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Souhrn

Hepatocelularni karcinom (HCC) je nejcastéjsi primarni zhoubny nador jater, ktery se ve vétsiné
pripadt rozviji v terénu jaterni cirhozy rtizné etiologie. Jen casna stadia onemocnéni jsou indikovana
k chirurgické, potencialné kurativni 1écbé. Jen priblizné tietina HCC je zachycena v Casnych stadiich.
Screeningovym vySetfenim rizikovych skupin pacientt je ultrasonografie jater (USG) v 6mésicnich
intervalech. USG ma vedle svych znamych vyhod i zna¢né limitace. Senzitivita USG pro ¢asna stadia
HCC se pohybuje pouze okolo 60 %. Vzhledem k tomu a i proto, Ze se jedna o expert dependentni metodu,
existuje naléhava potieba objektivniho biomarkeru HCC. Alfa-fetoprotein je obecné vniman jako biomarker
HCC, nicméné jeho senzitivita a specificita pro tcely diagnostiky ¢i dokonce screeningu je nedostatecna.
Byly zkoumany i jiné dalsi biomarkery s riznymi vysledky, ale zadny nedosahl efektivity USG. Pomérné
novym pfistupem k této problematice je spektroskopie krevni plazmy, ktera prokazala svoji G¢innost
u rtiznych onemocnéni. Z pohledu HCC se spektroskopii krevni plazmy vénovalo jen malo studii. Autofi
prezentuji v pfehledu i vlastni praci, kdy spektroskopie krevni plazmy dosahla senzitivity a specificity
v odliSeni nemocnych s jaterni cirhozou bez HCC a s nim 88 %, respektive 90 %. Pres veskeré snahy
nebyl dosud dostatecné spolehlivy a validovany biomarker HCC pouzitelny pro ticely ¢asné diagnostiky
a screeningu identifikovan.

Klicova slova: hepatocelularni karcinom, screening; jaterni cirhoza; biomarker; onkomarker;
spektroskopie, alfa-fetoprotein
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Summary

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary malignant tumor of the liver, which
in most cases develops in the field of liver cirrhosis of various etiologies. Only the early stages of the disease
are indicated for surgical, potentially curative treatment. Only about a third of cases of HCC are caught
in the early stages. The screening examination of risk groups of patients is liver ultrasonography (USG)
at 6-month intervals. Besides its well-known advantages, USG has significant limitations. The sensitivity
of USG for the early stages of HCC is only around 60 %. Considering this and also because it is an expert-
dependent method, there is an urgent need for an objective HCC biomarker. Alpha-fetoprotein is generally
perceived as a biomarker of HCC, however, its sensitivity and specificity for diagnostic or even screening
purposes are insufficient. Other biomarkers have been investigated with varying results, but none have
reached the effectiveness of USG. A relatively new approach to this problem is blood plasma spectroscopy,
which has proven its effectiveness in various diseases. From the perspective of HCC, few studies have
focused on blood plasma spectroscopy. In the review, the authors also present their work, where blood
plasma spectroscopy achieved a sensitivity and specificity of 88 % and 90 %, respectively, in differentiating
patients with liver cirrhosis without and with HCC. Despite all efforts, a sufficiently reliable and validated
biomarker of HCC usable for early diagnosis and screening has not yet been identified.

Key words: Hepatocellular carcinoma; screening; liver cirrhosis; biomarker; oncomarker; spectroscopy;
alpha-fetoprotein

Uvod

Hepatocelularni karcinom (HCC) je nej€astéjs$i primarni zhoubny nddor jater (1). HCC se ve vétSing
piipadt rozviji v terénu chronickych jaternich chorob ve stadiu jaterni cirh6zy. Vyjimkou z tohoto pravidla
je chronické onemocnéni virem hepatitidy B (HBV) a nealkoholova steatohepatitida (NASH), kdy mtze HCC
vzniknout i v necirhotickych jatrech. HCC u pacientll bez chronické jaterni choroby je velice vzacnym
onemocnénim.

V Ceské republice je dle poslednich dat UZIS incidence HCC 9,0 piipadi/100 000 obyvatel/rok (2). Velka &ast
nemocnych s jaterni cirhdzou vyvine v prubéhu zivota HCC. Ve francouzské kohorté pacientt s HCC byla zjisténa
4letd kumulativni incidence HCC 11.4 % na podklad¢ cirhozy pii chronické HCV (3). Pacienti s HCC v terénu
jaterni cirh6zy jsou klasifikovani pro Gcely stagingu a z néj vyplyvajici terapie podle tzv. barcelonské klasifikace
(Barcelona Clinic Liver Cancer, BCLC) (4). HCC je malignim onemocnénim s vysoce nepiiznivou prognozou.
Celkové Sleté preziti napiic¢ stadii je 12 % (5). Naproti tomu u pacientd s ¢asné diagnostikovanym HCC je mozna
kurativni 1é¢ba a jejich piezivani je excelentni. U nemocnych, u kterych je v souladu se stagingem mozna radikalni
chirurgicka 1écba — resekce nebo transplantace, piesahuje Sleté celkové prezivani 80 % (6, 7). Pacienti v terminalnim
stadiu BCLC D maji median celkového prezivani (OS) 3,4 mésice (8). Z uvedeného je ziejmé, Ze casna diagnostika
HCC je kritickym bodem, ktery pfimo determinuje prognézu pacienta.

Screeningovou metodou pro HCC je ultrasonografie jater (USG). Surveillance se pak rozumi opakovana
a pravidelna aplikace screeningové metody u dané skupiny osob v riziku onemocnéni. Aplikace surveillance
je mozna u pacientt s identifikovanym rizikovym onemocnénim. Jednim z problémi zistava uz jen samotna
identifikace pacientli v riziku. Je pochopitelné, Ze pacient s plné vyjadienou jaterni cirhézou v podobé
dekompenzace onemocnéni, bude zafazen do surveillance HCC. V fadé pfipadi vSak manifestace cirhozy a HCC
probéhne soucasné. U velkého mnozstvi pacientll, zejména s NASH, je diagnostika HCC ¢asto pozdni pro klinickou
latenci onemocnéni (9). Muze to byt i zazitym vnimanim jaterni cirh6zy jako nemoci alkoholiki a nitrozilnich
uzivateld drog, a to i u ¢asti odborné vefejnosti. Na moznost jaterni cirh6zy se u nemocnych s metabolickym
syndromem mysli méné. V soucasné dob¢ se surveillance HCC opira o USG vysetfeni jater v intervalu 6 mésict,
pricemz tato metodika je doporu¢ovana americkou a evropskou asociaci pro studium jaternich chorob (AASLD,
EASL) (10, 11). USG je metoda velice vyhodna z diivodu relativné nizké ceny a nulové radiacni zatéze pro pacienta.
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Nevyhody lze spatfovat ve vysokych narocich na zkusenost vySetiujiciho — tzv. expert-dependentni metoda. Dale
je limitovana obtiznou vysetfitelnosti az nemoznosti validniho vyseteni u obéznich pacientti nebo u nemocnych
po riznych intraabdominalnich operacnich vykonech. Z téchto divodi se udava senzitivita USG v identifikaci
casnych, a tedy kurativné 1é¢itelnych, stadii HCC pouze okolo 60 % (12). Vzhledem k tomuto faktu existuje
naléhava snaha o identifikaci objektivniho biomarkeru snadno ziskatelného z periferni krve rizikovych pacientu,
ktery by spliioval naroky na adekvatni senzitivitu a specificitu pro ¢asnou diagnostiku HCC.

Onkomarkery hepatokarcinogeneze

Jako onkomarkery se oznacuje pomérné riznoroda skupina latek, které jsou produkovany nadorovymi buikami
nebo jsou ve zvysené koncentraci v nddorovych bunkach. Zaroven by méla byt splnéna podminka, ze tyto latky
nejsou za normalnich okolnosti v krevni plazmé nebo moc¢i viibec pfitomny, anebo jsou jen v minimalnim mnozstvi.
Nemusi jit jen o ,,neaktivni® molekuly, onkomarkery mohou byt i hormony nebo enzymy. Onkomarkery
az na vyjimky — prostaticky specificky antigen (PSA) — neslouzi jako diagnosticky nastroj, ale jejich dominantnim
vyuzitim je moznost sledovani odezvy na 1écbu ¢i zachyt relapsu onemocnéni. V oblasti nadorovych onemocnéni
jater je nejdéle uzivany onkomarker alfa-fetoprotein (AFP).

V dal$im textu budou popsany v souvislosti s HCC pouzivané ¢i zkoumané onkomarkery se zvlastnim
prihlédnutim ke spektroskopické analyze krevni plazmy, jakozto moznému zcela odliSnému sméru laboratorni
diagnostiky primarniho karcinomu jater, kterym se kolektiv autori v soucasné dob¢ zabyva.

Alfa-fetoprotein

Alfa-fetoprotein je glykoprotein, ktery po strance funkce odpovida fetdlnimu albuminu. Normalni je elevace
koncentrace AFP v amniové tekutiné plodu a krevni plazmé matky. AFP je exprimovan ve fetalnich jatrech
a zloutkovém vacku plodu. Zajimava je v tomto kontextu ¢eskoslovenska stopa, kdy jedna z prvnich systematickych
praci o vyssi koncentraci AFP u nadorovych a nenadorovych stavi byla publikovana ¢eskoslovenskymi autory
jiz v roce 1968 (13). AFP byl dfive souéasti screeningového vysetieni HCC spolu s USG dle standardti jak AASLD,
tak EASL. AFP muze byt i vyznamné zvySen pii fad¢ stavi, které nejsou spojeny s hepatokarcinogenezi. Je prokazané
i vyznamné kolisani koncentraci AFP pti dekompenzaci jaterni cirh6zy (14) nebo zptisobené aktivitou HBV ¢i HCV
infekce (15). Nizké koncentrace AFP 20 ug/l sice splni pozadované naroky na senzitivitu, ale jejich specificita
je velmi nizka a pro screeningové vysetreni nevhodna. Pokud je cut-off AFP zvyseno na 200 ug/l, dosahne vysoké
specificity pro HCC, ale senzitivita pro diagnostiku HCC se pohybuje okolo 22 % (16) a nelze ji tak pouzit
pro screening. Témto vysledkim neodporuji ani nase vlastni zkuSenosti. V nasem souboru 180 nemocnych s HCC
mélo 52 % pacienti koncentraci AFP do 20 ug/l. Pti zvySeni cut-off na 100 ug/l se jednalo o 68 % pacientu.
V piipadé¢ ¢asnych, potencialné kurativnich, stadii dle BCLC klasifikace 0+A mélo 69 % pacientd v souboru
plazmatickou koncentraci AFP do 20 ug/l (17). Lze fici, ze rutinni pouziti AFP jakozto diagnostického markeru
HCC neni opodstatnéné. Role AFP v péci o pacienty s HCC spociva v soucasnosti v odhadu biologické povahy
nadoru. Studie z registru Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER), ktera zahrnovala 78743
pacientl s HCC prokazala, Zze nemocni s abnormalnim AFP méli vyssi riziko poopera¢nich recidiv a horsi OS oproti
pacientim s normalnimi hladinami AFP (18). AFP >1000 ug/l naptiklad piedstavuje vlastné faktickou kontraindikaci
k transplantaci jater pro HCC ve francouzském alokacnim systému, protoze je spojen s pfidélenim tolika negativnich
boddt, Ze pacient realné transplantovan nebude (19).

Dalsi onkomarkery HCC
Alfa-fetoprotein L3 (Lens culinaris agglutinin-reactive glycoform of AFP)

Alfa-fetoprotein L3 predstavuje jednu z frakci AFP, kterd je produkovana maligné transformovanymi hepatocyty.
AFP L3 vykazuje jen nepatrné vyssi specificitu pro HCC nez AFP (83,12 % vs. 81,82 %), nicméné jeho senzitivita
pro onemocnéni je téméf o 20 % nizsi (50,63 % vs. 68,35 %) (20). Z tohoto diivodu neni AFP L3 vhodnym
onkomarkerem pro ¢asnou diagnostiku HCC. Mozné vyuziti AFP L3 pfedstavuje spiSe monitorace efektu
lokoregionalni 1é¢by, kdy pacienti s poklesem AFP L3 po transarterialni chemoembolizaci dosahuji signifikantné
delsiho medidnu OS (42,9 vs. 15,4 mésice) (21).
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PIVKA I (protein induced by vitamin K absence/antagonist-II)

PIVKA 11, jinak téz des-y-carboxy-prothrombin, je abnormalni molekula protrombinu, ktera je produkovana
v dusledku posttransla¢niho defektu karboxylace prekurzoru protrombinu v bunkach HCC (22). Jako takovy
se tedy zdal byt vhodnym onkomarkerem HCC. Zasadnim nedostatkem pro tento Gcel je moznost jeho falesné
elevace pfi deficitu vitaminu K, kterd je astym jevem u jaterni insuficience, nebo pfi uzivani kumarinovych
derivatt (warfarin) (23). Vyznamné vyssi spolehlivosti v diagnostice HCC ve srovnani s AFP dosahuje PIVKA 11
az v piipad¢ nadorti >5 cm v pruméru (24). Z téchto divodl nelze ani o PIVKA Il uvazovat jako o vhodném markeru
casné diagnostiky HCC.

Spektroskopie krevni plazmy v diagnostice zhoubnych nadorovych onemocnéni

Proces karcinogeneze miize vést ke zménam v nejen v koncentraci, ale i struktuie biomolekul, které mohou byt
detekovany spektroskopickou analyzou krevni plazmy. Krevni plazma je snadno ziskatelna odbérem periferni zilni
krve, ktery je rutinné v ramci diagnostickych vysetfeni provadén a nenese prakticky zadna rizika komplikaci
pro pacienta. Tyto vyhody jsou v kombinaci se spektroskopii dale potencovany. Spektroskopické metody totiz
nevyzaduji pouziti reagencii a jsou relativné rychlé a levné a mohou umoznit identifikaci pro urcité choroby
specifickych spektralnich zmén ve studovanych vzorcich (25). Odlisnosti ve spektralnich vzorcich jsou podminény
zménami na urovni molekularni struktury. Pokud hovoiime o plazmatickych biomolekulach, mohou byt takové zmény
zpisobeny rtuznymi patologickymi procesy v organizmu, napiiklad Parkinsonovou chorobou (26). Zasadnim
problémem jsou limitace konvenénich spektroskopickych metod — infradervené (IC) a Ramanovy spektroskopie.
Vysoky pocet interferujicich fluoreskujicich latek a nizké koncentrace cilovych molekul jsou hlavnimi omezenimi
spektroskopické analyzy krevni plazmy (27). Nicméné mnoho biomolekul a potencialnich biomarkert je chiralnich.
Jejich struktura a chovani je tedy vhodné pro sledovani chiroptickou spektroskopii, ktera je ze své podstaty citliva
na trojrozmérné usporadani chiralnich molekul, a je tak schopna Iépe identifikovat i jemné konformacni zmény (28).

Kolektiv pracovnikii Ustavu analytické chemie Vysoké $koly chemicko-technologické v Praze (VSCHT)
v ramci vyzkumnych projekti casné diagnostiky nadorovych a degenerativnich onemocnéni vyvinul jedine¢nou
metodiku spektroskopické analyzy krevni plazmy, ktera vyuziva kombinace konvenéni infradervené (IC)
a Ramanovy spektroskopie a pokrocilych spektroskopickych metod — elektronového cirkularniho dichroismu (ECD)
a Ramanovy optické aktivity (ROA). Tento unikatni ptistup jiz poskytl slibné vysledky v identifikaci spektralnich
markert karcinomu pankreatu a kolorektalniho karcinomu, a proto se nabizi i moznost vyuzit tuto metodiku pro studium
HCC, jakozto dalsiho zhoubného onemocnéni gastrointestinalniho traktu (29, 30). Pouziti spektroskopie krevni
plazmy v diagnostice HCC se vénovalo jen malo zahrani¢nich studii. Dle nejlepsiho védomi autorti vSak zadna
z publikovanych studii nepouzila nami zvolenou a v zasad¢ jedine¢nou kombinaci ¢tyf uvedenych metod (31, 32).

Tabulka 1. Konfuzni matice modelu LDA.

HCC+ HCC- celkem % spravné
HCC+ 7 1 8 88
HCC- 1 9 10 90
celkem 8 10 18 89

Studie spektroskopické analyzy krevni plazmy jako moZnosti diagnostiky HCC

Nasi hypotézou bylo, ze kombinace spektroskopickych metod analyzy krevni plazmy identifikuje biomarkery
jaterni karcinogeneze s dostate¢nou senzitivitou a specificitou k odliSeni pacientt s jaterni cirh6zou s HCC a bez né;.
S ohledem na literarné publikované vysledky USG surveillance HCC v tomto sméru byla minimalni akceptovatelna
senzitivita a specificita stanovena na 65 %, respektive 75 %. Do pilotni studie bylo zafazeno celkem 18 subjektt
(8 z nich s HCC). Plazma subjektil byla podrobena spektroskopické analyze étyfmi uvedenymi metodami (IC
a Ramanova spektroskopie, ECD a ROA). Ziskana spektra byla zpracovana multivariantni statistickou analyzou
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s pomoci analyzy hlavnich komponent a linearni diskrimina¢ni analyzy (LDA). Vysledky pilotniho projektu dosahly
po kiizové validaci velmi uspokojivé spolehlivosti vyjadiené senzitivitou 88 % a specificitou 90 % v odliSeni
nemocnych s jaterni cirhdzou bez HCC a pacientti s HCC v terénu jaterni cirhozy, ilustrovano v tabulce 1. Oblast
pod kiivkou ROC byla 0,975. Grafické znazornéni vysledku LDA a oblasti pod kiivkou ROC jsou prezentovany
na obrazku 1. Nutno podotknout, Zze se jednalo o pacienty s pokroc¢ilejsimi stadii HCC. Tento ptistup byl volen
s ohledem na proof of concept povahu pilotniho projektu (33).
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Obrazek 1. Vizualizace vysledki LDA s patrnym minimalnim piekryvem (¢ervené HCC+, cerné HCC-) a plocha pod kiivkou
ROC.

Zavér

HCC 1 pfes veskeré lécebné pokroky zejména v oblasti systémové terapie zistava malignitou s vysoce
nepfiznivou prognozou. Jen ti nemocni, u kterych je diagnostika ¢asna, maji nadéji na potencialné kurativni [écbu.
Desitky let je vSak podil téchto Casnych stadii setrvale okolo 30 %. Zakladni screeningovou metodou pro rizikové
skupiny pacientt je ultrasonografie jater v 6mésic¢nich intervalech. Jedna se o metodu s Cetnymi limitacemi a stale
nedostatecnou senzitivitou pro ¢asna stadia. Byla zkoumana fada biochemickych markert, které by umoznily zlepsit
tento nepfiznivy stav. Nicméné zadny z nich dosud nevykazal dostate¢nou spolehlivost pouzitelnou pro ¢asnou
diagnostiku a tim i screening HCC. Spektroskopicka analyza krevni plazmy je inovativnim pfistupem k tomuto
problému. Jiz prokazala své kvality v diagnostice riznych metabolickych i malignich onemocnéni. V oblasti HCC
se muze jednat o slibnou metodu i dle vysledki nasi pilotni studie. V soucasnosti lze ale konstatovat, ze biomarker,
ktery by splioval zadané parametry spolehlivosti pro ¢asnou diagnostiku a screening HCC, nebyl dosud
identifikovan.
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