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Souhrn

Vychodiska: Pacienti s primarnimi a sekundarnimi nadory jater, ktefi nemohou nebo nechtéji
podstoupit chirurgickou terapii, jsou moznymi kandidaty pro pouziti metod interven¢ni radio-
logie — transarteridlni chemoembolizace (TACE) ¢i termalni ablace (TA). Obé metody zpUsobuji
charakteristické zmény v jaterni tkani (zanét, hypoxie, zvysena teplota, destrukce tkané), které
jsou navic doprovazeny systémovou sekreci cytokind nebo mikroRNA (miRNA). Cilem studie
bylo proto sledovani dynamiky zmén v hladinach cirkulujicich miRNA asociovanych s hypoxii
(miRNA-21, miRNA-210), poskozenim jater (miRNA-122) a epitelidlné-mezenchymalini tranzici
(miRNA-200a) u pacientd podstupujicich TA a TACE a zhodnoceni zavislosti téchto zmén na
systémovém ucinku intervencnich zékrokU. Materidl a metody: Do studie bylo zafazeno 10 pa-
cientl s primarnim hepatocelularnim karcinomem, lé¢enych TACE, a 10 pacientl s metastatic-
kym kolorektalnim karcinomem lokalizovanym v jatrech, Ié¢enych TA. TA byla provedena za
pouziti radiofrekven¢niho nebo mikrovinného generatoru (RITA, Microsulis, AngioDynamics,
Inc), pro TACE byly pouzity emboliza¢ni ¢astice s navdzanym doxorubicinem (DCBeads, Bio-
compatibles Ltd.). Zhodnoceni nddorového onemocnéni bylo provedeno pomoci RECIST (Re-
sponse Evaluation Criteria in Solid Tumours), mRECIST (modified RECIST) kritérii a volumetrie.
Koncentrace miRNA byly u kazdého pacienta méfeny ve ¢tyfech ¢asovych odbérech (pred z3-
krokem, ihned po ném a s odstupem 24 hod a 1 tydne) pomoci miRNA specifickych TagMan®
Assays a metody kvantitativni polymerazové fetézové reakce. Vysledky: V ramci studie byla
pozorovana zména hladin sledovanych miRNA u viech intervenci. U TA doslo ke statisticky vy-
znamnému vzestupu hladiny miR-122 a miR-200a ihned po zdkroku, zatimco u TACE byl pozo-
rovan vyznamny ndrlst cirkulujicich miRNA az 24 hod po intervenci (miR-21, miR-210, miR-122,
miR-200a). U obou metod nasledoval po inicidlnim vzestupu postupny pokles hladin miRNA na
pGvodni hladinu. Zjisténé zmény dynamiky hladin cirkulujicich miRNA odpovidaji pfedpokla-
danému biologickému efektu TA a TACE a jejich odlisSnému plsobeni na nadorovou tkan. Zdvér:
Vysledky pilotni studie poukazuji na potencidlni vyuziti cirkulujicich miRNA pro monitorovéni
systémového efektu TA a TACE.
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Summary

Background: Hepatic cancer patients who cannot undergo surgical resection of tumour are candidates for methods of interventional radiology
- transarterial chemoembolization (TACE) or thermal ablative (TA) therapy. Both methods are causing characteristic changes in liver tissue (infla-
mmatory immune response, hypoxia, elevated temperature, tissue destruction) which are accompanied with systemic secretion of cytokines or
microRNAs (miRNAs). The aim of our study was to investigate whether the level of circulating miRNAs related to hypoxia (miR-21 and miR-210),
liver injury (miR-122) and epithelial-mesenchymal transition (miR-200a) could reflect systemic effect of these intervention techniques. Materials
and methods: Study consisted of 10 primary hepatocellular carcinoma patients treated with TACE and 10 patients with liver metastases of colo-
rectal cancer treated with TA. Thermal ablation was performed using the radiofrequency or microwave generator (RITA, Microsulis, AngioDyna-
mics,Inc), for TACE drug eluting beads (DCBeads, Biocompatibles Ltd.) were used. Tumours were evaluated using RECIST (Response Evaluation
Criteria in Solid Tumours), mRECIST (modified RECIST) criterion and volumetry. For all patients we determined concentrations of miRNA in blood
plasma samples from four time points (before intervention, immediately after intervention, 24 hours after intervention, 1 week after intervention)
using TagMan® Assays and quantitative real time polymerase chain reaction method. Results: After both intervention techniques we observed
changes in circulating miRNA levels. In TA cases we observed significant increase of miR-122 and miR-200a concentrations immediately after
intervention, on the contrary in TACE we observed increase in miRNA concentration at time point 24 hours after intervention (miR-21, miR-210,
miR-122, miR-200a). Increased concentration of circulating miRNA was followed by subsequent decline to initial level. These changes were con-
sistent with presumed biological effect of TA and TACE on tumour tissue. Conclusion: Data of this pilot study show potential usage of circulating

miRNA for monitoring of systemic effect of thermal ablative and intraarterial therapies.
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Vychodiska

Maligni nadory jater jsou kvali svému
¢asto agresivnimu chovani a rezistenci
ke konvencni terapii celosvétové druhou
nejcastéjsi pricinou smrti u muzl a Ses-
tou u Zen. V roce 2016 bylo v CR nové
diagnostikovano 918 ptipadl primar-
nich nadoru jater, nicméné nejvétsi sku-
pinu tvofi sekundarni tumory jater (60—
80 %). Nejcastéji se jednd o metastazy
kolorektalniho karcinomu, nadord prsu
¢i neuroendokrinnich tumort [1]. Z&-
kladni terapeutickou moznosti u loZis-
kovych procesu jater predstavuje chi-
rurgicka resekce, avsak vétsina pacientt
s jaternimi nadory je diagnostikovana ve
stfednim a pokrocilém stadiu, které uz
neni resekovatelné kvali rozsahu, pro-
rdstani do cév ¢&i okoli jater, celkovému
$patnému stavu pacienta a funkci jater.
Jednou z moznosti terapie jsou metody
intervencni radiologie, jako je termalni
ablace (TA) nebo transarteridlni chemo-
embolizace (TACE). TA je zaloZena na lo-
kadlnim zahrati tkani, které vede k de-
strukci nddorové tkané. Naproti tomu
TACE kombinuje efekt lokaIni ischemie
a chemoterapie pfi selektivni obstrukci
arterialniho zasobeni nadoru. Uspés-
nost interven¢nich zakrokl zavisi nejen
na biologické povaze, velikosti nadoru,
technickém provedeni a reakci organi-
zmu, ale také na molekuldrnich zmé-
nach spojenych s témito procedurami.
Obé metody jsou totiz spojeny s cha-

rakteristickymi zménami v destruované
nadorové tkani, zejména se jedna o za-
nétlivé zmény, hypoxii, apoptézu a ele-
vaci teploty [2,3] doprovazené systémo-
vou sekreci cytokin(, rdstovych faktor(
nebo mikroRNA (miRNA) do krevniho
recisté [4,5].

MiIRNA jsou nekddujici jednofetéz-
cové RNA dlouhé pfiblizné 21-23 nuk-
leotidd, které posttranskripéné reguluji
expresi az poloviny lidskych protein-ké-
dujicich gena. Diky tomu se podili na da-
lezitych biologickych procesech, ale jsou
také zapojeny do rozvoje mnoha one-
mocnéni v¢. téch nadorovych. Zmény
v expresnich profilech miRNA byly
kromé nadorové tkané pozorovany také
v télnich tekutinach, kde mohou odrazet
nékteré vlastnosti tumoru nebo priibéh
onemocnéni. Nékteré studie popisuji
také vyznamnou ulohu miRNA v mezi-
bunécné komunikaci. Pfikladem muze
byt sekrece miRNA v duUsledku hypo-
xie vyvolané TACE vedouci ke zvysené
angiogenezi, ktera hraje dulezitou roli
ve vzniku lokalnich recidiv a metasta-
zovani HCC [6]. Stejné tak mohou byt
miRNA sekretovany jako odpovéd na
termalni poskozeni tkdné, coz mize sou-
viset s vy$Sim vyskytem novych intrahe-
patickych loZisek u pacientd lé¢enych
TA ve srovnani s chirurgickou resekci (az
0 25-39 %) [7]. Dosud byla hladina né-
kterych miRNA asociovana s progné-
zou a lécebnou odpovédi u pacientll

[écenych TACE [8], popft. byla popséna
zména hladiny konkrétnich miRNA sou-
visejici s tcinnosti 1écby [9]. Klinicky vy-
stup u pacientl podstupujicich TA i TACE
se vyrazné lisi a je tézké ho predpové-
dét. Citlivé a specifické biomarkery pro
predikci lé¢ebné odpovédi by proto
mohly zefektivnit vybér a nastaveni te-
rapie. Vhodnymi kandidaty pro tyto bio-
markery by mohly byt pravé cirkulujici
miRNA.

Material a metody

Do prospektivni studie bylo zafazeno
celkem 20 pacientll lé¢enych na Kli-
nice radiologie a nuklearni mediciny Fa-
kultni nemocnice Brno. Z tohoto poctu
bylo 10 pacientd diagnostikovano s pri-
marnim hepatocelularnim karcinomem
(lé¢ebnd modalita TACE) a 10 pacientu
s metastatickym kolorektalnim karci-
nomem lokalizovanym v jatrech (lécba
TA). Vsichni pacienti podepsali informo-
vany souhlas. Pro TA byl pouzit radio-
frekvenéni nebo mikrovinny generator
(RITA, Microsulis, AngioDynamics, Inc),
TACE byla provedena za pouziti embo-
lizacnich ¢astic s navdzanym doxorubi-
cinem (DCBeads, Biocompatibles Ltd.).
Koncentrace miRNA byly u kazdého pa-
cienta stanoveny ve Ctyfech sériovych
vzorcich krevni plazmy odebranych
v rdznych casovych intervalech (pfed
zakrokem, ihned po ném a s odstupem
24 hod a 1 tydne). Vzorky pIné krve byly
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odebrany za pouziti odbérovych zkuma-
vek S-Monovette® 9 ml K3E (Sarstedt, Né-
mecko), krevni plazma byla poté ziskana
centrifugaci (1 000g/ 10 min / 4 °C). Cel-
kova RNA obohacend o frakci kratkych
RNA byla izolovana za pouziti miRNeasy
Serum/Plasma Kit (Qiagen, Hilden, Né-
mecko). Hladina jednotlivych miRNA
byla stanovena pomoci specifickych
TagMan® MicroRNA Assay (Thermo-
Fisher Scientific, Waltham, USA) a metody
kvantitativni polymerdzové fetézové
reakce (quantitative real time polyme-
rase chain reaction - qRT-PCR) v souladu
s protokolem vyrobce. Absolutni koncen-
trace byla ziskdna za pouziti syntetickych
miRNA oligonukleotidll (Integrated DNA
Technologies, Inc, Coralville, lowa, USA),
které byly sériové fedény a analyzovany
paralelné se vzorky pacientd. Ct (cycle of
treshold) hodnoty biologickych vzork(
byly na zakladé pfislusnych kalibra¢nich
kfivek prevedeny na koncentraci miRNA.
Zména hladiny miRNA mezi sledova-
nymi ¢asovymi Useky byla hodnocena
pomoci Mannova-Whitneyho U testu.

Vysledky

Za Ucelem sledovani zmén v dynamice
hladin cirkulujicich miRNA v zavislosti na
provedeném vykonu TA nebo TACE jsme
analyzovali hladiny miRNA asociova-
nych s hypoxii (miRNA-21 a miRNA-210),
s poskozenim jaterni tkané (miRNA-
122) a epitelidlné-mezenchymalni
tranzici (miRNA-200a). U TA byl pozo-
rovan signifikantni nardst hladin zkou-
manych miRNA ihned po zdkroku (miR-
122, p = 0,0059; miR-200a, p = 0,002).
U TACE byl vzestup hladin cirkulujicich
miRNA pozorovén az v ¢ase 24 hod po
intervenci (miR-21, p = 0,002; miR-210,
p = 0,00593; miR-122, p = 0,0137; miR-
-200a, p =0,0195). U obou metod byl po-
¢atecni vzestup nasledovan postupnym
snizovanim hladin miRNA.

Diskuze
Klinicky vystup se u pacientl podstu-
pujicich TA i TACE vyrazné lisi. Zaro-

ven v soucasnosti chybi vhodny mo-
lekuldrni marker, ktery by umoznil
predikovat lé¢ebnou odpovéd a Uspés-
nost terapie interven¢nimi metodami.
V nasi studii jsme analyzovali hladiny
vybranych cirkulujicich miRNA v pri-
béhu TA a TACE. Analyza dat ukazala,
7e u obou metod dochazi po vykonu
ke zméné hladin miRNA v cirkulaci, pfi-
¢emz tato zména se u obou vykonl
li$i v dynamice. Tato zména odpovida
biologickému efektu, jakym zpUso-
buji destrukci tkané. U radiofrekvencni
ablace (RFA) k vlastni destrukci tumoru
dochazi teplem, které vznikd pohy-
bem elektricky nabitych ¢astic uvnitf
tkdné pUsobenim vysokofrekvenc-
niho proudu. Pfi této teploté dochazi
okamzité k rozruseni bunéé¢né mem-
brany a k postupné denaturaci bilkovin
a v okrajovych zénach také k uvolnéni
intracelularniho bunééného obsahu
v¢. miRNA do cirkulace. V okoli navo-
zené nekrézy navic dochazi k zanétu.
To zahrnuje mj. zvyseni exprese heat
shock proteing, ale i poctu zanétlivych
bunék a lokdInimu i sérovému zvyseni
marker( zanétu a proangiogennich
faktor( [10]. U TACE spociva princip
destrukce nadorové tkané v superse-
lektivnim poddani smési emboliza¢niho
materidlu a cytostatika. Vzniklad smés
se dostane do presinusoidalni oblasti
cévniho fecisté jater a zcela vyplni vas-
kuldrni prostory loziska. Takto dochazi
k hypoxii nadorové tkané a k lokalnimu
prodlouzenému plisobeni cystosta-
tika ve vysoké koncentraci. Oboji vede
k postupné nekroze bunék, nikoliv vsak
okamzité, jako tomu bylo u RFA. Pozoro-
vany narast miRNA v cirkulaci tedy ko-
reloval s biologickou podstatou obou
metod.

Na zdkladé vysledk(l Ize tedy pfed-
pokladat, ze hladina sérovych miRNA
umoznuje sledovat pridbéh metod in-
tervencni radiologie a méni se v zavis-
losti na systémové odpovédi ovlivnéné
tkané. Cirkulujici miRNA proto maji po-
tencidl slouzit jako neinvazivni bio-

markery predikujici odpovéd na terapii
nebo Uspésnost vykonu.

Zavér

V ramci studie jsme ovéfili, Ze hladina
vybranych cirkulujicich miRNA se u pa-
cientd podstupujicich TA a TACE dy-
namicky méni v zavislosti na prove-
deném vykonu. Pilotni data naznacuji
potencialni pouziti cirkulujicich miRNA
pro monitorovani systémového efektu
metod intervencni radiologie.
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