cukrovka, obezita, koinfekce virem lidské
imunodeficience (HIV) nebo HBV. Lidé, u kterych se rozvinula cirhéza, maji
dvacetkrat vyssi pravdépodobnost vzniku rakoviny jater (Ryder et al. 2003; El-Serag et
al. 2007).

K ptenosu HCV nejcastéji dochazi u narkomant pii nitrozilni aplikaci drog,
pouzivani nesterilnich zdravotnickych pomticek a krevnich transfuzi. Na hepatitidu C
neexistuje vakcina. Antivirova terapie u pacienti s HCV cirhdézou lécenych
interferonem-o. mize snizit riziko HCC. Dal$im pouzivanym lékem je ribavirin (El-

Serag et al. 2007).
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5.3.2 Alkoholicka cirhoza

V zemich, kde hepatitida neni zcela bézna, je hlavni pti¢inou HCC cirhdza
Z nadmérné konzumace alkoholu. Neni jasné, zda nizky nebo stfedni piijem alkoholu
vyznamné zvysuje riziko HCC, ale je prokazano, Ze vysoky piijem je silné spojen
s rozvojem cirhdzy. Nadmérny piijem alkoholu je definovén jako vice nez 50 az 70 g /
den po delsi dobu uzivani. Existuje jen malo dikazi o pfimém karcinogennim ucinku
alkoholu. Pravdépodobné maji kancerogenni i¢inek reaktivni metabolity ethanolu jako
je acetaldehyd. Rada experimentii zjistila nepiiznivy vliv alkoholu na rist bunék,
bunécnou diferenciaci a apoptéozu. Alkohol plsobi také jako rozpoustédlo a tim muze
byt zvySena propustnost kancerogeni do bunék. Nadmérné piti alkoholu spole¢né
s infekci HBV nebo HCV zvysuji riziko HCC a podporuji cirhdzu (synergicky efekt).
Naptiklad Donato et al. uvadéji, Ze s dennim ptijmem alkoholu vys§im nez 60g se riziko
HCC linearn¢ zvySuje. Nicméné, pii soucasné pritomnosti HCV infekce byl narist
rizika hepatocelularniho karcinomu dvojndsobny v porovnani se samotnym piijmem
alkoholu - tzv. pozitivni synergicky efekt. U tézkych alkoholikli byva strava Casto
deficitni na fadu esencidlnich Zivin a tkéné¢ tak byvaji citlivéjs$i ke kancerogenezi (El-

Serag et al. 2007).

5.3.3 Aflatoxin

Spotieba potravin kontaminovanych aflatoxinem B; (AFB;) je dalsim
vyznamnym rizikovym faktorem hepatocelularniho karcinomu. AFB; je mykotoxin
produkovany houbami Aspergilus flavus a Aspergilus parasiticus, které snadno
kontaminuji potraviny jako je kukufice, arasidy nebo ryze, ulozené v teplych, vlhkych
podminkéch. Vysoké nebo chronické expozice aflatoxinu zplsobuji akutni jaterni
nekrozu, kterd se pozdéji vyviji v cirhozu nebo karcinom jater. Pokusy na zvifatech
ukazaly, Zze AFB; je silny hepatokarcinogen. Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny (International Agency for Research on Cancor - IARC) pii Svétové
zdravotnické organizaci (WHO) jej klasifikovala jako karcinogenni (Adam et al. 2011).

Po poziti je AFB; metabolizovan na reaktivni meziprodukt epoxid, ktery se vaze
na DNA a zptisobuje jeji poskozeni. V endemickych oblastech (Cina) byla u 30 az 60 %
HCC pozorovana mutace v pS3 tumor-supresorového genu (p53 249ser). Presveédcivé

dikazy o tom, Ze AFB; je rizikovy faktor pro HCC dodaly studie, pfi nichZ byly
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detekovany metabolity a adukty AFB1 v moci, v séru a mutace ve tkanich (EI-Serag et
al. 2007).

5.3.4 Hemochromatoza

Nekteré studie tvrdi, ze nepiijemnou komplikaci hemochromatézy je vznik
cirhozy a az ve 30 % ptipadd HCC. Podil pacienti s HCC, ktefi maji mutaci v genu
HFE je zatim nejasny. Existuji jen velmi malé mnozstvi odhadii zalozenych na riziku
HCC u jedincti s homozygotni formou HFE mutace a zadné informace o riziku u

heterozygotniho nosi¢e mutace (Ryder 2003; El-Serag et al. 2007).

5.3.5 Nealkoholicka steatohepatitida (NASH)

Nealkoholicka steatohepatitida je kryptogenni forma cirhdzy a HCC. Nelze fici,
zda jde o specifickou nemoc nebo spiSe o klinicky syndrom provazejici nejriiznéjsi
patologické stavy. Studii, které by studovaly ptechod NASH do HCC je zatim
nedostate¢ny. Pouze nemnoho kazuistik popisuje vyvoj HCC nékolik let po stanoveni
diagn6zy NASH. Nejcastéjsimi pfi¢inami NASH je obezita, nékteré 1éky a diabetes
mellitus 2. typu. Jaterni steatéza neni povazovana za progresivni, jen ¢ast pacientll
s NASH dospéje do stadia fibrozy nebo cirhozy. Proto je dilezité odstranit nebo zmirnit

vSechny uvedené rizikové faktory a tim zabranit zméndm v jatrech (Brotanova 2003).

5.3.6 Pohlavi, vék a etnicky piivod

Témét ve vSech populacich je u muzti vyssi vyskyt rakoviny jater nez u zen.
Duvodem je, ze u muzi je vice pravdépodobné, ze budou infikovani HBV a
HCV, konzumovat alkohol a koufit cigarety. Ostatni faktory, které mohou nepfizniveé
ovlivnit muzské pohlavi jsou vy$§i index télesné hmotnosti a vyssi hladiny
androgennich hormont.

Vékova hranice HCC se obecné 1i$i podle oblasti, cetnosti vyskytu, pohlavi a
etiologii. V populaci s niz§im vyskytem HCC, jako jsou Spojené staty americké, Velka
Britanie ¢i Kanada, se v€kova hranice pohybuje okolo 75 let a vice. Podobny vyvoj je
vidét u vétSiny asijské populace. Naproti tomu u muzi ve vysoce rizikovych africkych
populacich je v€kova hranice 60 az 65 let a klesa, u zen je 65 az 70 a klesa.

Incidence HCC miiZe byt u riznych populaci Zijicich ve stejné oblasti rozdilna.

Diivodem pro tuto etnickou variabilitu je pravdépodobné rozdil v prevalenci a dobé
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pusobeni hlavnich rizikovych faktorit onemocnéni jater a HCC (EI-Serag et al. 2007,
Ryder 2003).

5.4 Biologie tumoru

Na slozitém procesu kancerogeneze a nddorové progrese se podili velké
mnozstvi faktorti, nicméné nador je obecné hodnocen jako genetické onemocnéni, za
jehoz vznikem a progresi stoji postupné hromadéni genetickych zmén (mutaci)
Vv genech, které se uplatiiuji pfedevSim v regulaci bunécné proliferace a preziti buiiky, a
pokud tedy dochazi kjejich poruseni, ziskava nadorova buiika rastové vyhody
(Ludvikova et al. 2009).

V celé tad¢ lidskych malignit, véetné rakoviny jater, hraji dilezitou roli také tzv.
epigenetické zmény (Herceg 20011). Toto téma je v soucasnosti intenzivné studovano.
Jatra jsou hlavnim metabolickym orgdnem, kde probiha mnoho dilezZitych
biochemickych procest. Bylo prokazano, ze nékteré metabolity pisobi jako substraty
pro mnoho epigenetickych modifikaci. Nové studie mély za cil zkoumat zasadni
metabolické pochody vedouci ke zménam toku kliC¢ovych metabolitt, dilezitych pro
epigenetické procesy, dale vyznam enzymi zodpovédnych za modifikace chromatinu a
samoziejmé i vliv v poslednim desetileti velmi aktudlnich mikroRNA (Puszyk et al.
2013; Au et al. 2013).

5.4.1 Geneticka epidemiologie

Epidemiologické vyzkumy presvédcive prokazuji, Ze velka vétsina piipadi HCC
Vv dospélosti je sporadickd a Ze mnohé znich jsou zaloZené alespoil na jednom
negenetickém faktoru jako je zneuzivani alkoholu nebo chronické HCV a HBV infekce.
Nicméné, u vétSiny lidi s témito rizikovymi faktory se cirh6za nebo HCC nemusi nikdy
rozvinout, zatimco znacna ¢ast ptipadi HCC miZe vzniknout mezi jednotlivci 1 bez
znamych rizikovych faktori.

V posledni dobé je diky rychlym pokrokiim v oblasti genomiky moZné provadét
rozsédhlé¢ epidemiologické studie k vyhodnoceni genetickych wvariabilit jakozto
rizikového faktoru HCC. Vétsina studii HCC byla provadéna v populacich s vysokou
(asijska a africka populace) a sttedni mirou (evropskd) incidence HCC a zkoumano bylo
nékolik polymorfismt v genech vybranych na zakladé nékolika kritérii. Jednim z nich je

kli¢ova uloha detoxikacni funkce jater, v€etné I. a II. faze metabolismu xenobiotik a
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enzymi jako jsou cytochromy P450, N-acetyltransferdzy a glutathion S-transferazy.
Druhym kritériem je role v ramci biologické drahy potencialné odpovédné za chronické
onemocnéni jater a karcinogenezi a posledni je role pfi zmiriovani nebo zhorSovani
vlastnosti G¢inku na ur€ité etiologické rizikové faktory pro HCC (El-Serag et al. 2007).
Vysledky  genetickych  epidemiologickych  studii  hodnoticich  rzné
polymorfismy jako rizikové faktory pro HCC nebyly zcela jednozna¢né. Ukazalo se, ze
nekteré nalezy maji pozitivni asociaci pouze v omezené podskupiné populace nebo
spolu vitbec nesouvisi. JelikoZz dosavadni studie nesplnily svad ofekavani, tj. vytvoreni
zakladu pro efektivni geneticky screening pro ucely primérni prevence, je dulezité

pokracovat v této oblasti vyzkumu. (El-Serag et al. 2007; Llovet a Bruix 2008).

5.4.2 Molekularni mechanismy hepatokarcinogeneze

Hepatokarcinogeneze je proces progresivnich genomickych zmén vedouci ke
vzniku nadorovych bunék HCC. Nejbéznéji je vznik karcinomu jater spojen s cirhdzou.
V pribéhu chronického onemocnéni jater zlstava riziko HCC nizsi, ale exponencidlné
se zvySuje ve fazi cirhozy. Pro pochopeni molekularni podstaty hepatokarcinogeneze je
maximalné dulezité desifrovat molekularni mechanismy, které zvysuji tvorbu nédort
jater ve stadiu cirhozy (Facciorusso et al. 2012; El-Serag et al. 2007).

Genomické profilovani hepatoceluldrniho karcinomu pomaha Iépe porozumét
procesu karcinogeneze a identifikuje klicové kroky na nékolika wrovnich (napf.
molekularni dréhy), které mohou byt potencidlnim cilem pro 1é€bu a prevenci. Diky
pokroku Vv technologii védci doufaji, ze budou moci v blizké budoucnosti poskytnout
skute¢nou individualni 1écbu této choroby (Hamed et al. 2013). Dal§im z cili je také

zptesnéni klasifikace a prognozy nadorti jater (Facciorusso et al. 2012).

5.4.2.1 Chromozomalni nestabilita — zkrdaceni telomery

Cirhoza je charakterizovdna snizenou proliferaci hepatocyti, coz naznacuje
vycerpani jejich regeneracni schopnosti. Jednim z moznych mechanismt je zkraceni
telomery, které omezuje proliferacni kapacitu hepatocyti. Kdyz telomery dosdhnou
kriticky kratké délky, dochédzi k poSkozeni signalli DNA, zastaveni buné¢ného
cyklu, senescenci nebo apoptéze. Dysfunkci telomer se také aktivuji drahy DNA
opravy, které vedou k fizi chromozoml a vstupem do bunécného cyklu dochézi

k chromozomalnim translokacim v dcefinych bunkach. Spekuluje se tedy o tom, Ze
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dysfunkce telomery by mohla také vyvolavat chromozomdlni nestabilitu (Obr. 6)
v lidskych hepatocytech béhem cirhdzy a tim zahajit vznik HCC (EI-Serag et al. 2007).
Aktivita telomerazy je zvySena v témét 90 % lidského HCC (Llovet a Bruix 2008).

Microenvironment:
Stellate cell activation,
Inflammatory signaling

Chronic Hepatitis Telomere
dysfunction

Growth inhibitory
Environment: cell cycle
inhibition, apoptosis

Proliferation Chromosomal -—> Deletion of
stimulus instability Checkpoints

S -
—

Selection of malignant Clones

Obr. 4 Molekulirni mechanismy indukujici hepatokarcinogenezi ve fazi cirhézy. Na
obrazku jsou shrnuty molekularni mechanismy, které by mohly vysvétlit zvySené riziko
rakoviny ve stddiu cirhozy. Na vnitini Grovni builkky je to cirhdza spojena se zkracenim
telomery. Zkraceni telomery vede k aktivaci kontrolnich bodi bunééného cyklu a apoptozy,
které omezuji prolifera¢ni kapacitu hepatocytli a indukuji chromozomalni nestabilitu, ktera
mize byt dale urychlena ztratou funkce kontrolniho bodu. Na vné&jsi Grovni, cirhoza indukuje
zmény mikroprostifedi vCetné zméneéné sekrece cytokind z aktivovanych hvézdicovych bungk,
stejné jako zanétlivé signaly z imunitnich bunék. Kromé toho, snizena funkce cirhotickych jater

by mohla zvysit toxické metabolity v krevnim séru (El-Serag et al. 2007).

Macroenvironment:
Loss of liver mass
Metabolites

5.4.2.2 Signadlni drahy

Jaterni cirho6za, kterd je vysledkem chronického onemocnéni jater, vede ke smrti
hepatocytti a aktivaci jaternich hvézdicovych bun¢k (HSC). Aktivované HSC vylucuji
kolagen, tj. dochdzi k fibréze jater a zméné funkce. Zanét spojeny s proliferaci
cirthotickych hepatocyti vede k akumulaci mutaci a ke =ztrat¢ epigenetické
kontroly, které mohou vyustit v iniciaci a progresi HCC. Mezi tyto genetické a
epigenetické udalosti, které vedou k rozvoji HCC, patii somatické mutace, zkraceni
telomery, zmény v genové expresi a vedou ke zmeéné naruseni nékolika signalnich drah

(Enguita-German 2014).



Klicové signdlni drahy, které se podileji na patogenezi HCC zahrnuji WNT-f
katenin, epidermalni ristovy faktor (EGF), receptor epidermalniho ristového faktoru
(EGFR), vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF) a receptor (VEGFR), mitogen
aktivujici protein kindzy (MAPK) a fosfatidylinositol 3-kindzu (P13K), c-MET,
inzulinu podobny rustovy faktor (IGF) a Akt/mTOR signalni dradhy. Dalsi procesy
zapojené do hepatokarcinogeneze jsou Jak-STAT, TGF-f, interleukin 6 a Hedgehog
signalni draha. Vsechny tyto drahy si vyzaduji pozornost pro jejich potencialni lécebny

vyznam (Cervello et al. 2012; Cornella et al. 2011).

5.4.2.3 Signadlni draha epidermadlniho riistového faktoru (EGFR)

Receptor epidermalniho rstového faktoru (EGFR) je ¢lenem rodiny étyt spolu
souvisejicich ¢lentt (HER2(ErbB2), HER3(ErbB3) a HER4(ErbB4)), které po navazani
ligandu spusti aktivitu tyrosinkindzy a nasledné zahdji pfenos signalu (Obr. 7). Jednim
z ligandii je EGF. Po navazani na receptor mize aktivovat signalni drahy Ras/MAPK a
indukovat transkripci genti rodiny AP1, coz jsou kli¢ové prvky pro proliferaci bunék.
K zesileni funkce EGFR klasicky dochéazi v dasledku bodovych mutaci. V HCC muze
aktivace Ras/MAPK drahy zpisobit aberantni signal (EGFR, IGF signalizace) nebo
deaktivaci tumor supresorovych genti. Mutace Ras a Raf jsou u HCC vzacné.

Efektivni blokddy EGFR signalni drdhy muze byt dosazeno za pouziti
monoklonalnich protilatek proti EGFR (cetuximab) nebo ErbB2 (trastuzumab).
Cetuximab je schvdlen FDA pro 1é€bu pokrocilych karcinomt hlavy a krku a
kolorektalniho karcinomu a trastuzumab pro karcinom prsu. U¢inné 1éky blokujici
Ras/MAPK drédhu jsou stile ve fazi prizkumu s vyjimkou sorafenibu, ktery ma
inhibi¢ni u¢innost B-Raf v nanomolarnich koncentracich a je jiz v klinické praxi

(Galuppo et al. 2014; Llovet a Bruix 2008).
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Obr. 5 Signalni draha epidermalniho ristového faktoru. Pievzato z:

http://medicinaprakticky.blogspot.cz/2009/11/erlotinib.html [Online]. Citovano dne: 2015-03-15

5.4.2.4 c-MET signalizace

Ristovy faktor hepatocyti (HGF) je klicovdA molekula pro regeneraci
poskozenych hepatocytli. Je vyluCovan hvézdicovitymi buiikami a vaZze se na c-Met
receptor. Dysregulace c-Met a HGF jsou v HCC bézné, i kdyz piesna uloha této drahy
v patogenezi HCC neni upln€ znama. Bylo vyvinuto nékolik sloucenin cilenych na tuto
dréhu, vcetné protilatek proti HGF a/nebo MET receptoru nebo selektivni MET
inhibitor (Mai et al. 2014; Llovet a Bruix 2008).

5.4.2.5 IGF signalizace

Inzulinu podobny rastovy faktor (IGF) ma vyznamnou ulohu pii vyvoji
plodu, proliferaci, diferenciaci, buné¢ném rustu, apoptéoze a je zapojen do rozvoje
nékolika druhti malignit. IGF-1 je spojen s vysokym rizikem rozvoje novotvaru, ale ne
HCC. Prekvapivé n€kolik experimentll naznacuje, ze v piipadé¢ HCC miize byt exprese

IGF-I antitumorgenni (Enguita-German 2014).
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IGF-II je nadmérné exprimovan asi u 16 % az 40 % HCC. Kromé toho koreluje
nadmérna exprese IGF-II se zvySenou proliferaci bunék, a to jak v in vivo tak v in vitro
modelech HCC, zatimco inhibice IGF-II podporuje apopdézu a snizuje bunécnou
proliferaci. U pacientti s HCC je zvySeni intratumorové hladiny IGF-I1 spojeno s vyssim
metastatickym potencialem. Vzhledem k tomu zvyseni sérové hladiny IGF-11 koreluje
S pfitomnosti extrahepatickych metastaz. Bylo prokazano, ze nadmérné exprese IGF-I1l
muze byt disledkem indukce napi. aflatoxinem B1 (Enguita-German 2014).

V soucasné dobé¢ je v klinickych zkouskach ne€kolik monoklonalnich protilatek
blokujicich IGF-1R. Interakce mezi IGF a EGF signalizaci miize pusobit jako

mechanismus rezistence u nékterych nadort (Llovet a Bruix 2008).

5.4.2.6 P13k / Akt / mTOR

PI13K/Akt/mTOR hraje rozhodujici roli v Karcinogenezi. Akt mize byt
aktivovan prostiednictvim tyrosinkindsového receptoru (EGF nebo IGF signalizace).
Dalsi moznosti aktivace Akt je prostfednictvim aktivace P13K nebo ztraty funkce tumor
supresorového genu PTEN pomoci epigenetického umlceni nebo somatickych mutaci. I
kdyz uloha Akt v HCC vyzaduje dalSi zkoumani, nedavné studie naznacuji horsi
prognoézu pro nadory s aktivovanym Akt (Wei et al. 2013).

Dtlezitym mediatorem P13K-Akt drdhy je mTOR, ktery plisobi jako centralni
regulator bunécného rustu, proliferace, snimani stavu vyzivy a umoziuje progresi z G1
do S faze. mTOR je aktivovan v podskupiné HCC a pii jeho blokadé rapamycinem nebo
everolimem dochézi k inhibici ristu v HCC bunéénych liniich a v experimentalnich
modelech. Rapamycin a everolimus jsou zatim schvaleny pro lé¢eni rakoviny ledvin a k

imunosupresivni 1é¢bé po transplantaci jater (Llovet a Bruix 2008).

5.4.2.7 WNT / p-katenin cesta

Whnt-Bkatenin cesta je zapojena v rakoviné tlustého stfeva a HCC. Signalni
kaskada je =zahdjena extracelularne, kdyz se Wnt ligandy navazi na Frizzled
receptory, které signalizuji odpojeni B-kateninu od E-kadherinu. Po spusténi Wnt drahy
se indukuje pfestup P-kateninu do jadra, kde reguluje specifické onkogeny, jako je

c-myc, cyklin D a survivin. Aktivace Wnt kaskady bylo ukazano v jedné tfetin¢
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HCC, zejména HCC indukované HCV. Tato abnormalni aktivace muize vyplyvat ze
somatickych mutaci v genech Wnt/B-katenin drahy, které se vyskytuji ptiblizné v 17 %
ptipadt, nebo dysregulaci Wnt/B-katenin drahy (Liu et al. 2015; Llovet a Bruix 2008).

Wnt drdha muaze byt také aktivovana aberantni methylaci tumorsupresort jako je
komplex proteini APC a E-kadherinu nebo zvySenou auto/parakrinni sekreci Wnt
ligandt. Nové 1éky zaméfené na tuto cestu jsou zatim ve fazi vyvoje (Llovet a Bruix
2008).

PROX1 (prospero homeobox protein 1) je cilem Wnt/B-katenin dréhy u
kolorektalniho karcinomu a zvySend exprese PROX1 napomaha maligni progresi.
PROX1 podporuje proliferaci bunék HCC in vitro a rist xenoimplantované¢ho nadoru u
my$i. Hladiny PROX1 a B-katenin vykazuji pozitivni korelaci v nadorovych tkanich
stejn€ jako v bunkach HCC. PROX1 mize zvySovat transkripci B-kateninu tim, Ze
stimuluje promotor genu pro B-katenin a zvySuje nuklearni translokaci [B-kateninu
v HCC bunkach, coz vede k aktivaci Wnt/B-katenin drahy. Kromé toho, se ukazuje, Ze
zvySend exprese PROX1 ¢ini HCC buiiky odolngj$i na sorafenib, ktery je standardnim
lékem pro pokroc¢ilé HCC. PROX1 lze tedy oznacit jako kriticky faktor aktivujici
Wnt/B-katenin drahu v HCC, ktery podporuje HCC proliferaci a zpiisobuje resistenci na
sorafenib (Liu et al. 2015).

5.4.2.8 Rb/P16

V lidském hepatocelularnim karcinomu je Rb cesta naruSena u vice nez 80 %
ptipadli a nejcastéj§i zménou je potlaceni pl6 pomoci methylace promotoru. Kromé
toho se zvySuje exprese gankyrinu (inhibitor p53 a Rb), coz ve vétSiné ptipadi
zpusobuje dysfunkci Rb kontrolniho bodu. Je mozné, ze znehodnoceni Rb kontrolniho
bodu umoznuje expanzi hepatocytti s dysfunkci telomer ve stadiu cirhozy (El-Serag et

al. 2007).

5.4.2.9 Hedgehog signdlni draha

Signalni draha Hedgehog ma zasadni vyznam pro diferenciaci bunék, regeneraci
a biologii kmenovych bunék. Nadmérna exprese Hedgehog byla nedavno popsana v 60
% ze 115 HCC. Kromé toho mtze tumorgenni aktivace zpisobit zvySenou expresi C-

myc, ktery hraje dilezitou roli v hepatokarcinogenezi (Llovet a Bruix 2008).
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5.4.2.10 Apoptotické cesty

Apoptéza je jednim z mechanismii bunééné smrti a vyhybani se tomuto
mechanismu je jednim z charakteristickych znakii rakoviny. Cilem vyvoje je tedy
zaméfit se na nékolik proapoptickych receptort vnéjsi cesty (Apo2L/TRAIL) a vnitini
cesty (BCL-2) apoptické drahy. Napiiklad sorafenib ukazal, ze zvySuje citlivost
rezistentnich lidskych nadorovych bunék na TRAIL - indukované smrti (TRAIL —
cytokin, fungujici jako ligand v indukci bunééné apoptozy) (Llovet a Bruix 2008).

5.4.3 Epigenetika a HCC

Epigenetickymi zménami jsou mySleny chemické zmény, které postihuji
molekulu DNA nebo chromatin, ale nemaji vliv na sekvenci nukleotidii (Ludvikova
2009). Existuji tii hlavni mechanismy — methylace DNA, modifikace histont a regulace
exprese pomoci nekodujicich RNA, zejména mikroRNA (miRNA) (Yang et al.
2003; Nekulova et al. 2006). Modifikace epigenomu zpusobuji zmény funkénosti geni
(Herath et al. 2006).

5.4.3.1 DNA methylace

Methylace DNA je postreplikacni Uprava chromatinu, pfi niZ se vdZze methylova
skupina na nukleotidové béaze (Ludvikovd et al. 2009). Probiha na cytosinu
v dinukleotidech CpG. Pfipojeni methylové skupiny je enzymaticky proces, ktery je
katalyzovan DNA methyltransferazami (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B). B¢hem
methylace je methylova skupina pfenesena z S-adenosyl metioninu (S-Adenosyl
methionine -AdoMet), jakozto donoru, na uhlik v pozici 5 pyrimidinového kruhu
cytosinu v CpG ostriveich (Ma 2014; Suchankova 2013). Oblasti vétsSiho vyskytu CpG
dinukleotidl jsou oznacovany jako CpG ostrivky (Suchénkova 2013). Ostrivky jsou
v genomu rozloZeny nerovnomérné a nachazime je bud’to v genech a jejich promotorech
nebo integrovanych oblastech (Ludvikova et al. 2009). V pribéhu bunécného déleni
jsou epigenetické informace predavany dcefinym buiikkam prosttednictvim DNMTT1 pro

udrzeni ,,bunécné paméti (Saito et al. 2013).

28



Methylace DNA vede k utlumeni transkripce genu a to dvéma zpisoby. Za prvé,
methylace v CpG mistech prostorové brani pfistupu transkripénich faktort k jejich
pfirozenym vazebnym mistim na pfisluSnych genovych promotorech. Druhy
mechanismus zahrnuje pfimé vazby mezi methyl-CpG a vazebnou doménou (MBD)-
obsahujici proteiny na methylované DNA, coz zpusobuje potlaceni piepisu. Existuje
nékolik dtkazd, které ukazuji, ze zmény v epigonu jsou Spojeny S iniciaci a progresi
rakoviny jater. V procesu nadorové transformace se methylaéni zmény mohou
uplatnovat nékolika mechanismy: DNA methylace jako pfi¢ina bodovych mutaci,

hypomethylace nebo hypermethylace (Ma 2014; Ludvikova et al. 2009).

DNA methvlace jako pricina bodovych mutaci

Cytosin, ktery je methylovdn, mize byt spontdnné deaminovdn na thymin.
Pokud se tato C-T tranzice objevi v oblasti gend, jejiz funkci je regulace bunécného
ristu a preziti bunky, mize tato zména funkce gent pfispét k nddorové preméne

(Ludvikova et al. 2009).

DNA hypomethylace

Globalni genomova hypomethylace je pro nadorové bunky typickd. Vyvolava
genomickou a chromozomadlni nestabilitu. Pfi¢inou genomické nestability je aktivace
diive uml¢enych gent, kterd pfispiva k rozvoji kancerogeneze. Zvyseni chromozomalni
nestability nastava diky poklesu methylace v repetitivnich a pericentrozomalnich
oblastech, které jsou pfi¢inou zloml nebo numerickych aberaci chromozomu (Kulis a

Esteller 2010; Ludvikova et al. 2009).

DNA hypermethylace

Hypermethylace vede kumlceni diive aktivnich gend. Inaktivace tumor-
supresorovych genli hypermethylaci ma veliky vliv na rozvoj kancerogeneze. DNA
hypermethylace je proces reversibilni a vuréitych nadorech mohou byt

hypermethylovany az stovky gent (Ludvikova et al. 2009).

5.4.3.2 Modifikace histonit v HCC

Zakladni stavebni jednotkou chromosomu jsou tzv. nukleosomy. Ty jsou tvofeny

8 histony (Obr. 4), které jsou ovinuty zhruba 145 pary bazi molekuly DNA. Spiralizaci
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téchto nukleosomil vznikaji chromatinova vldkna a dal$i kondenzaci téchto vlaken
s DNA. Rozeznavame 5 typia histont: HI, H2A, H2B, H3 a H4 a v ramci jednoho
nukleosomu je histonovy oktamer tvofeny dvojici kazdého z téchto typa histoni:
H2A, H2B, H3 a H4. N-konce histonl vy¢nivajici z nukleosomu jsou cily mnoha typi
posttransla¢nich modifikaci, véetné acetylace a methylace lysinu a argininu, fosforylace
serinu a threoninu a ubikvitinace lysinovych zbytkii (Ma 2014). Tyto modifikace
histonti reguluji transkripci gent, které hraji dulezitou roli v bunéénych procesech.
Mize vést kaktivaci nebo represi, napi. tri-methylace lysinu 4 na histonu H3
(H3K4me3) je cast&jsi v oblastech transkripéné aktivnich gend, naopak di- a tri-
methylace H3K9 a tri-methylace H3K27 jsou piitomny v genovych promotorech, které
jsou transkripcné potlacovany (Saito et al. 2013).

Nedavné studie prokazaly, ze konce histontl jsou abnormalné zménény v procesu
hepatokarcinogeneze. Uroveit H3K27 tri-methylace byla vyznamné zvysena v HCC ve
srovnani s okolni nenadorovou jaterni tkani. ZvySena hladina H3K27 tri-methylace
v HCC vyznamné korelovala s velikosti nddoru, pokrocilou klinickou fazi, vaskularni
invazi a zkracenou dobou pfteziti pacienti s HCC. Tato zjisténi naznacuji, Ze zvySena
hladina H3K27 tri-methylace je nezavislym molekularnim markerem pro S$patnou

prognézu u nemocnych s HCC (Saito et al. 2013).

Acetylace histonii

Acetylace histonll je fizena dvéma rodinami enzymdu: acetyltransferazami a
deacetyldzami.  Histonové  acetyltransferdzy  pfipojuji  acetylovou  skupinu
Kk g-aminoskupiné lysinu, ¢imZ se snizuje bazicita celé aminokyselin. Neutralizuje se tim
kladny ndboj histond, ¢imZ se uvolfiuji tésné interakce mezi histony a DNA a dochazi k
rozvolnéni chromatinu. Nizky stupeni acetylace zptsobeny deacetylazami (HDAC)
naopak zpisobuje vys$i bazicitu histonti a silné€j$i vazbu s DNA. Hovofime pak o
kondenzovaném, transkripéné neaktivnim chromatinu. Naopak acetylace je spojovana
s relaxovanym a transkripéné aktivnim chromatinem (Ma 2014). Acetylace probihd na
dobfe pfistupnych koncich  histond. Na histonu H3 jde o lysiny
K9, K14, K18, K23, K27, K56 u H4 na lysinech K5, K8, K12 a K16 (Suchankova
2013).
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Methylace histonii

Enzymy zodpovédné za methylaci jsou lysinové a argininové methyltransferazy.
Ptikladem enzymu je proteinargininova methyltransferdza 1 (PRMT1), ktera ma
vysokou specifitu a methyluje vyhradné arginin v pozici 27 histonu H4. Hlavnim
rozdilem je, ze methylace je asociovana jak s transkripéné aktivnim (relaxovanym), tak
i neaktivnim (kondenzovanym) chromatinem. Dé&je se tak z divodu, ze methylova
skupina je oproti acetylové neutralni (a navic mnohem mensi) a nezpiisobi zménu
naboje histonu, ale vytvaii vazebna mista pro enzymy, napt. deacetylazy. Piesto vSak
byva rozvolnény chromatin spojovan s H3K4, H3K36 a H3K79 a pro kondenzovany je
typickd methylace H3K9, H3K27 a H4K20 (Suchankova 2013).

Fosforylace histonii

Ptenos fosfatové skupiny khistonu je katalyzovan prostfednictvim
AMP-dependentni kindzy. Nasledkem vazby je ovlivnéni naboje a snizeni bazicity
histonu. Timto zpisobem je histon neutralizovan a sniZzuje se jeho schopnost vzajemné
pusobit se zaporn¢ nabitou DNA. Fosforylace, podobné jako acetylace, ma pozitivni
vliv na formovani relaxované, transkripéné¢ aktivni formy chromatinu. Snizuje tedy
kondenzaci chromatinu béhem mitézy a meidzy a ovliviiuje transkripéni aktivitu
(Ludvikova et al. 2009). Nejzndmé;jsi je fosforylace histonu H2AX, ktera je studovana
ve vztahu k reparaci DNA. Dale je naptiklad popsana fosforylace histonu H3 v pozici
serinu 10 (H3S10ph), jez hraje hlavni roli v kondenzaci mitotickych chromozomi

(Suchankova 2013).

Ubikvitinace histonu

Bé&hem procesu ubikvitinace vznika kovalentni vazba mezi ubikvitinem a jinymi
proteiny. K ubikvitinaci dochazi na histonu H2A a H2B. Vznik vazby katalyzuji
enzymy ubikvitinligdzy a ve vétSin¢ piipadii vznikd vazba mezi C-terminalnim
glycinem ubikvitinu a primarni aminokyselinou lysinu. Ubikvitinace hraje dulezitou roli

Vv fad€ buné¢nych procesti, ovliviiuje transkripci a reparaci DNA (Suchankova 2013).
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Obr. 6 Schéma histonu (Pievzato z Marks et al. 2001). Obrazek histona H2A, H2B, H3,
H4 a znich vybihajici aminotermindlni Fetézce (a). Na Fetézcich jsou znizornény
aminokyseliny, které nejcastéji podléhaji modifikacim. A- acetylace, M- methylace, P-
fosforylace, Ub- ubikvitinace, E- kyselina glutamova, K- lysin, S- serin. N- zadatek

polypeptidového retézce, C- konec polypeptidového ietézce (b).

5.4.3.3 MikroRNA (miRNA)

MiRNA jsou pfiblizn€ 20 - 23 nukleotidll (nt) velké jednovldknové nekodujici
fetézce RNA. Pusobi jako posttranskripéni regulatory vazbou na 3’-netranslatované
oblasti (3"-UTR) z cilové RNA (mRNA). Mohou sniZzovat expresi riznych cilovych
genu, tedy inhibuji translaci ur¢ité mRNA v protein (Ma 2014).

MiRNA geny jsou piepsany v jadie do struktury vlasenky 70-100 nukleotid
dlouhé = pri-miRNA, ktera je uzaviena cepickou na 5 konci a polyadenylovym koncem
(AAAAA) na druhé strané. Prepis se déje za pomoci polymeraz a je katalyzovan
nukledzou Drosha a jinymi proteiny. Tim vznikd komplex pre-miRNA. Po pfemisténi
do cytoplazmy je §tépen endonukledzou Dicer na 19-25 nt velké miRNA duplexy. Jedna
z ¢asti duplexu je pak nasledné zaélenéna do RISC (RNA-induced silencing
complex), kde miRNA snizuje expresi genovych produkti prostfednictvim vazby na
castecné komplementarni sekvence na 3 -netranslatované oblasti cilové mRNA nebo
fizenou degradaci mRNA prostiednictvim vazby na dokonale komplementarni sekvence
(Obr. 5) Timto jsou schopné regulovat (snizovat) vyrobu proteind, které tyto mRNA
koduji (Saito et al. 2013).
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Aberantni exprese _mikroRNA v HCC

MikroRNA hraji dulezitou roli v zakladnich biologickych procesech, jako je
bunécné de€leni, proliferace, apoptéza, migrace a invaze. Proteiny kodujici geny
bunééného cyklu, apoptdzy, metastazy jsou piimé cile miR v HCC (Tab. 1), coz
naznacuje, ze tyto miRNA mohou pisobit jako onkogeny urychlujici rozvoj HCC (Saito
et al. 2013). Microarray studie zjistila fadu miR, které jsou bud up- nebo down-
regulovany. Down-regulace miRNA je bézny nalez u HCC, coz ukazuje, ze nckteré
mohou pusobit jako tumor-supresorové geny. Tumor-supresorové miR blokuji bunécny
cyklus, zvysuji apoptdzu, snizuji nadorovou angiogenezezi a inhibuji migraci metastaz.
Naopak, tzv. onkomiRs (onkogenni miRNA) jsou v HCC up-regulovény.
Experimentalni potlaceni onkomiRs napomaha k obnoveni exprese tumor-
metastazy v HCC. OnkomiRs a jejich cilové geny v HCC jsou popsany v tabulce (Khare
et al. 2013).
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Tab. 1 MicroRNA v HCC a jejich charakteristiky (Khare et al. 2013)

onkomiR

Cile

Charakteristika

Down-regulace

miR-1

ET1

proliferace

miR-7a, -7b, -7c, -7d, -
7f

Caspase-3, HMGAZ2, C-myc, Bcl-xI

proliferace, apoptoza

miR-101 Mcl-1, SOX-9, EZH2, EED, proliferace, apoptoza
DNMT3A
miR-122 Bcl-w, ADAM-1, Wnt-1 angiogenze,apoptdza, metastazovani
miR-125a, -125b MMP11, SIRT7, VEGF-A, angiogenze,apoptéza, metastazovani,
LIN28B2, Bcl-2, Mcl-1, Bcl-w proliferace
miR-139 c-Fos, Rho-kinase-2 metastazovani
miR-195 CDKS®, E2F3, cyclinD1 proliferace,apoptdza, tumorgenicita
miR-199a-3P, -199-5p c-Met, mTOR, PAK4, DDR1, proliferace, metastazovani
caveolin-2
miR-214 HDGE, Katenin proliferace,angiogeneze,
metastazovani
Up-regulace
miR-10a EphA4, CADM1 metastazovani
miR-21 Pten, RhoB, PDCD4 metastazovani, 1ékova rezistence
miR-221 Bmf, DDIT4, Arnt, CDKN1B/p27, | angogenze,apopt6za, proliferace
CDKN1C/p57
miR-224 Yin Yangl/Raf-1 kinase, NFxB proliferace,apoptdza, metastazovani

pathways, apoptosis inhibitor-5

MiR-122 je specificky exprimovana v hojném mnozstvi v lidskych jatrech.

Nedavné studie prokazaly, Ze miR-122 muze usnadiovat replikaci viru hepatitidy

C, coZ naznacuje, ze miR-122 je potencidlnim cilem pro antivirovou terapii. U pacientd

s HCC byly nizsi hladiny miR-122 spojeny s kratsi dobou do rozvoje recidivy (Saito et

al. 2013).

MiRNA jako biomarkery v HCC

MiRNA mohou byt brany jako markery HCC. Dow-regulace miRNA je spojena

se Spatnou prognodzou, zvySenym rizikem agresivni recidivy a krat§im dobou do

progrese onemocnéni (progression free survival /PFES). Podobné up-regulace HCC
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spojenych s miR je spojena se Spatnou progndzou. Studie ukézaly, ze miRNA jsou
chranény pied enzymatickym $tépenim pomoci RNazy v krvi, a proto exprese miRNA
V séru nebo v plazmé by mohla byt také pouzita jako nové diagnosticky marker. U HCC
je takto studovéno vice nez 20 perspektivnich miRNA v séru a/nebo v plazmé (Khare et

al. 2013).

MiRNA jako perspektiva pro terapii HCC

Slibnou moznosti 1écby rakoviny je pouziti epigenetickych 1¢éki, které inhibuji
rust nddorid nékolika mechanismy vcetné¢ obnoveni exprese epigeneticky umlcenych
tumor-supresorovych genti a miRNA (Saito et al. 2013).

Tumor-supresorové miRNA, které jsou exprimovany v normalnich jatrech, jsou
down-regulovany v nadorovych tkanich v prib&hu vzniku nadoru a metastaz. Zda se, ze
dobrou strategii pro 1é¢bu pacienti s HCC by mohlo byt doplnéni téchto miRNA.
Takova nahradni terapie byla prokazana na mysich s pouzitim miR-26a, -122 a -124.
Naopak, potlaéeni onkomiR-221 ma za nasledek dlouhodobé pieziti a snizeni nadord.
Nicméné, vSe je potfeba jesté¢ ovefit u pacientli. Vyhodou v porovnani s konvenéni
chemoterapii by méla byt nizsi toxicita vii¢i nenadorovym bunkam (Khare et al. 2013).

V nedavné dobé bylo také zjisténo, ze inhibitor HDAC (histone deacetylase
inhibitors) potlacil RNA replikaci viru hepatitidy C prostfednictvim epigenetickych
mechanismt v bunikach. Potlaceni bylo vyvolano indukci apoptdézy v nadorovych
buiikich jater prostfednictvim zvySené exprese nckolika specifickych miRNA. Toto
zjisténi naznaCuje, ze epigeneticky pfistup by mohl hrat dilezitou roli nejen
Vv protirakovinné 1écbé, ale i antivirové 1é€bé HCC (Ma 2014; Saito et al. 2013).

Rada epigenetickych 1éki v klinickych studiich ukazala slibné vysledky.
Nicméné i tyto léky maji nékteré problémy jako napf. aktivace tzv. off-target gent,
které¢ maji opacné ucinky. Proto je pro rozvoj 1€cby nezbytné vést dalsi studie a zaméfit
se na lepsi identifikaci skupiny pacientti, kterym by piedepsana 1é¢ba nejvice prospivala

V zé&vislosti napf. na typu a stadiu onemocnéni (Ma 2014).

5.5 KLINICKE PRIZNAKY NEMOCI

Hepatocelularni karcinom ma pomérné dlouhy doubling time - 1 az 19 mésict

s medianem 4 - 6 mésicl. Proto pfiznaky vznikaji pomalu a bohuzel vétSina pacienti je
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diagnostikovana az v pozdé¢jsi fazi onemocnéni, kdy uz se tumor $iti (Bialecki a Di
Bisceglie 2005).

Klinické projevy onemocnéni jsou zavislé pfedevSim na velikosti nadoru a
funkénim stavu nepostizené ¢asti jater. Mezi klasické projevy hepatocelularniho
karcinomu patii bolest v pravém hornim kvadrantu bficha a hubnuti (EI-Serag et al.
2007). Priznaky u pacientii s cirhézou a bez ni se lisi. U pacientd s progredujici
cirh6zou mohou byt typické rysy jako napi. zloutenka, palmarni erytém, ascites, jaterni
dekompenzace, encefalopatie, krvaceni z jicnovych varixi projevem HCC. Dale se
muze projevovat anorexie, ubytek vahy, pocit plnosti a bolesti bficha. Pfi ndhlém
zhorSeni stavu u jedince s cirh6zou je dulezité vzdy myslet na hepatocelularni karcinom.
U pacientil bez cirh6zy mohou byt pfiznaky HCC zpocatku nendpadné, projevovat se
zacnou az pii znacné velikosti nddoru. Nejdiive se objevuji necharakteristické travici
obtize — abdominalni dyskomfort, zvétseni objemu bficha, ubytek hmotnosti, ikterus a
unava. (Adam et al. 2002). Vzacné se HCC muze projevit i jako nahla biisni piihoda
(NBP) od prasknuti povrchového karcinomu s nitrobfisnim krvacenim nebo dalsi jaterni

projevy (napt. hyperkalémie, hypoglykémie, tyreotoxikoza) (El-Serag et al. 2008).

5.6 DIAGNOSTIKA

5.6.1 Laboratorni vySetieni (screening)

Screening je doporucovan u pacientll s vysokym rizikem HCC, jimiZ jsou napft.
nosi¢i viru hepatitidy B, C, lidé srodinnou anamnézou HCC, alkoholickou
cirhozou, primarni biliarni cirh6zou, asijské Zeny od 50 let a muZzi od 40 let, africané
nad 20 let (El-Serag et al. 2008).

Existuje celd fada studii prokazujici stanoveni alfa-fetoproteinu (AFP, al
globulin tumor marker) jako screeningové vyseteni, ma vSak nizkou senzitivitu (Ryder
2003). Normalni rozsah pro AFP je 10 az 20 ng/ml. Az u 30 % pacient s chronickou
virovou hepatitidou byva faleSn€¢ pozitivné zvySend hodnota AFP. 40 % az 50 %
ptipadi HCC ma hodnoty alfa-fetoproteinu v normé. Pozitivni prediktivni hodnota se
vyrazné zvysuje (95% spolehlivost), kdyz je AFP vétsi nez 400 ng/ml. Pravé proto je
hodnota AFP spiSe uzitecna pii monitorovani odpovédi na 1é¢bu a detekci recidivy po
1écbé HCC, v piipadé, ze AFP bylo zvyseno pied 1é¢bou (EI-Serag et al. 2008).
Testovani AFP spoleéné s ultrazvukovym vySetfenim u rizikovych pacientd je

doporucovano v 6 mési¢nich intervalech (Bruix a Sherman 2011).
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K dispozici jsou 1 jiné testy, jako vySetfeni markeru des-gamma-
karboxyprotrombinu, ale nejsou zadné spolehlivé udaje o jeho ucinnosti v HCC
screeningu. M¢éfeni des-gamma-karboxyprotrombinu se zda vhodné u osob

s chronickym onemocnénim jater a pro monitorovani stavu po 1écbé (Ikoma 2002).

5.6.2 Zobrazovaci vySetieni
Jakmile je screeningovy test abnormalni nebo existuje podezieni, Ze pacient

mize mit HCC, je zobrazovaci vySetieni velmi dulezité pro diagnostiku a staging
nadoru (EIl-Serag et al. 2008).

5.6.2.1 Ultrazvuk

Sonograficky obraz HCC zavisi na velikosti, histologii a rastu 1éze. Pomoci ngj
lze objevovat i malé nadory (0,5 az 1 cm). VétSina 1ézi mensi nez 3 cm je
hypoechogenni, pravdépodobné v dusledku jejich homogenni bunééné struktury. Veétsi
HCC obvykle maji nestejnomérné ozvény kvili krvaceni, nekréze nebo tukovym
zménam. Barevny Dopplertv ultrazvuk mize byt velmi uzite¢ny jak v diagnostice, tak
pti diagnostice komplikaci. Sledovani prutoku 1ézi mlze byt uzite¢né pii rozliSovani

HCC od jinych jaternich nadora (Frazer 1999).

5.6.2.2 Klasické a spirdalni CT

K detekci a charakterizaci HCC slouzi rizné CT techniky. Pouziti spiralovych
skenert umoziuje velmi rychlé zobrazeni jater po intravendzni infuzi kontrastnich
latek. V dne$ni dob¢ se jedna o nejspolehlivéjsi diagnostické testy (Frazer 1999; Befeler
2002). Jako kontrastni ¢inidlo se vyuziva lipiodol, ktery se podava do a. hepatica a je
selektivné zadrzovan v tumoru. Pomoci této metody lze ziskat informace o velikosti
tumoru a objemu netumordzniho parenchymu jater. Citlivost pii CT je pro 1éze mensi
nez 5 cm 82 % a pro 1éze mensi nez 2 cm 56 %. Lipiodolové CT ma citlivost u tumoru

do 5 cm 96 % a do 2 cm 93 %. Jedinou nevyhodou lipiodolu je, Ze neni specificky

zadrzovan jen v hepatocelularnim karcinomu (Adam et al. 2002).

5.6.2.3 CT hepatikografie
Hepatikografie vyuziva kontrastniho vysetieni jaterni tepny (arteria hepatica).

Do arteria hepatica je vpravena kontrastni latka soubézné s CT vySetfenim a dochazi
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k vysycovani HCC pfizna¢né€ vice nez u metastazy nebo jinych jaternich patologickych

16zi (Adam et al. 2002).

5.6.2.4 CT angioportografie jater (CTAP)

Vypocetni tomograficka angiografie jater je velmi citliva metoda. Tato metoda
je zalozena na zvyraznéni jaterniho parenchymu, ke kterému dochazi po vstfikovani
kontrastniho ¢inidla do sleziny nebo do mezentrické tepny (a. mesentrica superior) za
soucasného CT skenovani naplné¢ do portalniho fecisté se zpozdénim (Frazer 1999).
Vysledkem je zobrazeni jaternich lozisek, satelitnich lozisek a zjisténi velikosti
tumoru, coz jsou dilezité informace k pfipadnému nesekénimu vykonu (Adam et al.
2002).

5.6.2.5 Multidetektorove CT

Multidetektorové CT (MDCT) vyuziva provedeni obou téchto fazi (Adam et al.
2002).

5.6.2.6 Angiografie

Angiografie je jednou z vysoce specifickych diagnostickych metod a 1ze pomoci
ni odhalit mald loZziska. VySetfeni zavisi do znacné miry na charakteru ristu
nadoru. Hepatocelularni karcinom ma typicky hypervaskularizovany vzhled. V praxi se
angiografie provadi samostatné jen ziidka, nebot’ je soucasti vySe uvedenych vysetieni

(Frazer 1999; Adam et al. 2002).

5.6.2.7 Magneticka rezonance

Magnetickd rezonance (MRI) je diagnosticka technika, kterd nabizi dobré
rozliSeni a citlivost v rozmezi od 33 % do 77 %. Hlavni problém neni v diagnostice
velkych nadort, ale spiSe malych nadorii (< 2 cm), protoze do znacné miry dochazi k
prekryti mezi benignimi (regeneracnimi), hrani¢nimi (dysplastickymi) a malignimi
uzlinami. Citlivost MRI pro detekci malych 1ézi je tedy nizka. MRI je cenové nakladna

a indikovana je pouze ve spornych piipadech (Taouli a Losada 2004).
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5.6.3 Bioptické vySetieni

Histologické vysetfeni jaterni tkané je dulezitym prvkem v diagnostice HCC. U
pacientli bez cirhotického poskozeni jater byva provadéna skrz jatra bud’to pohmatem
tzv. poslepu, nebo ¢astéji pod radiologickym vedenim pomoci ultrazvuku nebo CT. U
pacientli s cirh6zou se bioptické vySetieni neprovadi z divodu rizika krvaceni a
zaneseni rakovinovych bunék do peritonealni dutiny a stény bfisni (Adam et al. 2002;
Befeler 2002).
Material ziskany aspiraci jemnou jehlou mize byt hodnocen histologicky, cytologicky
nebo pomoci obou metod v kombinaci. N¢kdy je obtizné odlisit dobie diferencovany
HCC od benigni transformace, fokuldrni nodularni hyperplazie a hepatocelularniho
adenomu (Befeler 2002).

Negativni vylsedek biospise nemusi zcela vyloucit maligni onemocnéni. Uzlik
by mél byt dale sledovan v 3 az 6 mési¢nich intervalech dokud nezmizi, nezvétsi se
nebo nezaCne vykazovat vlastnosti HCC. Pokud se léze zvétsi, ale zlstava

atypicka, doporucuje se opakovani biopsie (El-Serag et al. 2008).

5.6.4 Diferencialni diagnostika

RozliSeni hepatoceluldrniho karcinomu od nenddorovych jaternich lozisek
(absces, tukovy infiltrat, hematom) a Dbenignich nador (fokalni modularni
hyperplazie, jaterni adenom, cystadenom, hemangiom, modularni regenerativni
hyperplazie) ma velky prakticky vyznam s terapeutickymi a prognostickym
disledky. Diferencidlni  diagnostika mutze byt obtiznd, protoZze metastizy Vv
jatrech, zejména adenokarcinomil, mohou napodobovat morfologii a immunoexpresi
hepatocelularniho karcinomu. Zejména rozliSeni mezi malym hepatoceluldrnim
karcinomem a velkymi uzly pfi jaterni cirhdze mize byt dosti obtizné (Barshak et al.

2010).

5.7 LECBA
HCC je heterogenni onemocnéni, které vyzaduje multidisciplinarni piistup.
Jednim z hlavnich klinickych problému je neschopnost detekovat HCC v raném stadiu.

Pacienti jsou cCasto diagnostikovani v pokrocilém stadiu onemocnéni, coZ omezuje
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moznosti 1écby a vede k jejimu neptiznivému vysledku a ke Spatné progndze. Mezi
soucasné 1écebné strategie patfi: resekce a transplantace
jater, ablace, chemoembolizace, syst¢émova chemoterapie a radioterapie. Nicméné, tyto
pristupy jsou omezeny nedostatkem dérci, malym procentem pacienti vhodnym pro
chirurgické odstranéni, vysokou pooperacni recidivou a souvisejicimi komplikacemi

(Ma 2014).

5.7.1 Stadia nemoci

Stagingovym systémem hepatocelularniho karcinomu je v soucasné dobé¢
pTNM Kklasifikace (Tab. 2). Principem této klasifikace je hodnoceni velikosti nadoru T
(tumor), postizeni lymfatickych uzlin N (noduli), pfitomnost vzdalenych metastaz
M, ptitomnost vaskularni invaze, lobarni distribuce primarniho nadoru (Adam et al.

2011).

Tab. 2 TNM Klasifikace HCC. Pievzato z (El-Serag et al. 2008)

T kategorie - Primarni nador

TX Primarni nador nelze posoudit
TO Zadné znamky primarniho nadoru
T1 Solitarni nador do 2 cm nebo méné bez invaze do cév
Solitarni nador do 2 cm nebo mén€ s invazi do cév, nebo mnohocené
T2 nadory ohrani¢ené na jeden lalok, Zadny neni vétsi nez 2 cm, bez invaze
do cév
T3 Solitarni nador vétSi nez 2 cm nebo méné€ s invazi do cév, nebo

mnohocetné nadory ohranicené na jeden lalok do 2 cm s invazi do cév

Mnohocetné nadory ve vice nez jednom laloku, nebo nador prorusta do
T4 vétsi veétve vena portae nebo vena hepatica s pfimou invazi do sousednich
organti mimo zlu¢nik nebo perforaci do viscelarniho peritonea

N kategorie - Regionalni mizni uzliny

NX Regionalni mizni uzliny nelze posoudit
NO Zadné metastazy v regionalnich miznich uzlindch
N1 metastazy v regionalnich miznich uzlinach

M kategorie - Vzdalené metastazy

MX Ptitomnost vzdalenych metastaz nelze posoudit
MO Zadné vzdalené metastazy
M1 Vzdélené metastazy
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Stadia - Stadia podle kategorii TNM

Stadium I T1INOMO

Stadium I1 T2NOMO

Stadium IIIA | T3NOMO

Stadium IIIB | TIN1IMO nebo T2N1MO nebo T3N1MO
Stadium IVA | T4, M1 a zadné N

Stadium IVB | M1, zddné T a N

Pii potfebé operace je nutné, aby Iékaf pfihlédl k funkénimu stavu jater

(poskozeni) a vyhodnotil jednotliva kritéria dle klasifikace Child — Pugha (Tab. 3)

(Adam et al. 2002).

Tab. 3 Klasifikace dle Child — Pugha. Prevzato z (Adam et al. 2002)

body
parametr 1 2 3
Encefalopatie nepfitomna mirna koma
Ascites nepiitomen refrakterni rezistentni
Bilirubin (umol/l) <26 25-51 >51
Albumin (g/l) > 35 28 -35 <28
Quick (%) > 65 40 - 65 <40
Stadia StadiumA-5az6 | StadiumB-7az9 | StadiumC - 10 az

bodu

bodu

15 bodu

HCC se 1isi od jinych druhti rakoviny, protoze pfeziti neni prevazné zalozeno na

biologii nadoru, ale také zéavisi na zakladni funkci jater. Ptiznaky jednotlivych etap

HCC se do urcité miry mohou navzdjem piekryvat. Kazda z nich ma ale také rtizné

klinické projevy, které mohou napomoci pii volbé 1écby a urceni progndzy (Obr. 8) (El-

Serag et al. 2008).
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Obr. 7 Algoritmus pro 1éébu HCC (El-Serag et al. 2008). PS- stav vykonnosti, OLT-
ortoepicka transplantace jater, PEI- perkutanni vstfikovani ethanolu, RFA- radiofrekven¢ni

ablace.

5.7.2 Chirurgicka lécba
5.7.2.1 Resekce jater

Resekce jater 1é¢i HCC odstranénim casti jater zasazené rakovinou. Spolu
S transplantaci je druhou moznosti jak u¢inné odstranit rakovinu, ale ma tu nevyhodu, ze
neni schopna eliminovat riziko maligni transformace zbyvajici Casti jater (Befeler
2002). Resekce je vhodna pouze pro pacienty s vynikajici funkci jater (Child-Pugh
A), vzhledem Kk vysokému riziku jaterni dekompenzace (Ryder 2003). Hlavnim
limitujicim faktorem pro provedeni jaterni resekce je cirhdza, pfesnéji stav jaterniho
parenchymu postizeného cirh6zou. Resekce nddoru je u cirhotickych jater technicky
proveditelna, ale cirhdza sniZzuje schopnost pfeziti pacienta. Proto vyzaduje peclivou
indikaci. Zasadnim problémem je nejen faze cirhdzy, ale také zmenSeni regeneracni
rezervy (El-Serag et al. 2008).

Lékar urci lokalizaci, velikost 1éze a funk¢éni kapacitu jaterniho parenchymu a
az poté zvoli resekci jednoho nebo vice jaternich segmentti. Velikost maximalni resekce
pro urcita stadia cirh6zy se presné hodnoti dle Child-Pugha. Mezi proménné ovliviujici
riziko recidivy po resekci jsou velikost tumoru, pocet 1ézi, cévni invaze a Sifka

resekéniho okraje. U recidivujicich pacientll bylo po druhé resekcei zjisténo delsi pieziti
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nez u pacientli bez dalsi 1écby. Studie ukazuji, Ze ro¢ni pteziti u operovanych pacientt

je priblizné 76 % a tiileté preziti 31 % (Adam et al. 2002; El-Serag et al. 2008).

5.7.2.2 Transplantace jater

Teoreticky optimalni terapeutickou moznosti 1é¢by HCC je transplantace jater

(OLT). Soucasn¢ je odstranén primarni nador, zbyvajici jaterni tkan, ktera predstavuje
riziko vzniku rakoviny denovo a cirhoza, ¢imZz se minimalizuje riziko opakované¢ho
vzniku HCC (El-Serag et al. 2008).
VétsSina transplantanich center pouziva sva vlastni kritéria pro indikace a
kontraindikace transplantace. V 80. letech tvofili indika¢ni skupinu piedevS§im pacienti
s tumorem v malo pokrocilé cirhdze a bez portalni hypertenze. Zasadni zména nastala,
kdyz Bismuth et al. navrhli prvni indikacni kritéria transplantace, kde vhodnymi
kandidaty byli pacienti s tumorem do 3 cm. Pozdé&ji v roce 1996 Mazzaferro et al.
zvetejnil studii, kterd prokazovala dobrou prognozu a nizkou rekurenci po transplantaci
u pacientl s malym HCC.

Kritéria pro vybér byla nasledné rozsifena jako tzv. Milanska kritéria, kterd
povolovala jedno lozisko do velikosti 5 cm nebo 3 tumory mensi nez 3 cm. Tato kritéria
spliiovalo ¢im dal méné pacientl a tim byla jejich moznost transplantace odmitnuta.
V soucasné dobé se OLT casto posuzuje podle kritérii University of California v San
Francisku (UCSF). Podle UCSF kritérii miize byt transplantace indikovana u pacientli
s jednim uzlem HCC do 6,5 cm anebo s maximalné tfemi uzly, z nichz nejvétsi ma
velikost do 4,5 cm a soucet vSech uzll je menSi nez 8 cm. Transplantace je
kontraindikovéana v ptipadé extrahepatalniho rozsifeni nadoru, IV. staddia onemocnéni a
agresivni hepatitidy B. V dnes$ni dobé se jednoro¢ni ptezivani po transplantaci jater
priblizuje 90 % a nékteré studie udavaji tiileté pieziti u 80 % pro klinické stadium I

(Senketikova 2014).

5.7.3 Paliativni lé¢ba
5.7.3.1 Perkutanni ablace

Ablace je velmi dobrou alternativou 1é€by pro pacienty v ¢asném stadiu
HCC, protoze je minimalné invazivni. Mezi Siroce pouzivané metody, které indukuji

nekrozu néadoru, jsou perkutanni injekce alkoholu (PEI) a radiofrekvencni ablace
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(RFA). Jiné, mén¢ pouzivané metody zahrnuji injekci kyseliny octové, kryoterapii nebo
mikrovinou - PMC a laserovou - LITT terapii (Befeler 2002).

Principem PEI je perkutanni zavedeni absolutniho alkoholu piimo do 1ézi
HCC, ktery denaturuje bilkoviny, zplisobi dehydrataci bun¢k a nasledné jejich
koagula¢ni nekrozu.

Injekéni jehla je do loziska zavadéna pod kontrolou ultrazvuku. Vyskyt
komplikaci je pomérné vzacny, ale mize dochazet k tvorbé implantacnich metastaz
V misté opakovanych vpichii jehly. Metoda alkoholizace mé jednoduchou aplikaci a je
casove a ekonomicky nenaro¢nd (Kaplan 2005). Indikace PEI je u pacientt s lozisky do
velikosti 4 — 5 ¢cm a je mozné ji v piipadé lokalni recidivy opakovat. Vyhodou je
histopatologické struktura HCC, ktera je odliSna od okolniho jaterniho parenchymu a
umoznuje tak velmi dobrou distribuci alkoholu dovnitt loziska. Pfi kontaktu alkoholu
S bohatym cévnim zasobenim nadoru dojde k ischémii a nekréze nadoru (Brown a
Brady 2001).

Radiofrekvenéni ablace HCC (Obr. 9) je relativné novy postup s pouzitim sondy
umisténé do nadoru, obvykle perkutdnné (Ryder 2003).

Principem je zavedeni elektrody, ktera generuje vysokofrekvencni proud (100 — 500
kHz) do loziska, kde je pfeménén na teplo. Nasledkem vznikajicitho tepla dojde
Kk ohievu tkané na teplotu 50 °C a vice. Vysoka teplota zptsobi rozpousténi bunéénych
membran, denaturaci a nevratné poSkozeni 1éze az do 5 cm (Kaplan 2005). RFA se
provadi za kontroly ultrazvuku, CT nebo MNR. Rizika zahrnuji krvaceni z mista vpichu
a podobn¢ jako u perkutanni injekce alkoholu horecku, bolest bficha a ptfechodné

zvyseni sérovych transaminaz (Befeler 2002).

44



Ultrasound

Radiofrequency
ablation probe

Extent
of tissue
damage

Obr. 8 Perkutanni ablace HCC pomoci radiové frekvence (El-Serag et al. 2008)

5.7.3.2 Embolizacni metody

Jsou Siroce pouzivané jako primarni terapie pro neoperovatelné HCC. Zakladem
embolizace je vyvolat ischemickou nekrézu nadoru pies akutni arteridlni okluze.
Embolizace mize byt provedena samostatné (prostd embolizace) nebo s podanim
chemoterapie (transarterialni chemoembolizace - TACE) (El-Serag et al. 2008).

Principem TACE je uzavieni krevniho toku na arterio — kapilédrni Grovni za
pouziti koloidniho nosice s navazanym cytostatikem. Cytostatikum navazané na nosic je
vpraveno do artérie, kterd vyzivuje tumor, a nosi¢ zpisobi zablokovani drobnych artérii
a kapilar. Béhem toho se cytostatikum postupné uvolituje do okoli. Latky nejcastéji
pouzivané  k chemoembolizaci jsou napi. lipiodol sadriamycinem nebo
doxorubicin, mitomycin. Transarterialni chemoembolizace je prvni volbou terapie pro
pacienty ve stfedni fazi HCC, ktera ptekracuje kritéria pro transplantaci jater. Kromé
toho se TACE provadi v pocatecni fazi HCC, kde nelze provést radiofrekvencni ablace
z diivodu umisténi nadoru (v blizkosti Zluéniku, zlucovych cest nebo krevni cévy).
Nezadouci ucinky chemoembolizace vyvolava vétSinou pouzité chemoterapeutikum a
mohou se projevovat jako bolest bficha, horeCka, nevolnost, zvraceni, Utlum kostni

diené aj. (Ryder 2003; Kaplan 2005).
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5.7.3.3 Systémovda chemoterapie

Hepatocelularni karcinom se fadi mezi chemorezistentni nadory, jejichz citlivost
na chemoterapeutika neni moc velka. Je prokazano, ze systémové podani chemoterapie
nema statisticky vyznamny vliv na dobu pieziti (Adam et al. 2011). V nitrozilni
chemoterapii je prozatim nejvice pouzivanym lékem 5 — fluorouracil nebo doxorubicin
v kombinaci s jinymi 1éky (Tab. 4) (Adam et al. 2002). 5 — fluorouracil inhibuje enzym
thymidylatsyntézu, ktera je dilezita pro syntézu thymidinu. Zabudovanim do struktury
RNA blokuje jeji funkci a poskozuje syntézu molekul RNA a DNA (Lokich 1985;
Kaplan 2005).

Tab. 4 Chemoterapeutika pouzivana u HCC (Befeler 2002)

5 — fluorouracil
Doxorubicin
Epirubicin
Cistplatina
Etoposid fosfat
o Interferon

Tamoxifen

K dnesnimu dni je v klinickych zkouskach HCC k dispozici fada 1éCiv. Nékteré
védecké studie zkoumaji aplikaci interferonu alfa v 1écbé HCC. Tento terapeuticky
postup neni provadén v ramci standardni 1é€by, ale pouze experimentalné v klinickych
studiich (Adam et al. 2002).

Interferon alfa mé Sirokou protinddorovou aktivitu a je zndmo, Ze je U¢innym
zpuisobem 1é¢by u neékterych hematologickych malignit. Podavani interferonu mtze mit
ulohu v prevenci HCC u cirhotickych pacientl s hepatitidou C. Prvni data ze dvou studii
v Japonsku a Evropé ukazaly nizsi riziko HCC u cirhotickych pacientt s hepatitidou
C, ktefi dostavali 1écbu interferonem ve srovnani s témi, ktefi 1é¢eni nebyli. Tento
ucinek byl vidén po 1€Ebe trvajici pouhé tfi mésice. Tyto studie vSak mohou byt do
urcité miry zkreslené a proto se v soucasné dobé doporucuje tuto terapii provadét pouze

v ramci klinickych studii. Interferon alfa ma vysokou miru nezadoucich t¢inka (Ryder
2003).
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5.7.3.4 Radioterapie

Radioterapie ma pii 1écbé HCC omezené vyuziti. Zdravy jaterni parenchym je
totiz pomérn¢ radiosenzitivni, zatimco hepatocelularni karcinom je vice
radiorezistentni. Pro zvySeni G¢inku zevni radiace a minimalizace Skodlivych plisobeni
na zdravy jaterni parenchym je pouzivana cela fada principi. Piikladem je cilena
radioterapie, pii niz se podéavaji protilatky proti antigenim néadoru s navazanym
radioizotopem, ktery zajisti shromazdéni radiace v nadorové tkéni. Tento postup 1écby

neni vSak Gplné standardni (Adam et al. 2002).

5.7.3.5 Molekularni terapie a nové léky ve vyvoji

Existuje rostouci pocet klinickych studii hodnoticich ucinnost molekularni
terapie v HCC, jak samotné tak v kombinaci s klasickou chemoterapii. Nejslibngjsi
strategie pro systémovou 1é¢bu je cilena terapie. Uspésna cilena 1é¢ba musi inhibovat
dréhy, které jsou nezbytné pro rust nadoru a to i v pozdnich stadiich rakoviny. P16/Rb,
IGFR2, stejné jako zmény telomeraz, c-myc, Wnt/Bkatenin, P13K/Akt, Hedgehog atd.
se nejcastéji podileji na lidské hepatokarcinogenezi (Zender 2008).

Latky, které specificky narusuji molekularni drahy v HCC jsou navrZeny a
testovany k potladeni rozvoje rakoviny jater. Existuji dva typy téchto Ccinidel:

monoklonélni protilatky a malomolekularni inhibitory (Wei et al. 2013).
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Obr. 9 Molekularni cilena 1é¢ba: ( A) tyrosin kindzové receptory a jejich ligandy, (B) 1éky

namifené proti cilim signalnich drah (Wei et al. 2013).

Anti-VEGFR drdha

V soucasné dob¢ jsou nejvice atraktivnim cilem pro molekularni terapii HCC
inhibitory angiogeneze. V HCC byla prokazana zvySena exprese pro-angigogennich
faktort, jako je VEGF, PDGF a angiopoietin 2. Experimentalni studie ukazuji, Ze cilené
studium angiogeneze je perspektivni (Bronte et al. 2014).

Mezi hlavni latky testované v klinickych studiich patii
bevacizumab, sunitinib, sorafenib, brivanib a vandetanib. Bevacizumab je monoklonalni

protilatka neutralizujici biologickou aktivitu VEGF (Obr. 10). Byl schvalen pro 1é¢bu
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rakoviny prsu a jaternich metastaz kolorektalniho karcinomu. Mechanismus t¢inku této
slou¢eniny u HCC je sporny, doporucuje se pouzivat pro vybrany okruh pacienti
(Hasehm 2008; Llovet, Bruix 2008). U 46 vybranych pacientii ve 2. fazi klinické studie
se ukazaly slibné vysledky: u 13 % doslo k ¢aste¢né odpovédi a 65 % se onemocnéni
stabilizovalo po dobu az 6 mésict. Hlavnim nezéddoucim ucinkem byly t€zké krvacivé
komplikace. U dvou pacientil se objevilo krvaceni do gastrointestindlniho traktu, které u
jednoho vedlo ke smrti (Wei et al. 2013).

Jedinym Iékem, u kterého se prokazalo zlepSeni celkového pfeziti u pacientl
s pokroc¢ilym HCC je sorafenib (Nexavar). Sorafenib byl v roce 2007 ve Spojenych
Statech schvélen pro 1é¢bu pokrocilého hepatocelularniho karcinomu (Ma 2014). Je to
multikindzovy inhibitor, ktery pusobi tak, ze naruSuje drdhu receptoru pro vaskularni
endotelidlni ristovy faktor (VEGFR) vnadorové proliferaci a angiogenezi.
V poslednich dvou velkych klinickych studiich se ukdzalo, ze median celkového pieziti
byl 10,7 mésict a snizil relativni riziko Gmrti o 31 %. Ptestoze tolerance k sorafenibu
byla obecné dobra, objevily se i nezddouci ucinky jako prijem, tinava, ztrata hmotnosti
a kozni reakce (Pang a Poon 2007; Giaccone a Soria 2007). Podrobné mechanismy
protinadorového ucinku sorafenibu ziistavaji nejasné a to zejména piimé molekularni
ucinky na buitky HCC. I kdyz neni pochyb o klinické t¢innosti sorafenibu v tom, ze
zlepSuje preziti, je velice zdvazny také projev nezadoucich ucinkii a jaterni dysfunkce
(Honma et al. 2014; Germano et al. 2013).

Jiné probihajici studie zkoumaji uzivani sorafenibu v kombinaci s jinymi léky.
Podle dokoncené 2. faze klinické studie bylo pii podavani sorafenibu v kombinaci
s doxorubicinem celkové pfeziti 13,7 mésicli ve srovnani s 6,5 mésici u pacientl
léCenych doxorubicinem samotnym. Nékteré dal$i zkoumané latky v kombinaci se

sorafenibem jsou AVE1642, erlotinib, linsitinib, cixutumab (Wei et al. 2013).

Anti-HGF / ¢_MET cesta
Foretinib je peroralni selektivni inhibitor c-MET a VEGFR-2. Vzhledem

k tomu, ze zvySena exprese c-MET v HCC dobie koreluje s vyvojem této nemoci, se
obecné piedpokladd, ze cilend 1écba pomoci foretinibu mohla pfinést piinos. Tento
inhibitor vykazuje inhibi¢ni u¢inek na angiogenezi, proliferaci bun¢k a nadorovych
metastaz na preklinickych modelech HCC. Dalsim podobnym zkoumanym selektivnim

inhibitorem c-MET je tivantinib.
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Anti-EGFR cesta

Gefitinib je molekularni inhibitor tyrozin kinazy EGFR a inhibuje jeji aktivitu
vazbou na ATP-vazebné misto a blokuje signalni drahy Ras. Byl vyvinut K 1é¢bé typu
rakoviny, ve kterych je nadmérné exprimovan EGFR, jako je rakovina plic a prsu. I
kdyz se prokdzala schopnost zabranit rozvoji HCC v mySich modelech, pfi pouziti
Vv klinické studii vysledky nesplnily kritéria pro druhou fazi a autofi dospéli K zavéru, ze

tento 1€k nevykazuje protinadorovou aktivitu u pacientli s pokro¢ilym HCC.

Anti-IGF-1R cesta
Lidska monoklonalni protilatka AVE1642, ktera specificky blokuje IGFR-1R

signalizaci vazbou na extracelularni doménu. Faze I klinické studie uvadi, Ze AVE1642
muze byt spojen spodavanim sorafenibu. Tato kombinace nezasahovala do
farmakokinetiky jednotlivych dvou 1€ki a dosdhla stfedni doby pieziti bez progrese

13,3 tydnti u vétSiny pacienti.

Anti-mTOR

Sirolimus a everolimus jsou analogy ramapycinu a selektivni inhibitory mTOR
kindzy. Vzhledem k tomu, ze mTOR hraje klicovou roli v pfenosu signadlu mnoha
tyrozinkinazovych signélnich drah, inhibice mTOR by méla mit protinadorovy ucinek
proti Sirokému spektru nadord.

Experimentalni studie pouzivajici ramapycin a jeho analog everolimus u HCC
ukazuji vyznamny vliv na sniZeni ristu naddorovych bunék a zlepSeni ptezivani bunék.
Né&kolik probihajicich studii pacienti s HCC se snazi ur€it ucinky téchto 1€kt

v kombinaci se sorafenibem a konvenénimi chemoterapeutiky.
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Tab. 5 Klasifikace 1éku a drahy, které ovliviiuji (Wei et al. 2013). TKI — malé¢ molekuly

tyrosin kinazové inhibitory, Mab — monoklonalni protilatky.

Lék Klasifikace Cil Stupen

Sorafenib TKI VEFGR, PDGFR, Raf Schvaleny
Vandetanib TKI VEGFR, EGFR Fazel/ll
Brivanib TKI VEGFR, EGFR Faze lll
Sunitinib TKI VEGFER, PDGFR Faze lll
Bevacizumab Mab VEGFR Faze Il
Ramucirumab Mab VEGFR Faze Il / 1l
Foretinib TKI c-MET, VEGFR Faze | /1l
Tivantinib (ARQ197) TKI c-MET Faze l/ll
Gefitinib TKI EGFR Faze Il
Erlotinib TKI EGFR Faze I/l
Lapatinib TKI EGFR Faze Il
Cetuximab Mab EGFR Faze Il
Linsitinib (OSI-906) TKI IGF-1R Faze Il
AVE1642 Mab IGF-1R Faze I/l
Cixutumumab Mab IGF-1R Faze Il
Sirolimus Mab m-TOR Faze Il
Everolimus TKI m-TOR Faze | /1l
Selumetinib (AZD6244) TKI MEK Faze I/l

Dulezitym faktorem pro zlepseni terapie HCC v budoucnu je vyvoj novych
markerti pro zlepSeni screeningu pacienti s cirhdézou a spravny vybér pacientl, u
kterych by mél vétsi prospéch chirurgicky zakrok nebo chemoterapie. Pouzivani novych

prediktivnich markert je zatim testovano v klinickych studiich (El-Serag et al. 2008).

51



5.8 PROGNOZA

Pfesny staging onemocnéni miize pomoci rozhodnout o prognoze, stejné vsak
volba terapie s nejvétsim potencialem pro pieziti. NeléCeny HCC ma $patnou progndzu
s medianem pieziti 6-9 mésicu (EL-Serag et al. 2008).
Tab. 6 Okudova prognosticka Kklasifikace nemocnych s HCC. Pievzato z (Adam et al.
2002)

body

Velikost tumoru do 50 % jater

Velikost tumoru nad 50 % jater

Ascites nepfitomen

Ascites pritomen

Albuminemie nad 30 g/l

Albuminemie pod 30 g/l

Bilirubinemie pod 50 umol/1

| O | O | O k| O

Bilirubinemie nad 50 pmol/l

Okuda I = 0 bodi — prezivani 8 mésici
Okuda Il = 1 a 2 body — prezivani 2-3
mésice

Okuda 111 = 3 a 4 body - nékelik tydni
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5.9 Cytochromy P450

Cytochromy P450 jsou skupina enzymi, které se podileji na riznych bunécnych
procesech v lidském téle. Kromé jejich nejvice diskutované role v metabolismu 1é¢iv a
jinych  xenobiotik, hraji CYP dilezitou roli vendogennich metabolickych
drahach, véetné metabolismu nebo biosyntézy cholesterolu, zlucovych kyselin, steroida,
vitaminu D3, kyseliny arachidonové a jejich derivati (eikosanoiddi, napf.
prostaglandinu) (Nekvindova et al. 2013). Jejich schopnost katalyzovat oxidativni
biotransformaci vétSiny 1ékti a jinych lipofilnich xenobiotik je zvlast¢ dulezitd pro
Klinickou farmakologii.

Je znamo 57 funkcénich lidskych CYP, které se tadi do 1, 2 a 3 CYP-
rodiny, z nichz kazda je spojena s jinou fadou l1é¢iv. Kromé toho, stale existuje pomérné
mnoho CYP s dosud neznamou funkci. Nejvice forem CYP se vyskytuje v jatrech a jsou
to CYP 3A4, 2C9, 2C8, 2E1 a 1A2, zatimco 2A6, 2D6, 2B6, 2C19 a 3AS jsou v jatrech
mén¢ hojné a CYP 2J2, 1Al a 1B1 jsou exprimovany extrahepatalné v respiracnim a
travicim traktu. (Zanger et al. 2013).

Jaterni CYP se také podileji na patogenezi mnoha jaternich chorob. CYP
zprostiedkovand aktivace toxickych metabolitii 1€kt indukuje hepatotoxicitu. Znamé
ptiklady zahrnuji napt. paracetamol. V nékterych pfipadech kovalentni vazba toxického

metabolitu k CYP vede k tvorbé protilatek proti CYP (Villeneuve a Pichete 2004).

5.9.1 Faktory ovlivitujici expresi CYP a jejich role v karcinogenezi

Exprese CYP enzyml je ovlivnéna fadou endogennich faktorii, jako jsou
genetické polymorfismy, pohlavi, v€k a hladiny hormont, ale také vné&jSimi faktory,
napf. léCivy, chemickymi latkami, Zivotnim prostiedim 1 psychopatologickymi
podminkami (Obr. 11). Znalost vnitinich a vnéjSich faktort, které ovliviiuji expresi a
funkci odpovédnych enzymi je tedy predpokladem pro predpovidani variabilni
farmakokinetiky a reakce na Iék. Funkéni zmény lidskych izoenzyma P450 se podileji
na lékové toxicité, jako napf. v piipadé warfarinu (CYP2C9), kodeinu, mitrazapinu a
tramadolu (CYP2D6), paracetamolu a alkoholu (CYP2E1), methadonu (CYP2B6),
klopidogrelu a desipraminu (CYP2C19) a takrolimu (CYP3A5) (Chen et al. 2014;
Zanger et al. 2013).

CYP rodina zahrnuje 57 funkénich genti a 58 pseudogend. Mutace nebo
genetické variace CYP genti vedou k poruse konkrétni enzymatické aktivity, coz mtize
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mit za nasledek vznik vrozenych metabolickych poruch nebo zavazné zmény
metabolismu 1é¢iv. Metabolity produkované CYP enzymy se mohou podilet na vzniku
rakoviny. Netimyslna aktivace prokarcinogenli nebo tvorba reaktivnich meziprodukti
zvySuji genotoxicky stres bun¢k a mohou vyvolat iniciaci nadoru. Kromé toho maji
CYP vliv také na zanétlivé procesy a signalni drahy, které¢ se ucastni bunécného cyklu a
apoptozy. Nasledkem ovlivnéni signalnich drah dochazi k propagaci a progresi nadoru
(Nekvindova et al. 2013).

CYP3A4/5 (30.2%)
* Induction CYP2J2 (3%)
+Sex (f>m) «Polymorphism(J)  CYP2E1 (3%)

* Inflammation ()
* Polymorphism (J)
| *Age (1)

*Induction (1)
/ * Inflammation (1)
*Various diseases (1)
* Sex (m>f)
CYP1A2(8.9%)
«Induction (1)
« Inflammation (J)
* Cholestasis (1)
«Age (1)
* (Sex, m>f ?)
* (Polymorphism)

CYP2D6 (20%)
«Polymorphism (| 1)
«Inflammation ()

CYP2A6 (3.4%)
* Polymorphism ({ 1)
«Induction(1)

« Inflammation () CYP2C19 (6.8%)

*(Sex, f>m ? *Polymorphism (J 1)
'g\ge (™) ) ﬁ:;iﬁgn(;’f)%) -:n:ucnorg (1~()“
8 CYP2C9 (12.8%) * Inflammation
e YT CYP2C8(4.7%)  *Induction(t) “(Sex?)
«Age (1) «Induction (1) + Polymorphism (\,)
«(Sex, f>m ?) « Polymorphism (4 1) * Inflammation (')
« Inflammation (J,) *Age (1)
«Age (1) *(Sex ?)

Obr. 10 Procentualni porovnani izoforem P450 podle jejich podilu na metabolismu lé¢iv a

faktory ovliviiujici jejich variabilitu. (Zanger et al. 2013)

5.9.1.1 Genetické polymorfismy

Polymorfismy CYP enzyml maji nejvétsi dopad na farmakokinetiku IéCiv.
CYP2D6, 2C19 a 2C9 polymorfismy jsou zodpovédné za vétSinu variability v prvni fazi
metabolismu 1éCiv, protoze témer 80 % dnes pouzivanych 1ékti je metabolizovano
témito enzymy. Ptiblizné 5-14 % bélocht, 0-5 % Africanti a 0-1 % Asiatd chybi aktivita
CYP2D6 a tito jedinci jsou znami sniZenym metabolismem (poor metabolizer).
CYP2C9 je dalsi klinicky vyznamny enzym, u které¢ho je znamo nékolik genetickych
variant a funk¢ni vliv na ucinnost Iéku a vedlejsi G¢inky. Rozsahlé polymorfismy se
také vyskytuji v jinych CYP genech, jako je CYP1AI, 2A6, 2A13, 2C8, 3A4 a 3A5 a
vedou k rozlieni farmakogentickych fenotyp. Vzhledem k tomu, nékteré z téchto CYP
(CYPIA1 a 1A2) hraji roli v bioaktivacich prokarcinogenti, mohou polymorfismy
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téchto enzymu ovlivilovat karcinogenezi. Multialelické genetické polymorfismy jsou

zavislé na etnickém ptivodu (Zhou et al. 2009; Zanger et al. 2013).

5.9.1.2 Epigenetické vlivy na metabolismus léc¢iv

Vliv epigenetickych procest na farmakologicky vyznamné geny a jejich reakce
na Iék je pomérn¢ nova oblast vyzkumu, kterd byla popsédna nedavno. Napiiklad,
globalni analyza diferenciadlni genové exprese v bunécné linii lidského hepatomu
HepG2 po 1écb¢ 5-aza-2'-deoxycytidinu, ktery slouzi k inhibici methylace DNA a
trichostatinu A pro inhibici deacetylace histonti, prokazala rozsahlé ucinky na vice nez
500 gent, v¢etn¢ indukce CYP3A genti a dalSich cytochromti P450, stejné jako n¢kolik
transkripcnich faktorti. K podrobnéji studovanym piikladim patii predev§sim CYP1
geny. Ackoli je pole epigenetické regulace metabolismu 1é¢iv a gent ovliviujici 1éky
relativné nové, tyto priklady ukazuji vyznamny vliv na regulaci genli a potencialni

vyznam na lékovou odpovéd’ (Zanger et al. 2013).

5.9.1.3 Negenetické faktory

Pohlavi ovliviiuje fadu farmakokineticky dilezitych parametrli, véetné télesné
hmotnosti, distribuce tuku, pratoku krve jatry, stejné jako expresi enzymu
metabolizujici 1éCiva. Pohlavné-specifické exprese cytochromt P450 jsou bézné u
laboratornich krys a mysi, u lidi jsou rozdily mensi a jejich vyznam v uzivani 1€kt je
pfedmétem neustale diskuze. Vétsina klinickych studii ukazuje, Ze Zeny metabolizuji
Iéky rychleji nez muzi. To je zejména ptipad latek, které jsou biotransformovany
cytochromem P450 3A4 (pf. antipyrin, erythromycin, midazolam). Analyzy CYP3A4
v lidskych jatrech prokazaly dvojndsobné vyssi hladiny u zen nez u muzi. Pro ostatni
CYP nebyla otazka pohlavi dostate¢né vyjasnéna.

Vlivnym faktorem pro metabolismus 1é€iv je vék. U novorozenci je kapacita
metabolismu 1€kt niz8i kvili nezralosti systému cytochromu P450, ktery se plné rozviji
az v prub¢hu prvniho roku zivota. Ve starsi populaci je schopnost odstranovat 1€ky opét
nizéi. To je dilezit¢ pro léky stzkym  terapeutickym  indexem
(antipsychotika, antidepresiva, antikoagulancia a betablokatory). Studie v lidskych
jatrech nasSly mirny naruast exprese a aktivity pro vétSinu CYP béhem zivota, zejména

CYP2C9. Dalsim divodem snizeni I€kové clearence u starSich pacientd je
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polypragmazie, tj. inhibice enzymt kvili sou¢asnému piijmu nckolika interagujicich
1€k, stejné jako snizeni jaterniho krevniho obéhu a funkce ledvin.

Na metabolismus 1é¢iv maji obecné¢ negativni vliv také chorobné stavy.
Zménéna stavba jater u cirhdézy vede ke snizeni pratoku krve, funkéni ztraté
hepatocytt, snizeni exprese enzymi a tim niz§i kapacité metabolismu 1é¢iv a snizeni
syntézy sérovych proteini, coz zpusobuje sniZzeni clearance a zvySeni hladin
nenavazanych 1ékt. Alkoholické a nealkoholické ztu¢néni jater (NAFLD) jsou stavy
charakterizované hromadénim velkého mnozstvi triglyceridit v tukovych vaccich.
NAFLD je spojeno s cukrovkou, obezitou, metabolickym syndromem a ve vaznych
ptipadech postupuje do steatohepatitidy. Podle dostupnych udaji je exprese CYP
enzymi mirn¢ snizend, ale ne ve vSech 3 rodinach CYP. Prubéh infekce, zanétu,
rakoviny nebo cirkulace prozéanétlivych cytokinii vyvolavaji zmény genové exprese
V jatrech a mohou vést k downregulaci mnoha enzymu (Chen et al. 2014; Zanger et al.
2013).

5.9.2 Cytochrom P450 2C9

CYP2C9 je primarné exprimovan v jatrech a podle Grovné exprese je uvadén

vvvvvvvvv

Y L

1¢ktt (NSAID), jako je aspirin a ibuprofen (SNPedia 2007). Odhaduje se, Ze je
zodpovédny za metabolismus az 15-20 % vSech 1€¢iv v 1. fazi biotransformace. Bylo
prokazano, ze rifampicin indukuje CYP2C9 a zvySuje clearance léku, které jsou
CYP2C9 eliminovany. Naopak 1éky jako amniodaron, flukonazol, sulphaphenazol
aktivitu CYP2C9 inhibuji. Nebezpe¢i pii 1é€bé miZe nastat u Iéku s Uzkym
terapeutickym rozmezim, jako je napf. warfarin, kdy sniZzena aktivita enzymu zplsobi
zvySené mnoZzstvi warfarinu v séru pacienta a nasledné¢ muze dojit az k predavkovani a
krvacivym projevum (Narjoz et al. 2009; Van Booven et al. 2010).

Béhem poslednich desetileti byly diky pokrocilym technologiim zkoumény
vztahy mezi genetickymi variantami, profily genové exprese a rozvojem rakoviny. Bylo
zjisténo, Ze genetické polymorfismy genit CYP jako je napt. CYP2C9 ale i1
CYP2A6, CYP3AS, CYP2E1 mohou hrat dtlezitou li ve vyvoji HCC (Yu et al. 2015).
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Cytochromy P450 katalyzuji tvorbu reaktivnich metabolitd, které zpiisobuji
poskozeni DNA, RNA nebo proteinu. Zmény v expresi CYP genli mohou mit vliv na
ucinnost detoxikace xenobiotik a také na tvorbu molekul, které reguluji signalni drahy
transdukce, coz ma paradoxni vliv na karcinogenezi. Z toho divodu se da spekulovat o
tom, Ze dysregulace CYP genii mohou byt zapojeny do hepatokarcinogeneze. Jak jiz
bylo fe¢eno, CYP2C9 se podili na metabolismu mnoha 1éka ale také karcinogend.
Potlaceni exprese CYP2C9 bylo jiz popsdno v nékolika studiich a oznacCeno jako
biomarker HCC; nicméné, mechanismus poruchy regulace CYP2C9 prostiednictvim
mikroRNA (miRNA) neni v HCC zcela objasnén.

Modulace genu prostiednictvim miRNA vede k podstatnym zménam fenotypu a
takové zmény mohou mit vliv na rozvoj rakoviny a jinych chorob. Naptiklad, CYP1BI
je regulovan miR-27b a pokles exprese miR-27b je nepiimo spojen se zvySenou
hladinou proteinu CYP1B1 u pacientu s karcinomem prsu. Existuje n€kolik set miRNA
exprimovanych v lidskych tkanich, a charakterizace miRNA v lidskych nadorovych
tkanich odhaluje ty, které jsou spojené se zahijenim progrese nddoru, metastizami,
progndzou, reakci na 1é€bu a prezitim. Stale vSak neexistuji jednozna¢né informace o
uloze miRNA v modulaci genti metabolizujicich 1é¢iva a patogenezi HCC (Yu et al.
2015).

Dulezity se zda byt nalez jedné studie, ktera ukazala zvySenou regulaci hsa-miR-
128-3p exprese a vyznamnou korelaci sexpresi CYP2C9 (potlaceni) v tkanich
HCC, coz naznacuje, ze hsa-miR-128-3p v kombinaci s CYP2C9 jsou potencialnimi
biomarkery pro HCC diagnozu (Yu et al. 2015).

CYP2C9 ma schopnost ucastnit se metabolismu benzo[a]pyrenu a tim aktivovat
nékteré karcinogeny. Dochazi k tvorbé 9-hydroxybenzo[a]pyren-oxidu a benzo[a]pyren-
diol-epoxidu, které jsou reaktivni a podileji se na tvorbé DNA aduktu (Yu et al. 2015).

Gen CYP2C9 lezi na chromozomu 10924 a sklada se z9 exond. CYP2C9
koduje protein o velikosti 490 aminokyselin a je vysoce polymorfni, znamo je vice nez
30 variant. Divoky typ (wild type) alely CYP2C9*1 je spojen s normalni aktivitou
enzymu. Jedinci, ktefi jsou homozygotni pro CYP2C9*1 metabolizuji 1éky normalné
(Zanger et al. 2013, Zhou et al. 2009). Vysoka aktivita CYP2C9*1 je spojena se
zvySenym rizikem rakoviny tlustého stieva (Yu et al. 2015). Dv¢ nejb€znéjsi alelické
varianty spojené se snizenou aktivitou enzymu jsou CYP2C9*2 (Argl44Cys)
aCYP2C9*3 (Ile359Leu). Frekvence téchto CYP2C9 alel se 1i§i mezi rliznymi
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etnickymi skupinami. *2 alela je Castéjsi u bélosské populace (10-20%) nez asijské (1-
3%), nebo africké (0-6%) populace. *3 alela je méné Casta (<10% ve vSech populaci) a
velmi vzacnd u africké populace. U africkych Ameri¢an je pravdépodobné, ze se
vyskytuji dalsi CYP2C9 varianty jako je CYP2C9*5, *6, *8 a *11 pfispivaji
k variabilité v odpovédi pacienta na warfarin (Zanger 2013; Zhou et al. 2009). Varianty
CYP2C9*4 a *6 jsou vzacné a byly zjistény u pacientt, ktefi meli nezadouci ucinky na
fenytoin. CYP2C9 *5, *6, *8, *11 jsou spojeny se snizenym metabolismem fenytoinu

v Cernosské populaci (Van Booven et al. 2010).
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Obr. 11 Grafické znazornéni chromozomu 10 a umisténi genu CYP2CY. Pievzato z:
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CYP2C9 [Online]. Citovano dne: 2015-03-
20

Alela CYP2C9*2 (430C>T)

U této alely je v pozici 430 exonu 3 cystein nahrazen thyminem. Touto
substituci dochazi na trovni proteinu v pozici 144 k zaméné vychozi aminokyseliny
argininu za cystein aproto se mize pro tento polymorfismus pouzivat nomenklatura

Arg144Cys nebo na urovni nukleotidi C430T. (Dean 2012; Mi¢ochova 2012).

Alela CYP2C9*3 (1075A>C)

Alela CYP2C9 *3 zahrnuje A/C substitutci v exonu 7 a nukleotidové pozici
1075. V této substituci je adenin nahrazen cytosinem a zpusobuje tak v pozici 359
zaménu puvodni aminokyseliyn izoleucinu za leucin. Z toho vyplyvd nomenklatura

[1e359Leu nebo A1075C (Mlcochova 2012).

Ob¢ varianty byvaji spojovany se snizenym metabolismem warfarinu. Ve
srovnani s normalnim metabolismem, pacienti, ktefi zdédi jednu nebo dvé kopie *
2 nebo * 3 jsou citlivejsi na warfarin, vyzaduji nizsi pocatecni davky a jsou ve vetsim
riziku krvaceni pfi 1é¢bé warfarinem. U CYP2C9 *3 ve srovnani s wild type je snizena i
clearance S-ibuprofenu (Dean 2012; Van Booven et al. 2010). Kromé& toho, snizena
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aktivita CYP2C9*2 je spojena se zvySenym rizikem kolorektalniho karcinomu a
rakoviny plic.

5.9.3 CYP a protirakovinna terapie

Zvysena exprese P450s v nddorové tkani je velmi vyznamna a dualezitd pro
pochopeni vyvoje a progrese nadoru. To se tyka hlavné exprese tkanoveé specifickych
enzymi P450, jejichz zkoumani a studium struktury a mechanismu jejich ucinku je
zakladem pro vyvoj novych diagnostickych a terapeutickych strategii (Murray 2000).
MozZnosti v prevenci a terapii rakoviny se zda byt zaméfeni na ptirodni nebo syntetické
malé molekuly namifené proti témto enzymim (Bruno a Njar 2007).

Prvni Gspésné strategie cilené CYP 1écby rakoviny byla u enzymt CYP17 a
CYP19. Ty jsou vyjadieny ve varlatech, vajecnicich a nadledvinach a jsou zodpovédné
za produkci androgenti a estrogenii. Nicméné byl zjistén 1 vyskyt CYP19 v tukové tkani
prsu a nepiimé dikazy ukazuji, ze CYP17 miZze byt vyjadiena rovnéz v tukové tkéani.

Po n¢kolik let byl standardni farmakologickou lé¢bou rakoviny prsu tamoxifen,
ktery m¢l ale fadu nezddoucich Gc¢inkd. Vyvoj u€innych inhibitori aromatazy (CYP19)
pro 1é€bu rakoviny prsu odstartoval novou éru v hormondlni terapii rakoviny zavislé na
estrogenu a pfipravil pudu pro podobné strategie, tj. inhibici CYP17 u rakoviny
prostaty. Inhibice CYP17 wvyvold potlaCeni produkce testosteronu. Ketokonazol,
antifungélni latka, ktera specificky inhibuje Sirokou Skalu CYP enzymd, byl ovéfovan
k 1écbé pokrocilého karcinomu prostaty. Vzhledem k pusobeni na vétsi mnozstvi
enzymd, pusobil toxicitu. I pfes prekazky je zfejmé, ze inhibitory aromataz predstavuji
prvni GspéSnou tiidu onkologickych 1€¢iv specidlné navrzenych, aby pusobily cilené
proti CYP enzymtim (Bruno a Njar 2007).

Dal8imi ¢leny CYP rodiny, které se vyznacuji nadorové specifickou expresi,
jsou CYPIB1 a CYP2WI. CYP2WI1 byl prokdzan jako tumor-specificky CYP
Vv kolorektalni a nadledvinové rakovinové tkéani. Zatim se funkci tohoto enzymu moc
nevi, ale mohl by byt potencidlnim cilem, at’ uZ prostfednictvim inhibice nebo aktivace
prodrug, pro prevenci nebo lécbu kolorektdlniho karcinomu a rakoviny nadledvin
(Bruno a Njar 2007).

CYPCIB podporuje tumorgenezi nejen zvySenou expresi ale také jeho
schopnosti aktivovat nékolik karcinogenli jako jsou polycyklické aromatické

uhlovodiky, heterocyklické aminy a aromatické aminy. Nedavné studie zjistily spojeni
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CYPIBI a polymorfismtli se zvySenym nebo snizenym rizikem vzniku nékterych typt
rakoviny. Vé&tsi vyznam ma CYPIBI v metabolismu estradiolu a muze hrat roli
V estrogenové tumorgenezi. Produkty metabolismu mohou véazat DNA a vytvaret
nestabilni adukty vedouci k mutacim. Tato cesta by tedy mohla byt cilem inhibice
v terapii (Bruno a Njar 2007; Chun a Kim 2003). Mezi latky majici schopnost ptimo
inhibovat enzymovou aktivitu CYPIB1 patii resveratrol. Jednd se o neaktivni
prolécivo, které je aktivovano CYP1B1 na piceatannol v rakovinovych buikach.

Bohuzel u n¢&j byla prokdzana jen omezena protirakovinnova aktivita (Bruno a Njar

2007).
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Parametry studie

Do studie bylo zahrnuto 12 pacienti Masarykova onkologického tstavu
v Brn¢, u kterych byl vrozmezi od roku 2006 do roku 2012 diagnostikovan
hepatocelularni karcinom, z toho 2 zeny a 10 muzi. Primérny vék pacientii v obdobi
diagnozy byl 67 let (61-77) Velikost nadoru se pohybovala od 29 mm az po vétsi 1éze
dosahujici v jednom piipadé 100 mm. VSichni pacienti byly dle klasifikace Child-Pugha
diagnostikovani ve stadiu A. Z histologického hlediska se podle stupné diferenciace
nejcastéji jednalo o nédor stiedné diferencovany (7x), nizce diferencovany (3x), dobie
diferencovany (1x) a nediferencovany nador (1x).

Vzorky pochazely z nadorové a referen¢ni tkané podle histologického hodnoceni
zkuSeného patologa. Studie byla schvalena etickou komisi Masarykova onkologického
ustavu v Brné.

Klinicka data byla ziskdna z nemocni¢niho informacniho systému Masarykova
onkologického tstavu a zahrnovala nasledujici informace: ro¢nik narozeni pacienta,
pohlavi, typ tumoru, typ referen¢ni tkané, velikost nadoru (mm), metodu stanoveni
velikosti  (CT/UZ/PAT), laboratorni vysledky: o-fetoprotein (AFP), gama-
glutamyltransferazu (GMT), alaninaminotransferazu (ALT), aspartataminotransferazu
(AST), alkalickou fosfatazu (ALP), bilirubin, albumin, protrombinovy ¢as vyjadieny
mezinarodnim normalizovanym pomérem (INR), (ne)pifitomnost ascitu, klasifikaci
nadoru dle Child-Pugha, stupeni vyzralosti nadoru (grade), (ne)piitomnost vaskularni
invaze, dobu prfeziti, chirurgii: radiofrekvenc¢ni ablaci (RF), radioterapii (RT),
chemoterapii (CHT), transarterialni chemoembolizaci (TACE), jinou patologii, 1é¢bu

sorafenibem.

Struc¢na charakteristika jednotlivych pripadi:

cey

e Vzorek & 1 (muz, 61 let, Zijici)

- nizce diferencovany HCC v prostiedi jaterni cirhdzy
- velikost nadoru 70 mm

- souCasn¢ pritomnost vaskularni invaze a hepatitidy A, B
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Vzorek €. 2 (muz, 77 let)

- stfedné diferencovany karcinom v terénu steatdzy
- velikost nadoru 70 mm

- doba preziti od diagnozy 33 mésict

Vzorek €. 3 (muz, 71 let)

- stfedné¢ diferencovany nador
- velikosti nadoru 80 mm

- ptitomnost vaskularni invaze
- doba preziti 52 mésici

cey

Vzorek €. 4 (muz, 64 let, zijici)

- sttedné diferencovany nador v prostiedi steatdozy
- velikost nadoru 50 mm

- ptitomnost vaskuldrni invaze a hepatitidy B

Vzorek €. 5 (muz, 66 let, zijici)

- dobfe diferencovany nddor v terénu jaterni cirhozy

- velikost nadoru 42 mm

ey

Vzorek €. 6 (Zena, 61 let, Zijici)

- stfedné diferencovany karcinom
- velikost nadoru 90 mm

- ptitomnost vaskularni invaze

- chronické venostaza

ey

Vzorek €. 7 (muz, 63 let, zijici)

- méalo diferencovany HCC v prostiedi steatdzy

- velikost nadoru 100 mm

Vzorek €. 8 (Zena, 72 let, zijici)

- sttedné diferencovany nador v pfitomnosti cirhozy

- velikost nadoru 29 mm
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- hepatitida B

cey

e Vzorek ¢. 9 (muz, 61 let, Zijici)

- sttedné¢ diferencovany nador

- velikost nadoru 38 mm

e Vzorek &. 10 (muz, 68 let, zijici)

- malo diferencovany nador v prostiedi fibrozy

- velikost nddoru 32 mm

e Vzorek &. 11 (muz, 76 let)

- sttedné diferencovany nador s pfitomnosti cirh6zy
- velikost nadoru 44 mm

- doba preziti od stanoveni diagndzy 23 mésict

e Vzorek &. 12 (muz, 62 let)

- nediferencovany typ nadoru
- velikost nadoru 80 mm

- doba preziti od stanoveni diagndzy 98 mésicii

6.2 Izolace RNA a Real-Time PCR (qPCR)
6.2.1 Princip metody gPCR

Metoda Real-time PCR slouzi pro kvantifikaci DNA, v tomto pifipadé cDNA
(copyDNA) ziskané piepisem (reverzni transkripci) RNA. Je zaloZzena na klasické
PCR, ovSem s vyuZitim specialniho cycleru, ktery v pribéhu kazdého cyklu PCR
kontinualné¢ zaznamenava intenzitu fluorescence monitorujici mnozstvi syntetizované
DNA. Jedna se o citlivou metodu a za pouziti specifickych sond také vysoce

specifickou.
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6.2.2 Pracovni postup

Izolace RNA

Vzorky nadorové a nenadorové tkané byly homogenizovany ve zkumavkach
obsahujicich keramické kplicky (SeptiFast Lys Kit, Roche, Svycarsko), do kterych byl
pfidan 1 ml roztoku TRIzol (Life Technologies, USA). Homogenizace poté probé&hla
v homogenizatoru MagNA Lyser (Roche, Svycarsko) po dobu 60 s.

Za pouziti fenol-chloroformové extrakce s guanidin izothiokyonitem byla
z tkanového lyzatu vyizolovana RNA. K 1 ml lyzatu v TRIzolu bylo ptfidano 200 ul
chloroformu s isoamylalkoholem. B&hem nasledné inkubace probé&hla buné¢na lyza.
Nasledné byla provedena centrifugace v chlazené centrifuze MIKRO 200R (Hettich Lab
Technologies, Némecko) pii 10 000 g. Jednotlivé bunééné slozky roztoku (DNA, RNA
a proteiny) se oddé€lily. Z horni vodné faze byla posléze extrahovana RNA precipitaci
s isopropanolem. K 400 pl vodni faze bylo ptidano 400 pl studeného isopropanolu. Cela
smés se pies noc nechala vysrazet pii teploté -20°C. Po centrifugaci se sediment RNA
precistil 500 pl 70% ethanolu a vysusena peleta RNA byla resuspendovana v 20 ul vody
pro injectio. Na spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA) byla
zmeétena kvalita a kvantita RNA. Nukleové kyseliny maji absorbéni maximum v oblasti
okolo 260 nm, proteiny maji maximum v oblasti okolo 280 nm. Stupenn Cistoty se
stanovi z poméru absorbance pti 260 nm a 280 nm.

Reverzni transkripce

U vyizolované RNA byla ihned provedena reverzni transkripce. 1 pg celkové
RNA byl transkribovan do komplementarni ¢cDNA pomoci komeréné dostupného
master mixu SuperScript VILO (Life Technologies, USA) obsahujiciho reverzni
transkriptazu, ribonukleazové inhibitory, ndhodné primery, MgCl, a deoxynukleotidy
dNTP. K ¢cDNA ze vzorki byly pfidany 2 negativni kontroly. Jedna kontrola byl vzorek
bez templatové cDNA a druhd vzorek s deaktivovanou reverzni transkriptazou.
V konecné fazi byla cDNA oSetfena RNazou H. K provedeni reverzni transkripce byl
pouzit cykler GeneAmp PCR System9700 (Applied Biosystems, USA). Slozeni

jednotlivych reakénich smési a teplotni profily jsou uvedeny v tabulkach 7, 8.
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Tab. 7 Premix pro reverzni transkripci vzorki pacientii

SuperSript Vilo MM 4 ul
fedéna RNA (1ug) x ul
voda oSetfena DEPC do 20 pl
Celkovy objem 20 ul

Tab. 8 Protokol pro negativni kontrolu RT-

SuperScript Vilo MM 4 ul
voda oSetfena DEPC 20 —x pl
inkubace 10min pii 65°C
RNA x ul
Celkovy objem 20 pl

Teplotni profil pro reverzni transkripci

- 10 min / 25°C, 60 min / 42°C, 5 min / 85°C
- zchladit na ledu

-+ 0.5 ul RNase H

- 40 min pii 37°C

Real-Time PCR
Real-time PCR, kvantitativni PCR (qPCR), je zalozena na detekci a kvantifikaci

fluorescenéniho signalu. Signal je sniman po dobu celého procesu PCR. Intenzita
vzniklé fluorescence je imérna mnozstvi naamplifikovanych produkti v kazdém cyklu.
Umoznuje dynamicky sledovat pribéh syntézy amplikoni. Soucasti reakéni smési jsou
sondy, které jsou na 5" konci znaceny fluorescencnim barvivem a na 3" konci zhaSecem.
Béhem procesu PCR je sonda rozstépena, molekuly se oddali a fluorescence barviva
muze byt detekovana.

Pro kvantifikaci cDNA pomoci qPCR byl pouZit 2X koncentrovany Master Mix
PCR (Generi Biotech, Ceska republika), ktery obsahuje enzym hot-start TagDNA
polymerazu, dNTP a PCR pufr s obsahem 4mM MgCl,, a 10X koncentrované¢ PCR
assaye hCYP2C9_Q2 pro gen CYP2C9, pro PXR assay hNR1I12_Q8 a pro CAR assay
hNR1I3 Q2 (Generi Biotech, Ceska republika). Jako referencni gen byla pouzita
hypoxantin fosforibosyltransferaza 1 - 20X koncentrovana assay HPRT1 (Applied
Biosystems, USA). Pro kvantifikaci cDNA byl do reakce pfidan TagMan Gene

Expression Master Mix (Applied Biosystems, USA). Slozeni reakéni smési a teplotni
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profily jsou uvedeny v tabulkach 9, 10, 11, 12. Vsechny vzorky byly analyzovany
vV triplikatech.

Tab. 9 Reakéni smés pro real-time PCR pro CYP2C9, PXR, CAR

Master Mix PCR 10 ul
gPCR Assay 2 ul
fedéna cDNA (1 pg) 8 ul
Celkovy objem 20 ul

Tab. 10 Reakéni smés pro real-time PCR pro HPRT1

TagMan Gene Expression

Master Mix 10 pl
gPCR Assay 1 ul
PCR grade voda 1l
fedéna cDNA (1 ug) 8 ul
Celkovy objem 20 pl

Tab. 11 Teplotni profil real-time PCR pro CYP2C9, PXR, CAR

pocatecni denaturace 3min |95°C
50 cykla denaturace 10s 95 °C
annealing + elongace 20s 60 °C

Tab. 12 Teplotni profil real-time PCR pro HPRT1

inkubace 2min |50 °C
aktivace enzymu 10 min |95 °C
40 cyklu denaturace 15s 95 °C

annealing + elongace 1min |60 °C

PCR reakce byla provadéna pomoci real-time PCR cykleru Rotor-Gene 6000
2-plex (Qiagen, Nizozemi). Vysledna analyza byla provedena programem Rotor-Gene
series 6000 software 1.7, ve kterém se zjistily hodnoty Ct (Cycle treshold) pro vSechny
vzorky. Nasledné byla vypocitana relativni kvantifikace pomoci metody AACt
v programu MS Excel 2003:

ACt = OCtgoi— DCthprT1

AACt = Actnédor - ACtref
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Hodnota nasobku zmény exprese v nddorové tkani oproti nenddorové byla ziskéna

, , o -AACt
dosazenim do nasledujiciho vzorce: x = 2744,

6.3 Priprava vzorkia pro Western blot

6.3.1 Priprava lyzati z tkani

Pro ptipravu lyzatu byla pouzita kombinace PhosSTOP Tablets a cOmplete ULTRA
Tablets firmy ROCHE pro minimalizaci nezadouci aktivity proteaz a fosfatdz. Obé

tablety se rozpustily v 10 ml lyza¢niho pufru.

e Piiprava Nonidet-P40 (NP40) pufru:
- 606 mg Tris - tris(hydroxymethyl)aminomethan
- 877 mg NaCl
- 50 ml destilované HZO

- 6M HCl pro pH 8,0
- 10% Triton X100
- doplnit do 100 ml

e Vlastni pfiprava lyzata

- provedeni v boxu s RNA nastroji

- piiblizn€ 5 mg zmraZen¢ tkdn¢ ditkladn€ podrtit na prasek a v eppendorfové
zkumavce smichat s 300 pl vychlazeného lyza¢niho pufru

- zkumavku se vzorkem kratce a diikladné zvortexovat a michat 2 hodiny pfi
4°C

- dilezité dodrzet pomér tkan/pufr v rozmezi 1-5 mg/ml

- nasledné vzorek centrifugovat pii 4°C 20 minut na 12 000 otacek/ min.

- po centrifugaci vzorky umisti na led a supernatant odebrat do Cisté
eppendorfky

- do 0,5 ml eppendorfky odebrat aliquot na méteni proteinu (22,5 ul MQ + 2,5
ul vzorku) a zamrazit

- vzorky proteinti pied vlastnim western blotem uchovéavat pii -20°C (pro

dlouhodobéjsi uchovani pii -80°C)
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6.3.2 Princip metody Western blot

Western blot (Obr. 13) je analyticka technika pouzivana pro kvalitativni nebo
semikvantitavni detekci urcitého proteinu ve slozité smési. Provedeni této techniky

vyuziva 3 kroku:

e Elektroforetick¢ separace proteini v SDS-polyakrylamidovém gelu (SDS-
PAGE), kde se proteiny d¢li na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti.

e Pfenosu separovanych proteinli (blotting) na pevny nosi¢ (nitroceluldosova
membrana nebo polyvinylidendifluoridovd membrana). Pfitomnost proteinu na
membrané je detekovana pomoci primarni protilatky specifické vici danému
proteinu. V dalsim korku je pfidana znadena sekundarni protilaitka namifena
proti primarni protilatce navazané na protein.

e Fluorescentni nebo chemiluminiscencni detekce proteinl. Velikost signalu je

porovnavana se signalem standardu.

I 9,

W E ST E R N B L OT konjugovany enzym P g ! chemiluminiscenéni

signal
»)

sekundaml o ,u ‘

pfonlatka
\ subslral

primamni
protilata / \

\\\ protein

\\ ’ch priméni protilatky

membrana navazané na protein

prenos
namembrany  — — —

+ L ‘ Barveni celkovych proteinu Imunologicka detekce proteinu
SDS-PAGE electroforéza na membrané

Obr. 12 Schéma jednotlivych kroki western blottingu
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6.3.3 Pracovni postup

Pfiprava vzorku:

1. Smichat 10 pl vzorku + 10 pl nandSeciho pufru (4% SDS, 10% 2-

merkaptoetanol, 20% glycerol, 0,004% bromfenolovd modf). Testovany vzorek
by mél obsahovat 20-40 ug celkového proteinu. Vzorek denaturovat 5 minut pfi
95°C.

2. Dle velikosti separovanych molekul pfipravit separa¢ni gel s vhodnou
koncentraci. Sestrojit elektroforetickou aparaturu. Roztok gelu ihned promichat
a nalit do aparatury. Gel pievrstvit vrstvou vody nebo isopropanolu a nechat
polymerizovat ve vertikalni poloze asi 30 min. Pfipravit roztok zaostfovaciho
gelu. Odsat izopropanol a pfidat opatrné roztok gelu. Vlozit hieben a

zkontrolovat, Ze nejsou zadné vzduchové bubliny.

Elektoforéza:

1. Nalit elektroforeticky pufr (Tris-glycin pufr) do elektroforetické aparatury a
zkontrolovat, Ze pufr pokryva gel Gpln¢. Opatrné vyjmout hieben.

2. Pipetovat do prvni jamky 6 ul markeru a do dalsich 20 pl vzorku/STD.

3. Pftipojit elektroforetickou aparaturu ke zdroji napéti tak, ze zaporny pol je nahoie
a kladny dole. Napéti mezi elektrodami nastavit na 150V.

4. Ve chvili, kdy se bromfenolovd modi dostane ke spodnimu okraji
gelu, elektroforézu ukoncit. Rozlozit elektroforetickou aparaturu a gel pteklopit

na filtracni papir. Pro pozd¢;jsi orientaci gelu, jeden roh gelu odsttihnout.

Pfenos:
1. Pfipravit polyvinylovou membranu (PVDF) membranu: membranu namocit do

100% methanolu na 20 sec, poté vlozit do dH,0O na 2 min a poté do 1x Transfer
pufru na 5 min.

2. Vytvorit sendvic: gel, 3 filtra¢ni papiry, membrana, 3 filtracni papiry. Premistit
sendvi€¢ na elektroblot, ktery musi byt chlazen a zajistit, Ze sendvi¢ je pokryt

pufrem. Pfenos po dobu 90 minut pfi konstantim proudu 350mA.

Blokovani a inkubace protilatek
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. Membranu inkubovat 1-3 hodiny v blokovacim roztoku (1x PBS, 5% suseného,

odtu¢néného mléka, 0,05% Tween 20). Membrana nesmi uschnout. Promyt 3x5
min v 1x PBS, 0.05% Tween 20.

. Inkubace s primdrni protilatkou (fedéni 1:1000 v 1x PBS, 5% suSen¢ho mléka +
0,05% Tween 20). Inkubace 1 hodinu pti 4 °C.

. Promyt 3x5 min v 1x PBS + 0,05% Tween 20 za pokojové teploty. Inkubace v
1x PBS + 10% suseného mléka + 0,05% Tween 20 po dobu 10 min. Inkubace se
sekundarni protilatkou (fedéni 1:5000), po dobu 30 min za pokojové teploty v 1x
PBS, 5% susené¢ho mléka, 0,05% Tween 20). Promyt 3x5 min v 1x PBS +
0,05% Tween 20 za pokojové teploty.

. ECL detekce vysledki v temné mistnosti.
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6.4 Vysledky

Analyza genové exprese CYP2C9 a piislusnych nuklearnich receptorit pomoci
kvantitativni PCR s reverzni transkripci prokazala vyznamné snizeni hladiny mRNA
v nadorové tkani hepatocelularniho karcinomu ve srovnani s okolni nenaddorovou tkéani.

Hladina mRNA pro CYP2C9 byla u poloviny pacientl snizena o jeden az tém¢t
Ctyfi fady, coz v nékterych piipadech znamena prakticky nulovou expresi genu. U
druhé poloviny pacientti byla exprese CYP2C9 v nddoru pfiblizné stejnd jako v okolni
nenadorové tkani. Exprese nuklearnich receptori CAR (constitutive androstane
receptor) a PXR (pregnane X receptor) na trovni mRNA byla u vétSiny pacientl
snizena, pfiCemz u CAR se s vyjimkou jednoho pacienta, kde doslo k poklesu o
ptiblizné tfi fady, jednalo o mirné snizeni hladiny mRNA, zatimco u PXR byly rozdily
mezi pacienty veétsi a celkovy pokles exprese byl o néco vyrazngjsi. V ciselnych
hodnotach jsou vysledky zobrazeny v tabulce 13, jedna se o relativni expresi
stanovenou metodou delta delta vii¢i referenénimu (housekeepingovému) genu HPRT 1
(primarni vysledky byly ziskdny v technickych triplikatech). Vzhledem k malému poctu
pacient nelze zvysledkll provadét kvalitni statistické analyzy, nicméné rozdily

v expresi v nadorové a nenadorové tkani jsou dramatické a evidentni.

Tab. 13 Vysledky méieni exprese CYP2C9, PXR a CAR ve vzorcich HCC. Relativni

exprese v nadorové tkani vii¢i nenadorové (exprese v nenadorové tkani =1 (100 %))

P°gias°|'g"e CYP2C9 | PXR(NR1I2) | CAR (NRL1I3)
1 0,00017 0,00107 0,00137
2 0,99268 0,36684 0,65211
3 0,02879 0,04244 0,39472
4 1,16878 1,72285 3,90456
5 0,32319 2,83290 0,59043
6 1,37713 0,22221 0,93088
7 0,01523 0,79187 0,76666
8 1,04006 0,66561 0,53655
9 0,62851 0,20766 0,87641
10 0,01412 0,05332 0,81755
11 0,31136 0,96344 0,92434
12 0,06668 0,53465 0,68066

CYP2C9 — cytochrom P450 2C9, PXR (pregnane X receptor) — nuklearni receptor, CAR

(constitutive androstane receptor) — nuklearni receptor.
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Grafické znazornéni exprese CYP2C9, CAR a PXR je provedeno v nasledujicich
grafech €. 1, 2 a 3. Exprese daného genu v nenddorové tkani byla polozena rovna jedné

a graf zobrazuje miru snizeni exprese stanovované¢ho genu, v pfipadé¢ prvniho grafu

CYP2CO.

CYP2C9 CYP2C9 expression in non-cancerous tissue
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Graf 1 Znazornéni relativni exprese CYP2C9 v nadorové tkani vii¢i neniddorové (exprese

v nenadorové tkani =1 (100 %)).
Na grafech 2 a 3 je znazornéna exprese nukledrnich receptori CAR a PXR v

testovanych vzorcich. Vysledky ukazuji, ze exprese CAR a PXR je v nadorové tkani

také snizena.
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Graf 2 Znazornéni relativni exprese nuklearniho receptoru CAR v nadorové tkani viici

nenadorové (exprese v nenadorové tkani =1 (100 %)).

PXR (NR112) PXR expression in non-cancerous tissue

|

I

10
¢ ]

8

ol

|

1
1

= n

0,001 0,01 0.1

il
2]
1

1

10

Graf 3 Znazornéni relativni exprese nuklearniho receptoru PXR v nadorové tkani vici

nenadorové (exprese v nenadorové tkani =1 (100 %)).
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U vzorkid, kde bylo dostate¢né mnozstvi tkang, bylo provedeno stanoveni
proteinu metodou western blot (Obr. 14) pro ovéfeni vysledkl kvantitativni PCR. Pro
kontrolu nandseni vzorkii a kvantity proteinu byla paralelné¢ stanovovana GAPDH
(glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza). Vysledna fotografie blotu znazoriiuje expresi
CYP2C9 a GAPDH v nadorové (tumor - T) a referen¢ni tkani (R).

Ve vzorcich 1, 3 a 7 je vidét vyznamné snizeni exprese CYP2C9 v nadorové
tkani — vymizeni prouzkt z blotu. U vzorku Cislo 4 sniZena exprese pozorovana nebyla -

vysledky pfesné¢ odpovidaji vysledkiim stanoveni genové exprese na irovni mRNA.

- — | — CYP2C9

S D S S| S S| GAPDH

STD 1 3 4 7
Obr. 13 Exprese CYP2C9 a GAPDH stanovena pomoci SDS-PAGE a western blotu ve
vzorcich hepatocelularniho karcinomu. STD - standard, R — referen¢ni tkan, T —

nadorova tkan.

V dal$i ¢asti analyzy bylo provedeno srovndni exprese CYP2C9 a
nuklearnich receptorit CAR a PXR a vyhodnoceni vysledktl v kontextu nize uvedenych

klinickych dat.
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Tab. 14 Souhrnna tabulka vzorkii a klinickych parametri
Velikost | Metoda
Referenéni tkan Pohlavi | Vék [ nadoru |stanoveni| pTMN AFP GMT | ALT | AST [ ALP | bilirubin | albumin ALBI 1 ALBI
S (ug/h score | grade
(mm) velikosti
1 cirhdza m 61 40 PAT | T2(40mm) | 530 | 0,94 | 0,89 | 0,83 ] 0,98 25 47 -3,072| 1
2A steatdza m 77 70 MR T1(60mm) | 909 | 1,87 [ 0,27 |0,33 ] 1,44 6 27 -1,781 2
normalni m 71 80 PAT T3a 38 [ 1,34 1191]0,74]2,24 6 43 -3,141 1
steatdza m 64 50 CT T1 N/A | 1,11 [ 0,39 0,46 | 1,44 9 45 -3,195 1
5 cirh6za m 66 42 PAT T1(42mm) | 11,4 | 461 | 1,73 (1,04 | 1,32 12 45 -3,113 1
6 chron. venostaza f 61 90 CT T4 26 | 0,64 | 13,7120,2]1,06 16 42 -2,775 1
steatdza m 63 100 CT T1 159,5] 8,75 10,82 |1 0,68 | 3,79 11 44 -3,053 1
8 cirhbza f 72 29 CT T1(30 mm) | 1128 | 0,37 [ 0,36 | 0,63 | 0,65 6 36 -2546 | 2
9 normalni m 61 38 CT T1(40mm)| 16 | 0,45 [0,25]0,32]0,94 14 47 -3,239 1
lehce fibrozni
10 portobilia m 68 32 PAT T2((35mm) | 35 | 0,93 ]0,21 (0,36 1,62 9 44 -3,11 1
11 steatdza az cirdza m 76 | 41x30x35 PAT T2 (41 mm) | 14,7 2 0,9 [0,93] 1,75 10 41 -2,825 1
12 normalni m 62 | 55maa80 PAT T3 33 | 1,23 10,22(0,42]1,41 11 39 -2,628 1
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Tab. 14 Souhrnna tabulka vzorkii a klinickych parametri - pokracovani

INR [ascites %Z';?] Grade i\;f/‘;‘z(é DO::: gif;giriltéz(;?és‘ Chirurgie | RFA | RT | CHT | TACE | Sorafenib | Hepatitida
1 1,03 0 A 3 1 Zijici 1 0 1 2 0 1 AB
2A 1,7 0 A 2 0 33 2 0 0 0 0 0 0
8/13-
3 0,96 0 A 2 1 52 2 0 0 0 0 11/13 0
4 1 0 A 2 1 Zijici 1 0 0 0 0 0 B
5 1,06 0 A 1 0 Zijici 1 0 0 0 0 0 0
6 1,21 0 A 2 1 Zijici 1 0 0 0 0 0 0
7 1,02 0 A 3 0 Zijici 1 0 0 0 0 0 0
8 1,05 0 A 2 0 Zijici 1 0 0 0 0 0 B
9 1,11 0 A 2 0 Zijici 1 0 0 0 0 0 0
10 0,93 0 A 3 0 Zijici 1 0 0 0 0 0 0
11 1,11 0 A 2 0 23 1 0 0 0 0 1 0
12 1,26 0 A 4 0 98 1 0 0 0 0 0 0

Legenda tab. 14: pTNM - Klasifikace (T — tumor, N — postiZzeni lymfatickych uzlin, M — metastazy), AFP — a-fetoprotein, GMT — gama-

glutamyltransferaza, ALT - alaninaminotransferaza, AST - aspartataminotransferaza, ALP - alkalicka fosfataza, ALBI skore — albumin-bilirubin skore,

ALBI grade — albumin-bilirubin stupeii, INR — mezinarodni normalizovany pomér pro vyjadfeni protrombinového Casu, grade — stupen vyzralosti

nadoru, RFA

raiofrekven¢ni

termoablace,

RT- raioterapie
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transarteridlni chemoembolizace



Vyneseni mRNA exprese vSech tfi gent do spolecného grafu ukézalo spolecné

trendy v expresi CYP2C9 a jeho regulatora (graf 4).
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Graf 4 Vzajemné porovnani exprese CYP2C9, CAR a PRX v nadorové tkani.

Klinicka data byla hodnocena kvalitativné. U jednotlivych parametri byly hledany
kategorie typu normalni vs. zvySené hladiny jaternich enzymu, rtizné stupné gradingu ¢i
jiné klasifikace, pfitomnosti ¢i nepfitomnosti vaskuldrni invaze, absolvovéani cilené
lécby apod. a tyto kategorie byly hodnoceny ve srovnani s hladinou exprese CYP2C9. 1
pfes omezeny pocet pacientil byla zfejma souvislost mezi stupném diferenciace a

expresi CYP2C9.

Ze zkoumaného souboru bylo osm nadori klasifikovano dle stupné diferenciace
jako Gl a G2 (sttedné¢ a dobie diferencovany), u ¢tyf pacienti byly néadory
klasifikovany gradem G3 a G4 (malo diferencovany a nediferencovany). Rozdilna
exprese CYP2C9 pro tyto kategorie je zndzornéna v grafu 5. Jiné vyznamné asociace

nebyly v daném souboru pozorovany.
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Graf 5 Porovnani zavislosti stupné vyzralosti nadoru na hodnotach CYP2C9. Ve

vzorcich malo diferencovanych a nediferencovanych nadori je exprese CYP2C9 n
u vzorki nadori vice diferencovanych.
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7 DISKUZE

Hepatocelularni karcinom je nejcastéjSim primarnim zhoubnym novotvarem
jater. Jeho wvyskyt za posledni roky celosvétové vzrustd. Na vzniku a rozvoji
hepatocelularniho karcinomu se podili fada faktorii. Jednim z klinickych problémia HCC
je problematickd diagnéza karcinomu v raném stadiu, coz omezuje moznosti 1é¢by a
vede k neptiznivym vysledkim. Neléceny HCC ma Spatnou progndézu s medidnem
preziti 6 az 9 mésict. Cilem soucasnych studii je vytvotit zaklad pro efektivni geneticky
screening primarni prevence, zlepSeni diagnostiky a 1é¢by karcinomu s ohledem na

rostouci vyskyt a mortalitu (EI-Serag et al. 2007; Llovet a Bruix 2008).

V posledni dobé je diky rychlym pokrokiim v oblasti genomiky mozné provadét
rozsahlé studie k vyhodnoceni genetickych variabilit. Genomické profilovani
hepatoceluldrniho karcinomu nam pomaha lépe porozumét procesu karcinogeneze a
identifikuje klicové kroky na nékolika trovnich (napt. molekuldrni drahy), které mohou
byt potencialnim cilem pro 1é¢bu a prevenci (Hamed et al. 2013). Exprese
biotransforma¢nich enzymd u hepatocelularniho karcinomu vSak dosud nebyla
systematicky studovana, coz je piekvapivé. Lze predpokladat, ze maligni transformace
hepatocytu bude mit dopad na jeho funkcni kapacitu, minimalné v oblasti exprese
biotransformaénich enzymi, jak lze pozorovat u nadorovych bunécnych linii, ale 1
primarnich hepatocytli kultivovanych ve 2D kulturdch, kde postradaji architekturu
jaterni tkdné a intenzivni komunikaci s okolnimi hepatocyty. Malignita vychazejici z
hlavni jaterni bunky by potencidlné mohla ovlivnit jaterni funkce, v ptipadé lécby
samotného nadoru by mohla ovlivnit hladinu chemoterapeutika ¢i cileného 1é¢iva v
nadorovych bunikach prostfednictvim zménéné rychlosti jeho metabolické aktivace ¢i

eliminace. Jiz bylo zkoumano n¢€kolik polymorfisml v genech vybranych enzymu.

CYP2C9 je obecné bran jako jeden z nejdilezitéjsich CYP v lidském téle. Je
druhou nehojnéjsi formou CYP. Béhem poslednich let byly zkoumdny vztahy mezi
genetickymi variantami, profily genové exprese a rozvojem rakoviny. Bylo zjisténo, Ze
genetické polymorfismy genu CYP2C9 mohou hrat dualezitou roli ve vyvoji HCC. V
recentni studii bylo popséno potlaceni exprese CYP2C9 a oznaceno jako biomarker

HCC (Yu et al. 2015). Vysledky analyz prezentované v této praci s publikovanymi daty
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souhlasi a ukazuji na dal§i korelace, konkrétné¢ s expresi nukledrnich receptort,

regulujicich expresi CYP2C9 a také s gradem (stupném diferenciace) nadoru.

Vysledky ukazaly, ze exprese CYP2C9 byla v poloviné ptipadi o nékolik fadu
nizni ve vzorcich naddorové tkan¢ oproti nenadorové tkani. V druhé poloving ptipadi
byla exprese v nddoru zachovana na srovnatelné urovni jako okolni tkani. Ve tfech
vzorcich (C. 4, 6, 8), byla exprese CYP2C9 lehce zvySena. Ve vzorcich vysetirovanych
metodou western blot bylo vidét snizeni exprese CYP2C9 v nadorové tkani.
V referencni tkani u vSech Ctyt vzorkli byl CYP2C9 normalné exprimovan. Co se tyka
vysledkt exprese nuklearnich receptort CAR a PXR v testovanych vzorcich, tak ty
ukazaly také sniZenou expresi v nadorové tkani, s podobnymi trendy s expresi CYP2C9.
Pii porovnani vysledkit CYP2C9 a nuklearnich receptorit CAR a PXR byla zjisténa
korelace, coz mlze naznaCovat, ze snizend exprese a aktivita CYP2C9 je zptisobena
nasledkem snizené exprese PXR a CAR, které funguji jako regulatory CYP2C9.
Podobné toto zjisténi uvadi Chen (Chen a Pichtette 2014) ve své studii, kde byla
zkoumana exprese péti genit CYP2 rodiny a CAR v ¢inské populaci, véetn¢ CYP2C9.
Vsechny geny CYP2 rodiny byly ve vzorku HCC oproti zdravé tkani dramaticky down-
regulovany a vyrazny pokles CYP2C9 byl patrny u nemocnych Vv koneéném stadiu

onemocnéni.

Vznika otdzka, z jakého diivodu je v nékterych nadorech exprese CYP2C9
snizena a v nékterych nikoliv. Také korelace s expresi nuklearnich receptorti neni
kompletni odpovédi. Je pravdépodobné, ze se zde projevuji i dal$i mechanismy,
napiiklad dysregulace mikroRNA a/nebo dalsi epigenetick¢é mechanismy. Kazdopadné
byla zjisténa vyznamné rozdily mezi expresi CYP2C9 v nadorech s vys$§im stupném
diferenciace a nadorech mén¢ diferencovanych. Ze zkoumaného souboru vzorkd byl u
osmi z nich nador klasifikovan jako G1 a G2 (stfedné a dobfe diferencovany), u Ctyt
pacienti G3 a G4 (malo diferencovany a nediferencovany). Ve vzorcich mélo
diferencovanych a nediferencovanych nadort byla exprese CYP2C9 nizsi nez u vzorka
nadortt vice diferencovanych. To odpovidd ptfedpokladu, nebot mensi podobnost s
normalni jaterni tkdni by meéla znamenat méné jaternich funkci vcetné exprese
biotransformaénich enzymli a metabolické aktivity. Souvislost s jinymi klinickymi

parametry, at’ uz se jednalo o hladiny aminotransferdz a bilirubinu, pfitomnost virové

76



infekce, typ primarniho poSkozeni jater (poSkozeni okolni tkdné cirhozou, steatézou
apod.) ¢i charakteristiku pacienti a jejich karcinomi, nebyla v tomto souboru
prokazana.

Ziskané vysledky jsou vyznamné a piesvédCivé a vytvaii prostor pro dalsi
vyzkum v této oblasti - smérem k analyze dalSich biotransformacénich enzymi, studiu
mechanismu jejich dysregulace v hepatocelularnim karcinomu, validace vysledkll na
vétsich  kohortach, epigenctické analyzy, srovnani s jinymi nadory jater
(cholangiokarcinomem apod.), sledovani Gc¢innosti 1éCiv (napt sorafenibu), které jsou
metabolizovany cytochromy P450. Problémem zistdva ziskdvani vzorkl, nebot’ v
Ceské Republice je incidence HCC velmi nizkd a jen malo pacienti je zde
odoperovano. V archivech a biobankach jsou vétSinou deponovany pouze vzorky
diagnostickych jehlovych biopsii ve formé& formalinem fixované tkdné =zalit¢ do
parafinu, takze je mozno ziskat pouze velmi malé¢ mnozstvi tkdn¢ s degradovanymi
nukleovymi kyselinami, navic bez odpovidajici nenaddorové tkané. Na druhou stranu
technologicky pokrok v molekuldrni biologii pfindSi nové moznosti analyz i u

komplikovanych vzorkd.
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8 ZAVER

V prezentované studii byla zjiSténa signifikantné snizena exprese jednoho z
hlavnich biotransformac¢nich enzyma prvni faze metabolismu 1é¢iv, cytochromu P450
2C9, v tkani hepatocelularniho karcinomu ve srovnani s okolni nenadorovou jaterni
tkani.

SniZeni exprese bylo prokdzano na trovni mRNA 1 proteinu, exprese CYP2C9
navic korelovala s expresi regulacnich nukledrnich receptori CAR (konstitutivni

androstanovy receptor) a PXR (pregnanovy X receptor).

Vysledky jasné ukazuji, ze geny CYP2C9 jsou ve tkani hepatocelularniho
karcinomu siln¢ down-regulovany, zejména v nadorech s nizkym stupném bunécné

diferenciace.

Korelace s dal§imi klinickymi parametry nebyla v této studii pozorovéna.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFB1 aflatoxin B1

AFP alfa-fetoprotein

Akt protein kinaza B

CCA cholangiocelularni karcinomy

CT pocitacova tomografie

CYP cytochrom P450

DNMT DNA methyltransferaza

EGF epidermalni rtstovy faktor

EGFR receptor epidermalniho ristového faktoru
FNH fokalni moduléarni hyperplazie

HB hepatitida B

HBV virus hepatitidy B

HCV virus hepatitidy C

HCC hepatocelularni karcinom

HDAC histone deacetylase

HFE gene gen hemochromatézy

HGF rustovy faktor hepatocyta

HIV virus lidského imunodeficitu

HNF-1a hepatocytarni nuklearni faktor

HSC hvézdicové bunky

IGF inzulinu podobny riistovy faktor
MAPK mitogen aktivovana protein kinaza
miRNA mikro RNA

MBD vazebna doména

MR magnetické resonance

MRCP magneticka resonance s cholangiopankreotikografii
Myc myc protoonkogen protein

NFALD nealkoholické ztu¢néni jater

NASH nealkoholické steatohepatitida

PEI perikutani injekce ethanolu

PRMT 1 proteinargininova methyltransferaza
PROX1 prospero homeoboxprotein 1

RAF serin/treonin specificka protein kinaza
RFA radiofrekvencni ablace

RISC RNA-induced silencing cmplex
TACE transarteriadlni chemoembolizace
VEGF vaskularni endotelidlni ristovy faktor
VEGFR receptor vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru
WNT wingless/Int-1
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