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IZVLECEK

Hepatocelularni karcinom (HCC) je drugi vodilni
vzrok smrti zaradi raka na svetu. Visoka stopnja obo-
levnosti in umrljivosti poudarja nujnost identifikacije
ucinkovitih bioloskih oznacevalcev, ki bi omogocili
zgodnjo diagnozo HCC. Narascajoce Stevilo raziskav
o nekodirajocih RNA, vkljuéno z mikroRNA, v pove-
zavi s HCC, kaze na njihovo potencialno uporabnost
pri diagnozi HCC. Namen tega pregleda je predsta-
viti panele miRNA z visoko specificnostjo in obcut-

ljivostjo za odkrivanje HCC iz vzorcev krvi.

Keywords: hepatocellular carcinoma, serum, plasma, circu-

lating microRNA

ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second lea-
ding cause of cancer death worldwide. The high rate
of morbidity and mortality emphasizes the necessity
of identifying effective biomarkers that would enable
the early diagnosis of HCC. The growing number of
studies on non-coding RNAs, including microRNAs,
in association with HCC indicates their potential
utility in the diagnosis of HCC. This review aims to
present miRNA panels with high specificity and
sensitivity for the detection of HCC from blood
samples.
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UvoD

Hepatocelularni karcinom (HCC) je najpogostejsi rak
jeter in drugi vodilni vzrok smrti zaradi raka na svetu
(1, 2). Ta agresivna oblika raka predstavlja kar 90 %
vseh primarnih rakov jeter (3). Obicajno se HCC raz-
vije ob prisotnosti ciroze, medtem ko kronicéni viru-
sni hepatitis, povezan s hepatitisom B (HBV) in C
(HCV), poskodbe zaradi alkoholne ali nealkoholne
mascobne bolezni jeter, izpostavljenost aflatoksinom
ter genetska nagnjenost dodatno spodbujajo proces

tumorigeneze (4).

V zadnjem casu narasca Stevilo raziskav, ki kazejo, da
so cirkulirajoce nekodirajoce RNA (ncRNA), vklju-
¢no z mikroRNA (miRNA), prisotne v telesnih te-
kocinah, kot so urin, plazma, serum ali slina, lahko
koristne kot potencialni diagnosti¢ni biooznacevalci
(5, 6). Te zunajcelicne ncRNA v telesnih tekoc¢inah
naj bi se sprostile iz celic po poskodbi ali apoptozi
celic, ali pa jih izlocajo zunajceli¢ni vezikli, kot so
eksosomi (7, 8). Cirkulirajoce ncRNA stejejo za tu-
morsko specificne zaradi njihove zelo specificne pri-

sotnosti med razlicnimi tkivi ali boleznimi (9, 10).

Stevilne raziskave opisujejo vlogo ncRNA pri pojavu
in razvoju HCC (11), pri ¢emer lahko njihovo spre-
membo v izrazanju uporabimo v diagnosticne na-
mene (12). V tem prispevku se bomo osredotocili na
panele cirkulirajocih miRNA, ki bi bili lahko upo-
rabni za dolocanje hepatocelularnega karcinoma v
krvnih vzorcih.

MikroRNA pri raku

MiRNA so skupina majhnih nekodirajocih RNA, obi-
cajno dolgih med 20 in 22 nukleotidov. Te molekule
izvirajo iz razli¢nih genomskih virov, vkljuéno z
intergenskimi regijami in zaporedji eksonov znotraj
nekodirajocih transkripcijskih regij. Pomembno je
omeniti, da velik delez, do 60 % znanih miRNA,
izvira iz intronskih zaporedij, ki se nahajajo bodisi v
genih, ki kodirajo proteine, bodisi v nekodirajocih
transkripcijskih regijah. MiRNA se lahko pojavljajo

kot posamezni geni ali kot skupki v genomskih regi-
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jah. V nekaterih primerih so skupki miRNA socasno
regulirani in prepisani, kar kaze na kompleksne me-
hanizme regulacije (13). Ocenjujejo, da miRNA v ¢lo-
veskem genomu predstavljajo vec kot 3 % vseh genov.
Glede na funkcionalnost so miRNA izjemno razno-
like in vplivajo na stevilne vidike regulacije genov.
Njihova osrednja funkcija pri sesalcih je predvsem
inhibicija translacije preko interakeij s 3-UTR (ne-
prevedena regija) cilinih mRNA. V kompleksnem ce-
licnem okolju posamezne miRNA lahko vplivajo na
ve¢ mRINA tar¢, véasih tudi do 200 mRNA tar¢ za
eno miRNA. Prav tako je lahko ena sama mRNA re-
gulirana z vec razlicnimi miRNA (14).

V okviru raziskav raka so miRNA postale kljucni re-
gulatorji specifi¢nih genov. Po svojem delovanju so
podobne stevilnim proteinskim transkripcijskim fak-
torjem, za katere je znano, da so kljucni akterji pri
preoblikovanju normalnih celic v maligne. MiRNA
vplivajo na razli¢ne faze izrazanja genov, vklju¢no
s transkripcijo, stabilnostjo in translacijo mRNA.
Rakave celice kazejo genetske in epigenetske spre-
membe v primerjavi z nemalignimi celicami, pri
¢emer imajo miRNA pomembno vlogo pri teh spre-
membah. Z novimi tehnologijami lahko izvedemo
celotno profiliranje genoma, s ¢imer so odkrili razli-
¢ne znacilnosti miRNA, edinstvene za dolocene vrste
raka, kar poudarja diagnosti¢ni potencial teh mole-
kul. Kombinacija oznacevalcev miRNA z drugimi
bioloskimi oznacevalci obeta boljso oceno tveganja
za razvoj raka, izboljSanje preventivnih strategij in
napovedovanje bolezni. Poleg tega so bili specificni
genetski polimorfizmi povezani z nagnjenostjo k raz-
voju razliénih vrst raka. Zato se vse bolj poudarja
potreba po zdruzevanju genomskih mutacij z ozna-
c¢evalci miRNA, kar omogoca oblikovanje celovitih
panelov oznacevalcev za natan¢nejso oceno tveganja
in zgodnjo diagnozo v okviru raziskav raka ter v kli-
nic¢ni praksi (15-17).

Cirkulirajo¢e tumorske miRNA

Identifikacija miRNA kot potencialnih oznacevalcev
v serumu ali plazmi je predstavljala pomemben pre-

boj, ki ponuja minimalno invazivno metodo za zgod-


https://szgh.si/publikacije/revija-gastroenterolog/

nje odkrivanje raka. Razumevanje znacilnosti sekre-
tornih miRNA in njihova uporabnost pri zgodnjem
odkrivanju raka sta tako izjemnega pomena (18, 19).
V zadnjih letih so miRNA pritegnile veliko pozornost
raziskovalcev, ki so prepoznali njihov potencial za
diagnozo in prognozo raka. Za sistematicen pregled
literature smo izvedli obsezno iskanje na portalu
PubMed. Za specificen tip raka (hepatocelularni rak
HCC) smo zdruzili izraze ‘miRNA panel’ s ‘plazma’
ali ‘serum’ ter ‘diagnoza’. S tem iskanjem smo iden-
tificirali 53 Studij, ki smo jih skrbno pregledali in
izbrali tiste, ki so uporabljale panele miRNA za
odkrivanje HCC ter jih primerjale s normalnimi kon-
trolami. Med izbranimi Studijami smo nato izbrali
originalne clanke, ki so testirali svoje izbrane panele
miRNA na vzorcih ¢loveskega seruma ali plazme ter

ovrednotili kombinirane panele izbranih miRNA oz

nacevalcev.

Cirkulirajo¢e miRNA pri

hepatocelularnem karcinomu

Panele miRNA smo razvrstili v tri skupine. Prvo sku-
pino sestavlja osem panelov, ki vkljucujejo izkljuéno
miRNA. V drugi skupini so trije paneli, v katerih so
miRNA zdruzene z dolgimi nekodirajo¢imi RNA
(IncRNA) in mRNA. Tretjo skupino vkljucujejo stirje
paneli, kjer so bile miRNA kombinirane z o-fetopro-
teinom (AFP). Omeniti velja, da je bilo ve¢ miRNA
uporabljenih v ve¢ panelih miRNA. Te miRNA so:
miR-126, miR-21, miR-122, miR-125b, miR-375,
miR-206, miR-192, miR-223, miR-26a in miR-27a
(Tabela 1).

Tabela 1. Pregled panelov cirkulirajocih miRNA za odkrivanje HCC

miRNA panel Tip vzorca | Stevilo vzorcev | lzrazanje| Statistika Referenca

miRNA paneli

miR-122 plazma 457 HCC, 167 i PPK = 0,941 [20]

miR-192 normalnih 1

miR-21 vzorcev i

miR-223 l

miR-26a l

miR-27a l

miR-801 l

miR-206 serum 261 HCC, 1 PPK = 0,887 [21]

miR-141-3p 173 normalnih 1 95 % 17 = 0,850-0,918)

miR-433-3p vzorcev i obcutljivost = 85,55 %

miR-1228-5p T specifiénost = 73,3 %

miR-199a-5p l

miR-122-5p l

miR-192-5p l

miR-26a-5p l

miR-214-5p serum 224 HCC, l PPK =0,95595% 17 | [22]

miR-125b 84 normalnih l obcutljivost = 83,2 %

miR-1269 VZOrcev 1 specificénost = 96,9 %

miR-375 l to¢nost = 86,8 %

miR-27b-3p serum 212 HCC, T PPK = 0,823 [23]
110 normalnih (p <0.0001)

miR-192-5p vzorcev 1

miR-375 serum 149 HCC, T PPK = 0,995 [24]

miR-10a 149 normalnih 1 95 % 17 = 0,985-1)

miR-122 vzorcev T

miR-423 1

HCC, hepatocelularni karcinom; AFP, ofetoprotein; PPK, poursina pod krivuljo; 17, interval zaupanja; PNV, pozitivna na-

povedna vrednost; NNV, negativna napovedna vrednost; T povisano izrazanje; |, znizano izrazanje; SN, standardna napaka
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Tabela 1. nadaljevanje

miRNA panel Tip vzorca | Stevilo vzorcev | lzrazanje | Statistika Referenca
miR-4661-5p eksosomi v | 84 HCC, T PPK = 0,942 [25]
miR-4746-5p serumu 26 normalnih ) (95% 17 = 0.895-0.972)
vzorcev obcutljivost = 84,5 %
specifiénost = 89,3 %
PNV = 88.8 %
NNV = 85,2 %
miR-126 serum 34 HCC, T PPK = 1,00 [26]
miR-21 25 normalnih i SN =0
miR-30¢ vzorcev i p <0,001
miR-193b 1
miR-122 1
miR-222 1
miR-125b 1
miR-10b serum 27 HCC, T PPK = 0,94 [27]
miR-181a 50 normalnih l (95 % 17 = 0,89-0,99)
miR-106b vzorcev T
miRNA + IncRNA + mRNA paneli
miR-16-2 serum 78 HCC, ) obcutljivost = 79,5 % [28]
miR-21-5p 42 normalnih i specifiénost = 100 %
IncRNA-CTBP vzorcev i
mRNA LAMP2 1
miR-1262 eksosomi v | 60 HCC, l obéutljivost = 100 % [29]
IncRNA-RP11-513115.6 | serumu 18 normalnih l specifiénost = 76,7 %
mRNA RABIIA vzorcev l PNV =81,1 %
NNV =100 %
toc¢nost = 88,3 %
miR-4764-5p serum 49 HCC, | obcutljivost = 100 % [30]
IncRNA-RP11-156p1.3 36 normalnih l specifiénost = 76,7 %
mRNA RFTN1 vzorcev l PPV =81,1 %
NNV =100 %
toc¢nost = 88,3 %
miRNA + AFP paneli
miR-122 serum 192 HCC, T PPK =1 [31]
miR-885-5p 95 normalnih i
miR-29b vzorcev l
AFP
miR-92-3p serum 115 HCC, 1 PPK = 0,988 [32]
miR-107 40 normalnih T
miR-3126-5p vzorcev l
AFP
miR-125b serum 90 HCC, l PPK = 0,936 [33]
miR-223 30 normalnih l (IZ = 0,878-0,995)
miR-27a vzorcev l obcutljivost = 0,907
miR-26a l specifiénost = 0,933
AFP
miR-206 plazma 38 HCC, 1 PPK = 0,989 [34]
miR-126 20 normalnih l (IZ = 0,919-1,000)
AFP kontrol

HCC, hepatocelularni karcinom; AFP, ofetoprotein; PPK, poursina pod krivuljo; 17, interval zaupanja; PNV, pozitivna na-
povedna vrednost; NNV, negativna napovedna vrednost; T povisano izrazanje; |, znizano izrazanje; SN, standardna napaka
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MiRNA paneli

Pri pregledu panelov miRNA za odkrivanje HCC so
vsi paneli pokazali visoko diagnosti¢no natan¢nost z
vrednostmi povrsine pod krivuljo (PPK) od 0,837 do
1,00 (Tabela 1). Vsak panel je bil sestavljen iz dveh
do osmih miRNA (20-27). Paneli so bili razviti z
razlicnimi metodologijami. Nekateri so za zacetni pre-
sejalni postopek uporabili mikromreze (20) ali mreze
za izrazanje genov (24), drugi pa so uporabili nabore
podatkov iz prosto dostopnih zbirk podatkov Gene
Expression Omnibus (GEO) ali The Cancer Genome
Atlas (TCGA) (25), ali uporabili tehnike sekvencira-
nja (21). Nekatere studije so v procesu razvoja panela
uporabile bolj neposreden pristop (22, 26, 27), med-
tem ko so druge izbrale vecfazno strategijo. Ena stu-
dija je uporabila dvofazni pristop (24), druge pa so ga
razsirile na trifazni pristop (20, 21, 25).

Ceprav so nekateri paneli pokazali visoko vrednost
PPK, na primer Studiji Ali in sod. (26) ter Jiang in
sod. (27), je bila njihova kohorta precej majhna, 34
oziroma 27 primerov HCC. Za pridobitev objektivnej-
Sih rezultatov bi bilo potrebno panela dodatno testi-
rati. Zanesljivejsi so rezultati studij, ki so uporabile
vecfazno testiranje na vecjih kohortah, kot so studije,
ki so jih izvedli Zhou in sod. (20), Tan in sod. (21)
ter Zhu in sod. (23).

Panel, ki je bil testiran na najvec vzorcih so objavili
Zhou in sod., kjer so z uporabo mikromrez preverili
723 miRNA v 137 vzorcih plazme. Panel je bil pre-
izkusen na preskusni skupini, nato pa potrjen z ne-
odvisno skupino, kar zagotavlja visoko diagnosticno
natancnost tega miRNA panela (20).

MiRNA paneli v kombinaciji z IncRNA in
mRNA

V primerjavi s paneli, kjer so vkljucene izkljuéno
miRINA so paneli in so miRNA kombinirali z IncRNA
in mRNA, imeli ob¢utljivost od 79,5 % do 100 % in
specificnost od 76,7 % do 100 % (Tabela 1) (28-30).
Ceprav so rezultati teh Studij obetavni, je vredno ome-
niti, da temeljijo na relativno majhnem stevilu vzor-

cev (49 do 78) v primerjavi s paneli, kjer so vkljucene
izkljuéno miRNA. V studijah, kjer so panele kombi-
nirali z IncRNA in mRNA, so uporabili neposreden
pristop brez validacijskih kohort, zato bi za potrditev
njihove statisticne vrednosti morali biti paneli pre-

verjeni se na neodvisnih kohortah.
MiRNA paneli v kombinaciji z AFP

AFP je eden najpogosteje uporabljenih biooznaceval-
cev, ki so ga prvic predstavili v sestdesetih letih prejs-
njega stoletja, kljub temu pa je njegova obcutljivost
za diagnosticiranje HCC okoli 60 %, specifi¢nost pa
je Se vedno neustrezna (35). V do tretjini primerov
HCC ostanejo AFP vrednosti v serumu normalne,
poleg tega se lahko zvisanje AFP pojavi tudi pri neka-
terih benignih boleznih jeter in drugih tumorjih (npr.

tumor zarodnih celic) (36).

AFP je bil vklju¢en v miRNA panele za izboljsanje
statisti¢ne vrednosti panelov, kar potrjuje visoka
vrednost PPK, ki se giblje od 0,936 do 1 (Tabela 1)
(31-34). Ceprav nobena panela v kombinaciji z AFP
ni imela vecfaznega testiranja, je Studija, ki jo je izve-
del Zekri in sod. imela veliko kohorto 192 primerov
HCC, poleg tega je imela njihova panela tudi naj-
boljsi statisti¢ni potencial (31).

ZAKLJUCEK

HCC je kompleksna bolezen, ki vkljucuje razlicne
dejavnike tveganja in jo obicajno diagnosticiramo, ko
je rak v napredovalem stadiju s slabim prezivetjem.
Pomanjkanje specifi¢nih diagnosti¢nih markerjev za
HCC predstavlja izziv za zgodnje odkrivanje bolezni
in zdravljenje raka. MiRNA so regulatorji izrazanja
genov in imajo kljuéno vlogo pri patogenezi HCC.
Njihovo izrazanje je spremenjeno celo v zelo zgod-
njih fazah raka, zato je njihov potencial za detekcijo

HCC v zgodnji fazi pomemben.
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