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IZVLECEK

Hepatocelularni karcinom (HCC) je najpogostejse
primarno maligno obolenje jeter, ki ostaja med pe-
timi najpogostejsimi vzroki smrti zaradi raka po
celem svetu. Njegov pojav je tesno povezan s kroni-
¢no poskodbo jeter, ki je povezana s procesi vnetja,
fibroze in ciroze, zaradi ¢esar pride do okvare pres-
novne funkcije organa. Pomembni dejavniki tvega-
nja za razvoj HCC so tudi virusne okuzbe, pretirano
uzivanje alkohola in nealkoholna mascobna jetrna
bolezen. Poleg genetskih sprememb, ki so pogosto
opazene pri HCC, igrajo kljuéno vlogo tudi epigenet-
ske spremembe, med katerimi je DNA metilacija naj-
bolj preucevana. Narascajoce Stevilo raziskav kaze na
velik potencial DNA metilacije kot klju¢nega dejav-
nika pri razlicnih vidikih raka, vkljuéno z diagnozo,
napovedjo, spremljanjem bolezni in oceno odziva na
zdravljenje. V zadnjih letih so tehnoloski napredki
omogoc¢ili odkrivanje sprememb DNA metilacije v
vzorcih tekocinskih biopsij. Raziskave kazejo, da so
metilacijski oznacevalci ucinkoviti pri prepoznavanju

HCC v zunajceli¢ni DNA, kar je bilo se dodatno pod-
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ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common
liver cancer, consistently ranking among the top five
causes of cancer-related mortality worldwide. Its emer-
gence is linked to chronic liver damage stemming
from processes such as inflammation, fibrosis, and
cirrhosis, all of which contribute to the deterioration
of liver function. HCC development is closely asso-
ciated with risk factors including viral infections, ex-
cessive alcohol consumption, and non-alcoholic fatty
liver disease. In addition to genetic alterations com-
monly observed in hepatocellular carcinoma, epige-
netic changes, with DNA methylation being the most
extensively studied, play a pivotal role. A growing
body of research has underscored the substantial po-
tential of DNA methylation as a key player in various
facets of cancer, including diagnosis, prognosis, dis-
ease monitoring, and the assessment of treatment
responses. Notably, advances in technology have fa-
cilitated the detection of DNA methylation changes
in liquid biopsy samples. Methylation markers have
demonstrated their effectiveness in identifying HCC
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krepljeno z odkritjem panelov metilacijskih oznace-
valcev. Ti paneli so izboljsali obéutljivost in speciti-
¢nost pri diagnosticiranju HCC, kar postavlja temelje
za njihovo pomembno vlogo v diagnostiki HCC.

within cell-free DNA specimens, and this progress
has been further augmented through the exploration
of methylation marker panels. These panels have
notably heightened the sensitivity and specificity of
HCC detection, presenting promising avenues for

improved diagnostics.

UvOoD

HCC predstavlja najpogostejSo primarno maligno
obolenje jeter, ki se uvrsca med pet najpogostejsih
vzrokov raka in smrti po vsem svetu (1, 2). Nastane
kot posledica kroni¢ne poskodbe jeter, vnetja, fibroze
ali ciroze, kar vodi v oslabljeno presnovno funkcijo
organa (3). Ta predstavlja nevarnost za pojav raka na
ve¢ mestih v jetrih in ponovitev bolezni, bolniki pa
so bolj dovzetni za jetrne in sistemske toksicnosti (1).
Med dejavnike tveganja, ki povecujejo verjetnost kro-
ni¢ne poskodbe jeter in s tem razvoj HCC, spadajo
virusne okuzbe, kot sta hepatitis B virus (HBV) in
hepatitis C virus (HCV), dolgotrajno uzivanje alko-
hola ter nealkoholna mascobna jetrna bolezen, ki je
pogosto povezana z metaboli¢nim sindromom in dia-
betesom mellitusom (3-5). Povisano tveganje se po-
javi tudi ob izpostavljenosti rakotvornim snovem v
okolju ter prisotnosti presnovnih bolezni, kot so
hemokromatoza, Wilsonova bolezen in druge (3-5).
HCC se najpogosteje razvije v cirozno spremenjenih
jetrih, kar predstavlja kar 80 % primerov v Sloveniji.
Najpogosteje se pojavi v 50-letu starosti, pogosteje pri
moskih (6). Gre za bolezen z izrazito slabo prognozo
in nizko petletno stopnjo prezivetja (samo 18 %) (7).
V Sloveniji smo leta 2018 zabelezili 231 novih pri-

merov raka jeter (0).

MOLEKULARNO-GENETSKE
ZNACILNOSTI HCC

V diagnostiki raka igrajo vse vecjo vlogo tudi novi pri-
stopi, med katerimi izstopajo molekularno-genetske
analize tkiv pacientov. Te analize se osredotocajo na
identifikacijo najpogostejsih sprememb na ravni DNA
in RNA ter omogocajo karakterizacijo tumorjev glede
na njihove genetske in epigenetske znacilnosti ter

spremembe v izrazanju genov. Napredek je mogoc
zaradi hitrega razvoja podrocja tehnologij moleku-
larne biologije, kot je sekvenciranje nove generacije
(NGS) ter razvoja metod za analizo podatkov. Vse to
nam je omogocilo boljSe razumevanje patogeneze,

nastanka in napredovanja HCC.

Najpogostejse genetske spremembe pri HCC vkljucu-
jejo somatske mutacije v onkogenih, tumor supresor-
skih genih in regulatornih poteh in druge strukturne
spremembe v genomu, kot so genske fuzije, kromo-
somske preureditve, pomnozitve genov in virusne
insercije, ki so posledica okuzbe z virusi hepatitisa.
Vsaj ena od teh sprememb je prisotna pri priblizno
80 % bolnikov s HCC. Studije so pokazale, da je pri
30-50 % bolnikov aktivirana Wnt--kateninska si-
gnalna pot, kar je posledica mutacij v genth CTNNBI,
AXINI ali APC. Druge pogoste mutacije pri HCC
vkljucujejo gene TP53, RBI, CCNA2, CCNEI,
PTEN, ARIDI1A, ARID2, RPS6KA3 in NFE2L.2, ki
igrajo pomembno vlogo pri regulaciji celicnega cikla.
Pogosto se pojavljajo tudi pomnozitve v genih, kot so
CCND1, FGF19, VEGFA, MYC in MET, ki s preko-
mernim izrazanjem povzrocijo aktivacijo razli¢nih
onkogenih signalnih poti, vklju¢no s receptorji tiro-
zin kinaz. Prav tako so bile opazene razlicne muta-
cije genov, ki sodelujejo v mehanizmih oksidativnega
stresa, AKT-MTOR in MAPK signalnih poti ter v epi-
genetski regulaciji (5).

EPIGENETSKE SPREMEMBE PRI
RAKU

Epigenetika je podrocje molekularne biologije, ki
preucuje spremembe v izrazanju genov, ki niso pove-
zane s spremembami v primarnem zaporedju DNA.

Epigenetske modifikacije so del dedne genomske re-
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gulacije izrazanja genov preko DNA modifikacij,
uravnavanja konformacije kromatina, pozicioniranja
nukleosomov in uravnavanja zavijanja DNA z razli-
¢nimi post-translacijskimi modifikacijami (acetilacija,
metilacija, fosforilacija, ubikvitinacija, sumoilacija
idr.). Vsi nasteti mehanizmi omogocajo modulacijo
interakcije transkripcijskega mehanizma z geni (do-
stop encimov, remodelacijskih kompleksov in tran-
skripcijskih faktorjev) ter posredno nadzorujejo
njihovo izrazanje. V vecceli¢nem organizmu epige-
netski mehanizmi omogocajo vzpostavitev in ohra-
njanje identitete posamezne celice, pomembni so v
razvoju in diferenciaciji celic (kot so vtisnjenje ali ina-
ktivacija kromosoma X), obnovi mati¢nih celic, pro-

liferaciji in ohranjanju stabilnosti genoma (4, 8, 9).

METILACIJA PRI RAKU

Ena izmed podrobneje preucenih epigenetskih spre-
memb je metilacija DNA. Gre za mehanizem regula-
cije izrazanja genov v evkariontih, ki preko modifika-
cije osnovnega zaporedja nukleotidov daje informacijo,
kje in kdaj naj pride do prepisa genske informacije.
Metilacija je kovalentna modifikacija, ki potece na
nukleotidu citozinu, praviloma znotraj CpG otokov,
nastane 5>-metilcitozin (5>-mC). Reakcijo katalizirajo
encimi iz druzine metiltransferaz DNA. Priblizno
70 % promotorjev genov v ¢loveskem genomu vse-
buje CpG otocke, ki uravnavajo ve¢ kot 50 % protein
kodirajocih genov. Metilacija DNA v regulatornih in
promotorskih regijah je praviloma povezana z zavi-
ranjem izrazanja genov (8).

Spremembe v vzorcu metilacije lahko igrajo pomem-
bno vlogo pri razvoju raka. Kombinacija epigenetskih
dogodkov lahko spremeni vzorec izrazanja onkoge-
nov ali tumor supresorskih genov in s tem pripomore
k razvoju tumorskega fenotipa (8, 10, 11). Spreme-
njen metilacijski status pogosto najdemo v genih, ki
igrajo pomembno vlogo v procesih regulacije celi-
¢nega cikla, zaviranja rasti in delitvi celic, apoptoze,
uravnavanja metastatskega potenciala tumorja ter
geni vkljuceni v DNA popravljalni mehanizem (12).
Genom raka je globalno hipometiliran, medtem ko

je hipermetilacija tumor supresorskih genov zgodn;i
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dogodek pri kancerogenezi in spodbuja napredovanje
raka (8). Metilacija je tkivno specifiéna — edinstven
metilacijski profil celic omogoca identifikacijo izvor-
nega tkiva DNA, prav tako pa raziskave kazejo, da
omogoci locitev rakavih celic od zdravega tkiva (13,
14). Danes je metilacija DNA zaradi svoje stabilnosti
in informativne narave pomemben potencialen epi-
genetski oznacevalec v diagnostiki raka, pri postavlja-
nju prognoze, spremljanju bolezni, oceni progresije
in napovedovanju ter oceni odziva na zdravljenje (15).

TEKOCINSKA BIOPSIJA

Tekocinsko biopsijo sestavljajo zunajceliéne molekule
DNA in RNA, cirkulirajoce tumorske celice in zunaj-
celi¢ni vezikli. Zunajcelicna DNA (cfDNA, ang. cell-
free DNA) je mesanica majhnih fragmentov DNA, ki
prosto krozi v krvnem obtoku. Nastane kot posledica
odmiranja celic in spontanega izlo¢anja DNA iz Zivih
celic ter tako odraza trenutno stanje telesa, vkljucno
z mozno prisotnostjo malignosti (16). Del cfDNA je
tudi cirkulirajoca tumorska DNA (ctDNA, ang. circu-
lating tumor DNA), ki je najbolj preucevan vzorec v
tekoci biopsiji raka. Glavni vir ctDNA predstavljajo
zZive, apoptoti¢ne in nekroti¢ne tumorske celice v
tumorskem mikrookolju. Delez ctDNA v cfDNA se
lahko znatno spreminja in sega od 3 % do 93 %, saj
je odvisen od lokacije tumorja, njegove velikosti ter
njegove oziljenosti (17). Poleg tega lahko na koncen-
tracijo ctDNA vplivata tudi jetrna in ledvi¢na funkcija
ter zdravljenje. Vecji tumorji na splosno proizvajajo
ve¢ ctDNA kot manjsi, vendar pa igrata vlogo tudi
vrsta in tip tumorja. Bolniki z napredovano boleznijo
imajo praviloma visje ravni ctDNA v primerjavi s
pacienti z lokaliziranimi tumorji, pri katerih se ravni
ctDNA povecujejo s stopnjo napredovanja bolezni
(18). Nedavna studija je pokazala, da se mutacijski
odtisi in metilacijski vzorci ctDNA razlikujejo od ne-
tumorske frakeije cfDNA (19). V c¢tDNA vecine bol-
nikov z rakom lahko zaznamo spremembe, kot so
tockovne mutacije, variacije v Stevilu kopij genov,
spremembe mikrosatelitov in spremembe v metilaciji
DNA (20-22). Stevilne Studije so analizirale poten-
cialne oznacevalce 1z vzorcev tkiva in ¢fDNA in doka-

zale zaznavo sprememb v obeh vzorcih (19, 23, 24).
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Te ugotovitve kazejo, da so rezultati cfDNA primer-  Izvedene so bile meta-analize, ki so iz velikega Stevila
ljivi z rezultati obicajnih invazivnih tkivnih biopsij.  sStudij izluscile najboljse kandidate za razlicno metili-

rane gene med HCC in normalnimi vzorci. Obsezna
METILACIJSKI OZNACEVALCI V meta-analiza, ki je vkljucila kar 144 studjj, je identi-
TEKOCINSKI BIOPSIJI ficirala Sest genov (RASSF'1A, PCDKN2A, CDH1,

RUNX3, GSTPI in WIFI) z najvecjo razliko v meti-
Poiskali smo studije, kjer so uporabili metilacijske  laciji serumskih vzorcev bolnikov s HCC in zdravih
oznacevalce za zaznavo HCC na fragmentih ¢fDNA  posameznikov (35). Prav tako je nedavna Studija po-
ali ctDNA v serumu ali plazmi (Tabela 1). kazala, da se hipermetilacija specifi¢nih metilacijskih

Tabela 1. Pregled metilacijskih oznacevalcev za detekcijo HCC v pekocinski biopsiji. An overview of methylation
markers for HCC in liquid biopsy

Metoda Tip vzorca | Stevilo vzorcev Tip‘ .. St .. Referenca
metilacije | genske lokacije
Bioinformatska | Plazma 1,098 HCC vzorcev in | Hipo in Diagnosti¢ni panel: [19]
analiza in ctDNA 835 normalnih kontrol | hiper BMPRIA, PSD,
kliniéna ARHGAP25, KLF3,
validacija PLAC8, ATXN1, chr6:170,
chr6:3, ATAD2, chr8:20
Prognosti¢no prediktivni
panel: SH3IPXD2A,
Cllorf9, PPFIAL, chrl7:78,
SERPINB5, NOTCH3,
GRHL2, TMEM8B
Klini¢na Tkivo in 127 normalnih in 415 Hipo and | Diagnosti¢ni panel: [23]
validacija cfDNA HCC tkivnih vzorcev; hiper chrl19:51 (intragenska
37 kontrolnih in regija), ALX3, WINT3A,
37 HCC cfDNA vzorcev chrl:42 (intragenska
regija), GJB6
Klini¢na Plazma 237 HCC in 257 Hiper TBX [25]
validacija cfDNA kontrolnih vzorcev
Klini¢na c¢fDNA 135 HCC in 302 Hiper Diagnosti¢ni panel: [26]
validacija kontrolnih vzorcev HOXA1, EMX1, TSPYL5
Klini¢na Tkivo in 151 tkivnih in Hiper RGS10, ST8SIA6, RUNX2, | [27]
validacija plazma cfDNA| plazemskih vzorcev VIM
Klini¢na Tkivo in 74 HCC in 29 normalnih | Hiper Diagnostic¢ni panel: [24]
validacija plazma cfDNA| tkivnih vzorcev; 116 HCC, HOXA1, EMX1, AK055957,
81 ciroznih in 98 zdravih ECEL, PFKP, CLECI11A
kontrolnih plazemskih (normaliziranih na gen
VZorcev B3GALT6)
Klini¢na Plazma 289 pacientov Hiper SEPT9 [28]
validacija cfDNA
Klini¢na Tkivo in 116 tkivnih in 326 Hiper SOCS3 [29]
validacija plazma cfDNA| plazemskih vzorcev
Klini¢na Serum cfDNA | 80 HCC, 40 ciroznih Hipo UBE2Q1 [30]
validacija jeter, 40 kroni¢ni
hepatitis B in 20 zdravih
kontrol
Klini¢na Plazma 72 HCC, 37 benignih Hiper APC, GSTP1, RASSFIA, |[31]
validacija c¢fDNA jetrnih bolezni in 41 SFRP1
zdravih kontrol
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Tabela 1. Nadaljevanje

Metoda Tip vzorca Stevilo vzorcev Tlp. .. o /18 .. Referenca
metilacije | genske lokacije
Kliniéna Tkivo in 25 tkivnih in 130 Hiper CDKN2B, PCDKN2A [32]
validacija plazma cfDNA| plazemskih vzorcev
Klini¢éna Plazma 84 HCC, 26 pacientov s | Hiper FBLNI, VIM [33]
validacija cfDNA kroni¢no jetrno
boleznijo in 84 zdravih
kontrol
Klini¢éna Tkivo in 24 tkivnih in plazemskih | Hyper APC, FHIT, CDKN2B, [34]
validacija plazma c¢fDNA| vzorcev PCDKN2A, CDH1
Meta-analiza | 144 2044 HCC in 1371 Hipo and | RASSFI1A, PCDKN2A, [35]
vkljuéenih zdravih serumskih hiper CDH1, RUNX3, GSTP1,
studij vzorcev WIF1
Meta-analiza | 33 vkljucenih |4113 pacientov Hiper RASSF1A [36]
Studij
Literaturni Plazma ali 3442 HCC in 2696 Hiper DBX2, THY1, TGR5, [37]
pregled serum ctDNA | zdravih kontrol MTIM, MT1G, INK4A,
VIM, FBLN1, RGS10,
ST8SIA6, RUNX, SEPT9

mest v HCC pojavi zelo zgodaj v razvoju raka, ta pa
ostanejo metilirana tudi v napredovalnih stadijih

HCC (38).

Kisiel s sodelavei je izvedel raziskovalno pilotno stu-
dijo faze I in faze 11, kjer so poskusali odkriti HCC
z metilacijskimi oznacevalci na ¢fDNA v plazmi
(24). Panel s Sestimi oznacevalci (HOXAI, EMXI,
AK055957, ECE1, PFKP in CLEC11A), so normali-
zirali na gen B3GALTO, in zaznali HCC z obéutlji-
vostjo 95 % in specificnostjo 92 %. Ob¢utljivost in
specificnost panela narasca z napredovanjem bolezni
in presega obcutljivost in specifi¢nost tumorskega
oznacevalca alfa-fetoprotein (AFP). Te in druge $tu-
dije so potrdile, da je mogoce HCC natancéno zaznati
s krvnimi preiskavami. Wen in njegova ekipa so raz-
vili novo visoko zmogljivo metodo metilacije DNA
MCTA-Seq (ang. Methylated CpG Tandems Amplifi-
cation and Sequencing), ki lahko analizira na tisoce
CpG otokov v enem samem vzorcu tekocinske biop-
sije (27). S to metodo so identificirali stiri gene2ewrr,
ki imajo razli¢no stopnjo metilacije v cfDNA bolnikov
s HCC v primerjavi z zdravimi bolniki. Obéutljivost
in specificnost detekcije HCC v ¢fDNA z uporabo

izbranega klasifikatorja I, ki vsebuje stiri izbrane ge-
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ne (RGS10, STSIA6, RUNX2 in VIM) in podpornega
klasifikatorja I (15 oznacevalcev, ki kazejo na cez
merno odmiranje jetrnih celic in povecujejo obcutlji-

vost testa) sta bili 94 % in 89 % (27).

Xu s sodelavci je razvil panel z desetimi metilacijskimi
oznacevalci (regije BMPRIA, PSD, ARHGAP25,
KLF3, PLAC8, ATXN1, Chr 6:170, Chr 6:3, ATADZ2,
Chr 8:20) za cfDNA, ki je u¢inkovito razlikoval bol-
nike s HCC od posameznikov z okuzbo z HBV, HCV,
zamascenimi jetri in zdravimi posamezniki. Panel je
bil uporabljen za izdelavo diagnosti¢nega napoved-
nega modela. Poleg tega je bil razvit prognosti¢ni
model, ki temelji na panelu osmih metilacijski ozna-
¢evalcev v kombinaciji s kliniénimi in demogratskimi
znacilnostmi. Oba panela sta bila boljsa od tradicio-
nalnega tumorskega oznacevalca AFP in predhodno
odkritih metilacijskih oznacevalcev (19). Hlady s sode-
lavei je ustvaril metilacijski panel s petimi oznacevalci,
ki so uspesno razlikovali bolnike s HCC od bolnikov

s cirozo (23).

Pri testiranju izbranih oznacevalcev za cfDNA se
bolje obnesejo tisti, ki so bili identificirani iz cfDNA,
kot pa tisti, ki so bili izbrani na podlagi rezultatov
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tumorskega tkiva. Nedavno je bil razvit nov visoko
zmogljiv krvni test z imenom epiLiver, ki je tumor-
sko specificen in je namenjen odkrivanju HCC. Test
temelji na metilacijskem profilu cfDNA (38). Test
zdruzuje stiri HCC CpG specifiéna mesta, skupaj z
bioloskim oznacevalcem, znacilnim za jetrno tkivo.
Stirje specifiéni oznacevalci za HCC so se izkazali za
izjemno ucinkovite, saj so zaznali 98 % vzorcev HCC
(vsaj eno od stirih izbranih mest CpG je bilo metili-
rano v tumorskih vzorcih), pri ¢emer je bila specifi-
¢nost 100. Test ima pomembno pomanjkljivost, saj
ni specificen samo za HCC, ampak lahko zazna tudi
druge vrste raka. Z dodatkom jetrno specificnega
oznacevalca je bilo mozno razlikovanje primarnih ma-
lignih tumorjev jeter od jetrnih metastaz. S kombi-
nacijo oznacevalcev, ki identificirajo hepatocelularni
karcinom (HCC), ter oznacevalcev, ki lahko prepo-
znajo izvor tkiva v jetrnih zasevkih, so dosegli obcut-
ljivost 84,5 % in specificnost 95 % pri razloc¢evanju
med bolniki s HCC, zdravimi posamezniki ter kroni-

¢nimi bolniki s HBV.

ZAKLJUCEK

Narascajoce Stevilo raziskav s podrocja DNA metila-
cije izpostavlja njen velik potencial v diagnosticiranju
HCC, napovedovanju prognoze, spremljanju bolezni
in oceni odziva na zdravljenje. V zadnjih letih so teh-
noloski napredki omogocili odkrivanje sprememb
DNA metilacije ne samo v tkivnih vzorcih, temvec
tudi v vzorcih tekocinskih biopsij, ki omogocajo hitro
in neinvazivno karakterizacijo tumorja. Raziskave ka-
zejo, da so metilacijski oznacevalci v cfDNA ucinko-
viti pri prepoznavanju HCC, kar je bilo podkrepljeno
z odkritjem panelov metilacijskih oznacevalcev. Ver-
jamemo, da bodo metilacijski oznacevalci v cfDNA
dodatno izboljsali ob¢utljivost in specificnost pri dia-
gnosticiranju HCC ter omogocili boljso in hitrejso
obravnavo bolnikov s HCC.
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