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2 Souhrn

Karcinom pankreatu se fadi mezi nddory s nejhorsi progndzou. Ta je dana vysokou letalitou
z dlvodu absence casnych symptom( a vhodnych markertd. Cilem prace bylo jednak zmapovat u
pacientl s karcinomem vyskyt prvnich nespecifickych priznakl nemoci (recentni vznik diabetes
mellitus a hmotnostni Ubytek), dale pak otestovat vytipované miRNA jako markery karcinomu a

porovnat jejich expresi s pacienty s chronickou pankreatitidou.

Do studie bylo celkem zatazeno 77 pacient( s duktalnim adenokarcinomem pankreatu, 26
s chronickou pankreatitidou, 39 diabetik( 2. typu bez prokazaného nadorového onemocnéni a 25
kontrolnich osob. Diabetes mellitus nebo prediabetes byl pfitomen u 60 osob s karcinomem a u 18
osob s chronickou pankreatitidou. Signifikantni vahovy udbytek byl pozorovdan u 52 osob
s karcinomem. Exprese miRNA (miR-21, miR-30, miR-191, miR-192, miR-196, miR-200, miR-423 a

miR-454) byly stanovovany v séru metodou real-time PCR.

Rozdilna exprese miRNA mezi vSemi skupinami (karcinom — chronickd pankreatitida —
kontrolni soubor) byla pozorovana u miR-196: 1,9 (1,6-2,2); 0,4 (0,3-0,4); 1,0 (0,8-1,2) [U]. U zadné
miRNA nebyl pozorovan rozdil v podskupindch podle pfitomnosti diabetu. Chronickd pankreatitida
vykazovala vyrazné snizenou expresi miR-423 proti ostatnim skupindm. Pfi posuzovani u¢innosti testu
s miRNA na skupiné symptomatickych pacientl (recentni diagndza diabetu a signifikantni hubnuti)

bny miR-192 a miR-200 Uéll’lné]gll nez CA 19-9 (AUCmiR.192=0,81, AUCmiR»zoo=O,88, AUCCA 19.9=0,78).

MicroRNA 192, 200 a 423 se zdaji byt ukazateli, které mohou pfispét ke zlepSeni diagnostiky
karcinomu pankreatu. Jasnou vyhodou je podobné jako u CA 19-9 neinvazivita vysSetreni, u miR-423
vyrazna diskriminace mezi chronickou pankreatitidou a karcinomem, kterou test CA 19-9 neni
schopen poskytnout. Pfedmétem dalSich studii bude vysetfeni panelu miRNA u pacientl

s karcinomem pred a po operaci nddoru, ddle pak zahrnuti ¢asnych stadii karcinomu a prekancerdz.
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3 Summary

Pancreatic cancer ranks among the cancers with the worst prognosis. High lethality of the
disease is caused by late diagnose and a lack of powerful and early markers. The goal of this study
was to observe the presence of early unspecific signs of the disease (new-onset diabetes mellitus and
weight loss) and to test selected miRNAs as markers of pancreatic cancer, with an additional

comparison to miRNA expressions in patients with chronic pancreatitis.

We have included 77 patients with ductal pancreatic adenocarcinoma, 26 with chronic
pancreatitis, 39 patients with type 2 diabetes mellitus without any tumor disease and 25 control
subjects. In the cancer group, there were 60 patients who also had diabetes/prediabetes and 18 with
chronic pancreatitis in their personal history. Significant weight loss was observed in 52 patients with
the cancer. Expressions of miRNAs (miR-21, miR-30, miR-191, miR-192, miR-196, miR-200, miR-423

and miR-454) were measured in the serum by real-time PCR method.

Variable miRNA expressions among all 3 groups (pancreatic cancer — chronic pancreatitis —
controls) were distinguished in miR-196: 1,9 (1,6-2,2); 0,4 (0,3-0,4); 1,0 (0,8-1,2) [U]. No significant
difference was observed between diabetic and non-diabetic patients within the groups. MicroRNA-
423 was expressed less in chronic pancreatitis compared to the other groups. MicroRNA-192 and -
200 were more powerful than CA 19-9 in symptomatic patients with the cancer (new-onset diabetes

and significant weight loss): AUCmIiR-192=0,81, AUCmiR-200=0,88, AUCCA 19-9=0,78.

MicroRNA-192, -200 and -423 may improve the pancreatic cancer diagnosis. The advantage
of such an examination consists (similarily to CA 19-9) in non-invasiveness, miR-423 can even clearly
distinguish chronic pancreatitis from the cancer, which is not possible by CA 19-9. In the future,
miRNA examination in the patients before and after a surgical resection of the cancer is planned, as

well as in the early cancer stages and precancerosis.



4 Seznam zkratek

AUC
BMI
CEA
Cq
DM
CHP
mMiRNA (miR)
mRNA
NDM
NCHP
NWL
oGTT
PAC

ROC

SVOoD
SWL
T2DM
T3cDM

TNM

plocha pod kfivkou (area under the curve)

index télesné hmotnosti (body mass index)

karcinoembryondlni antigen (carcinoembryonic antigen)

hodnota kvantifikace cyklu (cycle quantification number)

diabetes mellitus

chronicka pankreatitida

microRNA

messenger RNA

bez diabetu (no diabetes)

bez chronické pankreatitidy (no chronic pancreatitis)

bez hubnuti (no weight loss)

oralni glukdzovy tolerancni test (oral glucose tolerance test)
karcinom pankreatu (pancreatic adenocarcinoma)

receiver operating characteristic — graf, popisujici kvalitu binarniho
klasifikatoru v zavislosti na nastaveni jeho klasifikacniho prahu
software pro vizualizaci onkologickych dat

signifikantni hubnuti (significant weight loss)

diabetes mellitus 2. typu

sekundarni diabetes mellitus u karcinomu pankreatu

onkologicka klasifikace nddorového onemocnéni (T — velikost tumoru, N —

lymfatickd uzlina, M — vzdalena metastaza)



5 Uvod

Vyskyt karcinomu pankreatu celosvétové roste. Ceskd republika patfi sincidenci 20,8
nemocnych na 100000 obyvatel vroce 2018 mezi 10 zemi svéta s nejvysSim vyskytem
onemocnéni [1]. Maly rozdil mezi incidenci a mortalitou je dan zejména pozdni diagnostikou
onemocnéni, jednak také omezenymi terapeutickymi moZnostmi. Pouze u pétiny nemocnych
(450 pripadd) byl karcinom ve stadiu | nebo Il, tedy v potencidlné léCitelném stadiu. Pfesto dosahuje
mortalita v téchto stadiich 67 %, ve stadiu Ill a IV pak dokonce 95 % [2]. Primérné pétileté preZiti pro

vSechna stadia byva uvadéno okolo 2-5 %.

Mezi neovlivnitelné rizikové faktory patfi napf. pozitivni rodinna anamnéza, hereditarni
forma chronické pankreatitidy a vék, mezi ovlivnitelné se fadi zejména koureni, abuzus alkoholu

a obezita. Na pomezi mezi ovlivnitelnymi a neovlivnitelnymi faktory pak stoji diabetes mellitus.

Pravé diabetes mellitus (DM) a obezita jsou onemocnéni, ktera v soucasné dobé maiji ve
vyspélych zemich aZ pandemicky charakter. V CR je v sou¢asné dobé asi 8,5 % diabetik(i, odhaduje se,
Ze dalSich 200 000 je dosud nediagnostikovanych. V nami sledované populaci (u starsich pacient() se
DM vyskytuje az u 25 — 30 % [3]. V dospélé ceské populaci ma nadvahu (BMI = 25, < 30 kg/m2) 34 %
obyvatel, obezitou (BMI > 30 kg/m2) pak trpi 23 % obyvatel. Mezi obéznimi pacienty je 3x vice

diabetikl [4], pacientl s DM a obezitou neustale pribyva [3,4].

Diabetici maji téméf dvojnasobné riziko karcinomu pankreatu [5]. Nejvyssiho (aZ
trojndsobného) rizika dosahuji pacienti s nové diagnostikovanym DM (do 2 let trvani). S rostouci
dobou od stanoveni pak postupné toto riziko naopak klesa az na 1,4x ve skupiné pacientu s letitou
anamnézou DM (> 15 let) [6]. Prevalence diabetes mellitus, pfip. porusené glukdzové tolerance se u
karcinomu pankreatu pohybuje v rGznych studiich od 40 do 80 % [7,8,9,10]. Z uvedeného vyplyva, Ze

samotny diabetes mellitus v urcité mirfe zvySuje riziko vyskytu nadoru (nejenom) pankreatu.
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Karcinom pankreatu ale vede k rozvoji DM, jehoZ vyskyt je pak prvnim alarmujicim symptomem
nemoci [7]. Tento pankreatogenni diabetes je nékterymi autory oznacovan jako T3cDM. Nové vznikly
diabetes, zvlasté pak u neobéznich jedincl bez pozitivni rodinné anamnézy DM a s rychlou progresi,

by mohl byt pouzit jako ¢asny marker neoplazie [11]. Tito jedinci by mohli byt cilené vySetfovani [12].

V soucasnosti je v diagnostice karcinomu pankreatu zlatym standardem kombinace
biochemickych marker(i a zobrazovacich metod. BohuZel tato vysetfeni nejsou vhodna k ¢asnému
(asymptomatickému) zachytu onemocnéni, kdy je nador maly, ale resekabilni, pfipadné jde-li o
premaligni stadium — pankreatickou intraepitelidlni neopldzii (PanIN), intraduktalni papildrni
mucindzni neoplazii (IPMN) nebo pankreatickou mucindzni cystickou neoplazii. Obtizné je rovnéz
mnohdy rozliSeni karcinomu od chronické pankreatitidy a autoimunitni pankreatitidy [13].
Z biochemickych marker( se rutinné uzivd CA 19-9 a CEA, jejichZ senzitivita je okolo 80 a 45 % a
specificita 83 a 85 % [14]. Problematika téchto markerd spociva vtom, Ze mohou byt zvySeny i u
akutni cholangoitidy, pankreatitidy a jinych gastrointestindlnich nadord. U nizce diferencovaného
karcinomu pankreatu a v ¢asnych stadiich naopak nemusi byt zvySeny vibec [15]. Podobné jako

zobrazovaci metody tak pfilis nepfispéji k ¢asnému zachytu, a tim ani ke zlepSeni progndézy pacienta.

Proto jsou hledany dalsi nové markery, které by dokazaly zlepsit statistické ukazatele.
Jednim z moznych pfistupl jsou microRNA (miRNA, téZ miR) — kratké jednovlaknové molekuly RNA
regulujici tvorbu proteinu na posttranskripéni Urovni. Vedle pouZiti v diagnostice se jiz nachazi
v rlizné fazi klinického testovani nékolik latek, které vyuzivaji princip fungovani miRNA k terapii (napft.

Miravirsen pro |é¢bu heaptitis C, ale také Atu027 k terapii karcinomu pankreatu a dalsi) [16,17].



6 Hypotézy a cile reSeni dizertacni prace

Dizertacni prace si polozZila za cil pfi studiu karcinomu pankreatu a) vybrat vhodné miRNA,
které by mohly poslouZit jako markery v diagnostice tohoto onemocnéni, a b) zhodnotit jejich zmény

u vybranych skupin pacientd proti zdravym osobam.

Bé&hem nasi pilotni studie bylo pomoci Tagman karet (celkem 754 miRNA reakci) vytipovano
6 miRNA (miR-21, miR-30, miR-192, miR-196, miR-200, miR-423), které mély odliSné exprese u

pacient( s karcinomem pankreatu v porovnani se zdravymi osobami.

6.1 Hypotézy

1. Vybrané miRNA jsou odlisné exprimovany u pacientd s karcinomem pankreatu
v porovnani s osobami bez karcinomu a mohou tak byt pouzity ke zlepSeni
neinvazivni diagnostiky.

2. Existuje rozdil v téchto expresich mezi karcinomem a chronickou pankreatitidou

3. Existuje rozdil v expresich v rdmci heterogenni skupiny osob s diabetem:

e diabetes jako rizikovy faktor — letitd anamnéza diabetu pred diagndzou
karcinomu
e diabetes jako symptom nemoci — recentné diagnostikovany diabetes
(T3cDM) pred zjisténym karcinomem
o diabetes mellitus 2. typu bez karcinomu
4. Neni rozdil v expresich podle stadia karcinomu, hmotnostnich zmén &i pfitomnosti

chronické pankreatitidy v osobni anamnéze u osob s karcinomem pankreatu
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6.2 Cile feSeni

Vzhledem k predpokladu vyuzZiti vysledkd studie ke zlepSeni neinvazivni diagnostiky
karcinomu pankreatu budou exprese miRNA stanovovdny v séru. Budou pouzity jednotlivé eseje
mMiRNA se zpracovanim pomoci RT-PCR. Kruskal-Wallisova ANOVA a testy senzitivity a specificity

budou pouzity ke statistickému zhodnoceni.

Pacienti budou zafazeni do skupin podle nasledujicich kritérii:

1.) karcinom pankreatu
a. + diabetes mellitus diagnostikovany do 2 let pted diagnézou karcinomu
b. +dlouhodobé (> 2 roky) IéCeny diabetes mellitus
c. bezdiabetu
2.) chronicka pankreatitida
a. +diabetes mellitus
b. bez diabetu
3.) diabetes mellitus 2. typu

4.) kontrolni soubor zdravych osob

Soubory pacientd budou vytvofeny vramci sledovani vodbornych ambulancich
(diabetologické, gastroenterologické) a ve spolupraci s chirurgickymi pracovisti a pracovisti patologie.
VSechny zarazené osoby budou komplexné vysetreny klinicky i laboratorné. U vSech osob bude
proveden odbér krve k analyzdm nalacno. Podrobnd data u osob s karcinomem (stadium nemoci,
chronicka pankreatitida v osobni anamnéze, koureni, pokles hmotnosti, klinické symptomy) budou

vyuzita k dalSim subanalyzam.
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Na zakladé hodnoceni posuzovanych parametri byl navrien statistikem nejmensi pocet

v jednotlivych skupinach 25 osob.

Prace by méla poslouzit jako podklad kdalSimu studiu u karcinomu pankreatu
kombinovaného s diabetem a predevsim k dalSim analyzam u pacientl se zamérenim na ¢asnou

diagnostiku tohoto onemocnéni.
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7 Pacienti a metody

7.1 Pacienti

Do studie bylo celkem zarazeno 77 pacientl sadenokarcinomem pankreatu (PAC), 26
s chronickou pankreatitidou (CHP), 39 diabetikd 2. typu (T2DM) bez prokazatelného nadorového
onemocnéni a 25 kontrolnich osob (bez karcinomu, bez pankreatitidy a bez diabetu). Pacienti
s karcinomem byli zatazovani postupné v obdobi, jak pfichazeli na pracovisté Il. interni kliniky FNKV,
lII. interni kliniky VFN a Interni kliniky UVN. Pacienti s chronickou pankreatitidou jsou dlouhodobé
v dispenzarni gastroenterologické péci Il. interni kliniky FNKV, pacienti s diabetes mellitus 2. typu bez
karcinomu a bez pankreatitidy jsou dispenzarizovani na lll. interni klinice VFN, kde byl rovnéz
vytvoren i kontrolni soubor pacientd. Zakladni charakteristiku souboru uvadi Tabulka 1. Pacienti
souhlasili s ucasti ve studii, podepsali informovany souhlas. Studie byla schvalena obéma etickymi

komisemi: 3. LF UK a FNKV.

Tabulka 1: Zakladni charakteristika souboru

glykémie na lacno HbAlc

pocet vék muzi/zeny BMI [kg/m2] [mmol/I] (mmol/mol]
PAC 77 6818 44/33 25.945.2 7.94¢3.9 48.6+18.1
CHP 26 62111 15/11 24.3£3.1 9.044.7 58.2+31.7
T2DM 39 6316 27/12 30.1+4.3 7.7%1.6 51.8+£13.0
Kontroly |25 63+7 17/8 27.2+3.6 5.3%0.5 37.814.6

PAC — pacienti s karcinomem pankreatu, CHP — pacienti s chronickou pankreatitidou, T2DM -
pacienti s diabetes mellitus 2. typu

U 14 % pacientld skarcinomem byla anamnesticky pfitomna chronicka pankreatitida.
Sedesat pacientd (78 %) mélo poruchu glukézové regulace hodnocenou jako prediabetes nebo
diabetes mellitus (PAC DM). U 17 znich byla tato porucha dlouhodobé zndma (PAC T2DM) —

diagnostikovana pred vice nez 2 roky pred vlastni diagndzou karcinomu. U zbylych 43 osob (tedy 56 %
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vSech osob skarcinomem) bylo toto obdobi kratsi nez 2 roky, u vétSiny (34 osob) pak byl
(pre)diabetes diagnostikovan aZz v souvislosti s karcinomem. Takovy recentné zachyceny diabetes
hodnotime jako sekundarni pankreatogenni diabetes pfi karcinomu pankreatu, ktery je nékterymi

autory oznacovan jako T3cDM [18] (Graf 1).

Osoby s karcinomem byly rovnéZ hodnoceny podle vahového ubytku. Za signifikantni
vahovy Ubytek byl povaZovan pokles hmotnosti vétsi nez 5 % za 3 meésice, respektive 10 % za pul
roku). Hubnuti a jeho vyskyt spolu s diabetem znazornuji Graf 2 a Graf 3. 76 % pacientl

s karcinomem zhublo o vice nezZ 2 kg.

Graf 1: Vyskyt typu diabetu (s ohledem na dobu trvani) u pacientd s karcinomem (PAC)
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Graf 2: Hubnuti u pacient( s karcinomem
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Graf 3: Diabetes mellitus a hubnuti u pacientt s karcinomem
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Velikost karcinomu pankreatu u pacientl podle TNM klasifikace udava Tabulka 2.

Tabulka 2: Pocty pacientd podle klasifikace velikosti nadoru

Velikost karcinomu [ poéet pacientt
T1 1

T2 4

T2-3 2

T3 36

13-4 1

T4 33

T1 — velikost nddoru do 2 cm v nejdelSim rozméru

T2 — velikost nddoru vétsi nez 2 cm a mensi nez 4 cm v nejdelSim rozméru

T3 — velikost nddoru vétsi nez 4 cm

T4 — nador postihuje truncus coeliacus, a. mesenterica superior a/nebo spole¢nou jaterni tepnu (a.
hepatica communis)

Pro klinické potfeby se z TNM klasifikace stanovi stadium karcinomu, které predikuje
rozdilnou progndzu. Zastoupeni jednotlivych stadii udava Tabulka 3. Posledni sloupec udava

procentudlni vyskyt jednotlivych stadii v Ceské republice dle registru SVOD v roce 2017 [2].

Tabulka 3: Zastoupeni jednotlivych stadii karcinomu pankreatu

St e et a6 % incid.ence klasifikovanych karcinomti
dle registru SVOD (2017)

la 0 0 7,4

Ib 1 1

lla 21 27 20,7

b 20 26

] 22 29 10,4

v 13 17 61,5

la—T1INOMO

Ib—T2NOMO

lla — T3NOMO

Ilb—T1-3N1MO

Il - T1-3N2MO, T4 jakékoli N MO

IV —jakékoli Ta N M1

T — velikost nddoru viz Tabulka 2

NO — nadorové burky nezastizeny v regiondlnich lymfatickych uzlinach

N1 —infiltrace nadorovymi burikami v 1-3 regiondlnich lymfatickych uzlinach

N2 — infiltrace nadorovymi burikami ve 4 a vice regiondlnich lymfatickych uzlinach
MO — bez vzdalenych metastaz

M1 — pfitomné vzdalené metastazy
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7.2 Diagnostika onemocnéni
Pro hodnoceni diabetu, respektive prediabetu jsme pouzili standardni kritéria podle

American Diabetes Association [19].

Diagnéza chronické pankreatitidy se opirala o osobni anamnézu dlouhodobé
gastroenterologicky sledovanych osob, jejich klinicky stav a zobrazovaci metody (CT, endoskopickou
ultrasonografii a endoskopickou retrogradni cholangiopankreatografii). Prfi¢inou chronické

pankreatitidy byla bud' rekurentni akutni pankreatitida nebo toxonutri¢ni etiologie.

Diagndza adenokarcinomu byla potvrzena biopticky nebo po chirurgické resekci.

7.3 Metody

7.3.1 Odbér krve a biochemické ukazatele

Labortorni odbéry byly provddény na la¢no v rannich hodinach, mezi 7. — 8. hodinou.
Glykémie na la¢no, glykovany hemoglobin a CA 19-9 byly stanoveny v rutinnim provozu v centralni
laboratofi. K potfebam stanoveni miRNA byla plna krev oddélena centrifugaci do 1 hodiny od odbéru,

sérum bylo nasledné uchovéno v hluboce mrazicim boxu (-70°C).

7.3.2  Vybér miRNA

Jednotlivé miRNA byly vybrany v nasi pilotni studii u 20 pacientd s karcinomem a 20
pacientl bez nadoru a bez zanétu, z celkového mnoiZstvi 750 miRNA, které byly stanoveny na 2
kartach po 384 jamkach. Pomoci programu Biogazelle qBase+© program v2.4 (Biogazelle, Belgium) a
jeho aplikace geNorm finder byly miR-191 a miR-454 vybrany jako referencni miRNA, ke kterym se

pak ostatni vztahovaly.

17



7.3.3 lzolace miRNA ze séra

K izolaci miRNA byl poZit komercni kit miRCURY RNA Isolation Kit (Exigon, Dansko). Sérum
bylo po rozmrazeni centrifugovano po dobu 5 minut rychlosti 3000 x g k odstranéni necistot a
nerozpustnych slozek. 200 ul supernatantu predstavovalo vstupni mnozstvi séra pro dalsi reakce.
Dale probéhla lyza pomoci Cinidla, precipitace proteinl s naslednou centrifugaci po dobu 3 minut
(11000 x g). K takto vzniklému supernatantu byl pfidan isopropanol k navazani miRNA na membranu
kolonky. Nasledovalo nékolik krok( cisténi a proplachovani membrany Cinidly z kitu, vidy s
naslednou centrifugaci (30 sekund — 2 minuty, 11000 x g). Zavérecnym krokem bylo vymyti
membrany 50 ul vody bez ptfitomnosti RNaz. Z 200 ul séra jsme tak ziskali 50 ul izolované miRNA.
Pokud nenasledovala bezprostifedné reverzni transkripce, byl tento eludt uchovan v mrazicim boxu v

-20 °C (maximalné tyden).

7.3.4 Reverzni transkripce

PFi reverzni transkripci dochazi k prepisu jednovlaknové miRNA do dvouvldknové cDNA.
Pouzili jsme TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) a jednotlivé primery pro konkrétni miRNA (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). V samotné reakci jsou obsazeny dNTP, reverzni
transkriptaza, inhibitor RNaz, primer, pufr, voda a samotny vzorek miRNA. Po 5minutové inkubaci na
ledu byly vzorky vloZzeny do thermocycleru k provedeni vlastni reverzni transkripce. Nastavené
teploty a casy byly: 16°C po dobu 30 minut, 42°C po dobu 30 minut, 85°C na 5 minut a nakonec
ochlazeni na 4 °C do doby dalsiho zpracovani. Pokud nenasledovalo ihned real-time PCR (RT-PCR),

pak byly vzorky uloZzeny do mraziciho boxu (maximalné vsak jeden tyden).
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7.3.5 Real-time PCR

Do RT-PCR reakce vstupuje PCR Master Mix, voda a TagMan® MicroRNA Assays (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) — jednotlivé eseje pro konkrétni miRNA.
Tento premix byl nasledné rozpipetovdn do 96-jamkové desticky, do které se pak pridala cDNA —
produkt reverzni transkripce. Desti¢ka byla nasledné prekryta optickou félii, centrifugovdna a vliozena
do RT-PCR cycleru ABI Applied Biosystems 7900HT. Na principu fluorescen¢né oznacenych eseji je pfi
kazdém kroku PCR, kdy dochazi kamplifikaci signalu, analyzovan optickym zafizenim signal.
Pti dosazeni prahové Urovné (tzv. treshold line), tedy softwarové stanovené meze, je pfifazeno cislo,
které uréuje pocet cykltd amplifikace (tzv. Cq — cycle quantification number). Cim je nizi toto &islo,
tim je vyssSi exprese (koncentrace) dané miRNA — je potfeba méné cykll k dosaZeni treshold line.
Jednd se tedy o kvantitativni PCR, které kromé pfitomnosti/absence dané miRNA udava i jeji

mnozstvi, respektive expresi.

7.3.6  Zpracovani vysledkd RT-PCR

Ziskana data 8 miRNA (miR-21, miR-30, miR-191, miR-192, miR-196, miR-200, miR-423
a miR-454) byla analyzovana pomoci Expression Suite Software v1.0.3 (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Jak jiz bylo vySe uvedeno, miR-191 a miR-454 byly uZity jako
komparatory. Exprese jednotlivych miRNA u konkrétniho jedince jsou vyjadreny jako ACq, tedy rozdil
Cg dané miRNA od prliméru Cq dvou referencnich miRNA. Lze tak vyjadrit, Ze konkrétni miRNA ma

expresi x-nasobnou oproti referenénim miRNA, kde

x=2-(ACa)

Jedna se tak o relativni vyjadreni exprese.
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K posouzeni expresi miRNA jednotlivych skupin mezi sebou jsou pak tyto hodnoty (ACq)
vztazeny k urcité skupiné, ktera se pouzije jako komparator (AACq). Abychom ziskali nasobek,

kolikrat je dand miRNA vyssi/nizsi nez ve srovnavaci skupiné, pouZijeme vzorec:

x=2-(AACa)

Kontrolni skupina pak ma expresi miRNA rovnou 1.

7.3.7 Statistické vyhodnoceni

Ke statistické analyze byla pouzita Kruskal-Wallisova analyza rozptylu (ANOVA)
s mnohonasobnym porovnanim, pro porovnani 2 nezavislych vzork( byl uzit Mann-Whitney(v U test,
ke korelacim pak Pearsonliv koeficient. Vysledky byly hodnoceny jako signifikantni, kdyZ p<0,05.

K analyze dat byl uZit software Statistica 12 (StatSoft Inc.).
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8 Vysledky

8.1 Zakladni rozdéleni souboru

Vysledky miRNA expresi dle zakladniho rozdéleni souboru do skupin ukazuje Tabulka 4.
Exprese miRNA byly u karcinomu signifikantné zvySené jak proti kontrolnimu vzorku, tak proti
chronické pankreatitidé ve vSech pripadech mimo miR-423. Rozdil byl pozorovan i u CA 19-9.
Chronicka pankreatitida méla proti kontrolnimu vzorku snizenou expresi miR-196 a miR-423. VSechny

3 skupiny se vzdjemné lisily expresi miR-196.

Tabulka 4: Relativni exprese miRNA u pacientl s karcinomem, chronickou pankreatitidou a

u kontrolni skupiny

PAC (n=77)

CHP (n=26)

kontroly + T2DM (n=64)

miR-21 3,0 (2,5-3,6)

p'<0,0001
p?=0,0008

0,9 (0,5-1,7)

1,0 (0,7-1,4)

miR-30 2,0 (1,7-2,4)

p'<0,0001
p?<0,0001

0,7 (0,5-1,1)

1,0 (0,8-1,2)

miR-192  [3,2 (2,4-4,1)

p'<0,0001
p?=0,006

1,5 (1,1-2,0)

1,0 (0,8-1,3)

miR-196 [1,9 (1,6-2,2)

p'<0,0001
p?<0,0001

0,4 (0,3-0,4)
p3<0,0001

1,0(0,8-1,2)

miR-200 |3,7(2,6-5,3)

p'<0,0001
p?<0,0001

1,0 (0,7-1,5)

1,0 (0,8-1,2)

miR-423 |1,4 (1,2-1,6)
p?<0,0001

0,2 (0,2-0,3)
p3<0,0001

1,0 (0,8-1,2)

CA 19-9 846,2 + 211,5

[ku/1] p'<0,0001

p?<0,0001

50,2 + 23,2

95+1,3

jehoZ exprese=1

Koncentrace CA 19-9 je udana jako aritmeticky prdmér + SE

Hodnoty expresi miRNA jsou vyjadieny jako nasobky proti kontrolnimu souboru (kontroly + T2DM),
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PAC — pacienti s karcinomem pankreatu

CHP — pacienti s chronickou pankreatitidou

kontroly + T2DM — pacienti bez karcinomu a bez chronické pankreatitidy

Statisticka vyznamnost p ve vztahu mezi 'PAC a kontrolnim vzorkem, 2PAC a CHP a mezi 3CHP a
kontrolnim vzorkem.

8.2 Rozdéleni podle pritomnosti diabetu

Tabulka 5 zndzornuje exprese mIiRNA vrdmci podskupin podle pfitomnosti diabetes
mellitus. NejvyssSich expresi dosahovala skupina s karcinomem a diabetem. Ta se od kontrolniho

souboru, osob s T2DM a osob s CHP liSila v miR-30 a miR-200.

Tabulka 5: Relativni exprese microRNA (nasobky) ve vztahu ke kontrolnimu vzorku pacient(
(exprese miRNA=1) podle pfitomnosti diabetes mellitus.

PAC (n=77) CHP (n=26) Kontroly + T2DM (n=64)
PAC DM+ PAC DM- CHP DM+ CHP DM- T2DM Kontroly
(n=60) (n=17) (n=18) (n=8) (n=39) (n=25)
miR-21 |2,2(1,8-2,9) |(2,2(1,7-3,0) |0,9(0,4-2,0) (0,3(0,1-1,4) |0,6(0,4-1,0) |1,0(0,6-1,6)
p’<0,0001 p*=0,002
p3=0,01 p3=0,03
miR-30 |1,8(1,5-2,2) |1,7(1,1-2,4) |0,7(0,5-1,2) |0,5(0,2-1,2) |0,8(0,6-1,1) |1,0(0,8-1,3)
p'=0,04
p?=0,0007
p3=0,005
p*=0,002
miR-192 | 3,3 (2,4-4,6) (2,5(1,9-3,3) |1,7(1,2-2,4) |1,0(0,6-1,9) |1,0(0,6-1,5) |1,0(0,7-1,5)
p*=0,0003 p'=0,03
p?<0,0001 p?=0,03
miR-196 | 1,6 (1,3-2,0) (1,9(1,3-2,8) |0,3(0,2-0,4) |0,4(0,2-0,6) |0,8(0,7-1,0) |1,0(0,8-1,3)
p?=0,005 p?=0,01 p'=0,0008
p3=0,0001 p3=0,0001 p?=0,002
p*<0,0001  |p*<0,0001
miR-200 | 4,1 (2,7-6,3) |2,7(1,4-5,0) |1,1(0,9-1,5) (0,9(0,3-2,7) |1,0(0,8-1,3) |1,0(0,7-1,4)
p'=0,0006 p'=0,05
p’<0,0001 p*=0,02
p3=0,007
p*=0,02
miR-423 | 1,3 (1,1-1,5) (1,3(0,9-2,1) |0,2(0,2-0,3) |0,2(0,1-0,4) |0,9(0,7-1,1) |1,0(0,8-1,3)
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p3=0,0003 p3<0,0001 p'<0,0001 p'=0,004

p*<0,0001 p*<0,0001 p2<0,0001 p?=0,02
CA 19-9 |995,2 +267,4|343,51+159,2|38,1+15,5 77,3 £ 69,2 11,1+1,8 6,5+1,1
[ku/1] p'<0,0006 p*=0,0003

p?<0,0001 p?=0,001

p3=0,02

p*=0,006

Hodnoty expresi miRNA jsou vyjadieny jako nasobky proti kontroldm, jejichz exprese=1
Koncentrace CA 19-9 je udana jako aritmeticky pramér + SE
PAC DM+: pacienti s karcinomem pankreatu a diabetes mellitus/prediabetem

PAC DM-: pacienti s karcinomem pankreatu bez poruchy glukézového metabolismu
CHP DM+: pacienti s chronickou pankreatitidou a diabetes mellitus/prediabetem

CHP DM-: pacienti s chronickou pankreatitidou bez poruchy glukézového metabolismu

T2DM: pacienti s diabetem 2. typu bez karcinomu a bez chronické pankreatitidy
Statistickd vyznamnost p ve vztahu ke kontroldm, 2T2DM, 3CHP DM- a *CHP DM+.

8.3 Rozdéleni podle typu diabetu u karcinomu pankreatu

s karcinomem (Tabulka 6).

(v zavislosti na ¢ase mezi diagnostikou diabetu a karcinomu)

Nebyl pozorovan rozdil v expresich miRNA mezi typy diabetu v ramci skupiny pacientd

Tabulka 6: Exprese miRNA u pacientl s karcinomem podle pfitomnosti diabetu a jeho typu

PAC T3cDM (n=43) PAC T2DM (n=17) PAC NDM (n=17) p
miR-21 |1,1(0,8-1,5) 0,8 (0,5-1,2) 1,0 (0,7-1,3)
miR-30 |1,1(0,9-1,4) 1,1(0,8-1,5) 1,0 (0,7-1,4)
miR-192 |1,4 (1,0-2,1) 1,0 (0,5-2,2) 1,0 (0,8-1,3)
miR-196 |0,9 (0,7-1,1) 0,8 (0,6-1,2) 1,0 (0,7-1,5) .
miR-200 |1,7 (1,0-2,8) 1,2 (0,6-2,6) 1,0 (0,5-1,9)
miR-423 |1,0(0,8-1,1) 0,9 (0,7-1,3) 1,0 (0,6-1,6)
CA19-9 |1131,3 +365,0 671,8 + 250,1 343,5 + 159,2
[ku/I]

2 roky

Hodnoty expresi miRNA jsou vyjadreny jako nasobky proti PAC NDM, jejichz exprese=1
Koncentrace CA 19-9 je udana jako aritmeticky pramér + SE
PAC T3cDM — pacienti s karcinomem pankreatu a diabetem, jehozZ diagnéza byla stanovena pred <

PAC T2DM - pacienti s karcinomem a diabetem, jehoz diagndza byla stanovena pred > 2 roky
PAC NDM — pacienti s karcinomem bez diabetu
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8.4 Rozdéleni podle hmotnostnich zmén pacientl s karcinomem

Exprese vSech analyzovanych miRNA byly 2-5x zvysené u pacientd skarcinomem
a signifikantnim vahovym ubytkem (SWL) oproti skupindm kontrolnich osob a diabetik(i 2. typu bez
karcinomu a bez pankreatitidy. Exprese miRNA u pacientl s karcinomem bez vahového Gbytku (NWL)
pak byly nizsi (1,7-2,8x zvySené) oproti kompardtoru. (U miR-200 a miR-423 rozdil mezi témito
skupinami pozorovdn nebyl.) Obé skupiny s karcinomem se mezi sebou liSily pouze u miR-200 (2,3x

vySsi exprese u vahového Ubytku) (Tabulka 7).

Rozdil mezi skupinou s poklesem hmotnosti a bez poklesu se jeSté zvyraznil ptfi zméné
klasifikace, kdy za signifikantni vahovy Ubytek bylo povazovano kazdé hubnuti o vice nez 2 kg (data

nejsou uvedena).

Tabulka 7: Relativni exprese ve skupinach pacientl s karcinomem podle hmotnostni zmény

ve vztahu k osobam bez karcinomu a pankreatitidy

PAC SWL (n=52)

PAC NWL (n=25)

Kontroly + T2DM (n=64)

miR-21  [3,1(2,4-3,9)

2,8 (2,0-4,1)

1,0 (0,7-1,4)

p'<0,0001 p?=0,0007

miR-30  [2,0(1,6-2,5) 1,9 (1,5-2,5) 1,0 (0,8-1,2)
p’<0,0001 p?=0,002

miR-192 (3,7 (2,6-5,2) 2,3(1,6-3,3) 1,0 (0,8-1,3)
p’<0,0001 p?=0,003

miR-196 |2,0 (1,6-2,4) 1,7 (1,2-2,4) 1,0 (0,8-1,2)
p’<0,0001 p?=0,03

miR-200 (4,9 (3,4-7,0) 2,1 (1,0-4,6) 1,0 (0,8-1,2)
p’<0,0001
p*=0,009

miR-423  [1,6(1,3-1,8)
p'=0,008

1,0 (0,8-1,4)

1,0 (0,8-1,2)

CA19-9 |1007,5+299,1
[ku/1]

p'<0,0001

537,1+222,4
p2<0,0001

95+1,3

Hodnoty expresi miRNA jsou vyjadreny jako nasobky proti pacientim bez karcinomu a bez

pankreatitidy, jejichZ exprese=1
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Koncentrace CA 19-9 je udana jako aritmeticky pramér + SE

PAC SWL — pacienti s karcinomem pankreatu a signifikantnim poklesem hmotnosti, tedy o vice nez
5 % za 3 mésice nebo 0 10 % za pul roku

PAC NWL — pacienti s karcinomem beze zmény hmotnosti

Kontroly + T2DM — pacienti bez karcinomu a bez pankreatitidy

Statistickd vyznamnost p ve vztahu ke “?kontroldm+T2DM, 3PAC NWL.

8.5 Porovnani vysledkli u symptomatickych pacientti s karcinomem (recentni diagnéza

diabetes mellitus a vahovy tbytek) proti osobam bez karcinomu

Vysledky expresi miRNA a CA 19-9 u pacientd skarcinomem, ktefi méli recentné
diagnostikovany diabetes mellitus a vykazovali hmotnostni Ubytek, proti pacientim bez karcinomu
uvadi Tabulka 8. Zvyseni expresi je patrné hlavné u miR-192, a zejména pak u miR-200, které byly az

Sestindsobné v porovnani s pacienty bez karcinomu.

Tabulka 8: Relativni exprese miRNA u symptomatickych pacientd s karcinomem
s porovnanim proti pacientlim bez karcinomu

PAC T3cDM + SWL Kontroly + T2DM + CHP p
miR-21 3,5(1,2-1,7) 1,0 (0,3-0,3) <0,0001
miR-30 2,3(0,7-0,9) 1,0 (0,2-0,2) 0,0001
miR-192 4,1(1,8-3,0) 1,0(0,2-0,2) <0,0001
miR-196 2,4(0,7-0,9) 1,0(0,1-0,2) <0,0001
miR-200 5,7 (2,5-4,5) 1,0 (0,2-0,2) <0,0001
miR-423 2,2 (0,5-0,7) 1,0(0,2-0,2) 0,0008
CA 19-9 [kU/I] |1450,0 £ 582,2 23,4+8,2 <0,0001

exprese=1

pul roku

Kontroly + T2DM + CHP — pacienti bez karcinomu

Koncentrace CA 19-9 je udana jako aritmeticky pramér + SE
PAC T3cDM + SWL — pacienti s karcinomem pankreatu a diabetem, jehoZ diagnéza byla stanovena
pred < 2 roky, a signifikantnim poklesem hmotnosti, tedy o vice nez 5 % za 3 mésice nebo 0 10 % za

Hodnoty expresi miRNA jsou vyjadfeny jako ndsobky proti pacientim bez karcinomu, jejichz
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8.6 Rozdéleni podle velikosti karcinomu

Exprese miRNA podle velikosti nddoru jsou uvedeny v Tabulce 9. Velikost nddoru podle
klasifikace T1 — T2-3 jsme pro velmi nizky pocet pacientl ze statistickych dlvod( sloudili do jedné
skupiny. U Ca 19-9, miR-21, miR-196, miR-200 a miR-423 lze pozorovat trend zvysSujici se
koncentrace/exprese s velikosti nadoru. Hypoteticky lze uvazovat o moznosti signifikantniho rozdilu u

miR-200 jiZz u malych nador(, pokud by byl k dispozici odpovidajici pocet pacientd v této skupiné.

Tabulka 9: Relativni exprese miRNA podle velikosti karcinomu ve vztahu k osobdam bez
karcinomu a pankreatitidy

T1-T2-3 (n=7) T3 (n=37) T4 (n=33) Kontroly+T2DM (n=64)
miR-21 2,5(1,1-5,7) 2,9 (2,0-4,1) 3,2 (2,6-4,0) 1,0 (0,7-1,4)
p'=0,0003 p<0,0001
miR-30 1,4 (0,8-2,4) 2,1(1,6-2,8) 2,0 (1,6-2,6) 1,0 (0,8-1,2)
p'=0,0003 p'=0,0005
miR-192 1,9 (0,8-4,4) 3,6 (2,2-5,9) 3,0 (2,4-3,8) 1,0 (0,8-1,3)
p'<0,0001 p<0,0001
miR-196 |1,3 (0,4-3,6) 1,6 (1,2-2,1) 2,4 (1,9-3,0) 1,0 (0,8-1,2)
p'=0,02 p<0,0001
miR-200 |2,6 (1,2-5,7) 3,0 (1,7-5,3) 5,0 (2,9-8,7) 1,0 (0,8-1,2)
p'=0,0008 p<0,0001
miR-423 |1,1(0,5-2,2) 1,3 (1,0-1,7) 1,5 (1,3-1,8) 1,0 (0,8-1,2)
p'=0,04
CA19-9 202,9 + 139,0 641,2 +331,0 1226,8 + 307,8 95+1,3
[ku/l p'<0,0001 p<0,0001
p2=0,02

Hodnoty expresi miRNA jsou vyjadreny jako nasobky proti pacientim bez karcinomu a bez
pankreatitidy, jejichz exprese=1

Koncentrace CA 19-9 je udana jako aritmeticky pramér + SE
Statistickd vyznamnost p ve vztahu ke kontroldm+T2DM, 2T3.

Vysvétleni klasifikace podle velikosti nddoru je uvedeno v Tabulce 2.
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8.7 Rozdéleni podle stadia karcinomu

Jednotlivé exprese miRNA a CA 19-9 podle stadii karcinomu jsou uvedeny v Tabulce 10.
Podobné jako v predchozi tabulce pfi déleni podle velikosti primarniho nadoru i zde je patrny trend
zvysujici se exprese miRNA a koncentrace CA 19-9 spolu s pokrocilosti onemocnéni, kdy maximalnich

hodnot dosahovalo stadium IV, tedy karcinom jiZ se vzdalenymi metastazami.

Tabulka 10: Relativni exprese miRNA podle stadia karcinomu ve vztahu k osobam bez

karcinomu a pankreatitidy

Ib (n=1) lla (n=21) llb (n=20) 1l (n=22) IV (n=13) Kontroly+
T2DM (n=64)
miR-21 1,3 2,4(1,6-3,5) |[3,2(1,9-5,2) |(3,1(2,5-4,0) |4,0(2,4-6,6) 1,0 (0,7-1,4)
p'=0,003 p'=0,0004 p*=0,002
miR-30 1,0 1,8(1,3-2,4) |2,1(1,4-3,1) (2,1(1,6-2,9) (2,2(1,3-3,8) 1,0(0,8-1,2)
p'=0,02 p'=0,004
miR-192 1,2 2,3(1,4-40) [(4,1(2,2-7,8) (2,9(2,2-3,9) |4,0(1,8-9,2) 1,0 (0,8-1,3)
p'=0,0004 p'=0,0006 p*=0,008
miR-196 4,6 1,4(1,0-2,1) |1,5(1,0-2,3) (2,3(1,9-2,8) (2,6(1,6-4,2) 1,0 (0,8-1,2)
p'<0,0001 p*=0,002
11 1,7 (0,8-3,3) |4,6(2,5-8,5) (3,5(2,0-6,1) (6,9(3,2-15,0) (1,0(0,8-1,2)
miR-200 p'=0,0005 p'=0,0006 p'=0,0001
p?=0,03
miR-423 (1,0 1,0(0,7-1,5) (1,5(1,0-2,1) |(1,5(1,2-1,9) |1,5(1,2-2,0) 1,0(0,8-1,2)
CA19-9 (15,5 131,8+41,6 739,61497,1 (958,3+365,7 |2001,7+670,5 |9,5+1,3
[ku/1] p'=0,004 p'=0,001 p'<0,0001 p’<0,0001

Hodnoty expresi miRNA jsou vyjadreny jako ndsobky proti pacientim bez karcinomu a bez
pankreatitidy, jejichz exprese=1

Koncentrace CA 19-9 je udana jako aritmeticky prdmér + SE

Statisticka vyznamnost p ve vztahu ke kontroldm+T2DM, 2stadiu lla.

Vysvétleni jednotlivych stadii je uvedeno v Tabulce 3.

8.7.1 Porovnani expresi miR-196 a miR-200 podle pokrocilosti onemocnéni

Graf 4 porovnava exprese a) miR-196, b) miR-200 podle velikosti primarniho nadoru a

klinického stadia karcinomu. Se zavaZnosti onemocnéni stoupd exprese obou miRNA.
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Relativni exprese miRNA [U]

Relativni exprese miRNA [U]

Graf 4: Porovndni expresi miRNA podle velikosti primarniho nddoru a klinického stadia

a) miR-196
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8.8 Rozdéleni podle pfitomnosti chronické pankreatitidy v osobni anamnéze pacienti s
karcinomem

Pacienti s karcinomem a chronickou pankreatitidou v osobni anamnéze dosahovali nizsich

expresi miRNA neZ pacienti s karcinomem bez pankreatitidy. Signifikantni rozdil mezi témito dvéma

skupinami ale pozorovan nebyl (Tabulka 11).

Tabulka 11: Relativni exprese miRNA podle pfitomnosti chronické pankreatitidy v osobni
anamnéze ve vztahu k osobdm bez karcinomu a pankreatitidy

PACCHP (n=11)  PACNCHP (n=66) CHP (n=26) Kontroly+T2DM (n=64)
miR-21 2,3 (1,1-4,7) 3,1(2,6-3,8) 0,9 (0,5-1,7) 1,0 (0,7-1,4)
p'<0,0001
p?=0,0006
miR-30 | 1,6 (0,9-2,8) 2,1(1,7-2,5) 0,7 (0,5-1,1) 1,0 (0,8-1,2)
p'<0,0001
p?<0,0001
miR-192 2,9 (1,2-7,2) 3,2 (2,4-4,2) 1,5 (1,1-2,0) 1,0 (0,8-1,3)
p'<0,0001
0p?=0,008
miR-196 1,5 (0,9-2,6) 2,0(1,6-2,4) 0,4 (0,3-0,4) 1,0 (0,8-1,2)
p?<0,0001 p'=0,0001
0?<0,0001
miR-200 2,8(0,9-9,0) 3,9(2,7-5,7) 1,0 (0,7-1,5) 1,0 (0,8-1,2)
p'<0,0001
0?<0,0001
miR-423 1,5 (0,9-2,5) 1,3 (1,1-1,6) 0,2 (0,2-0,3) 1,0 (0,8-1,2)
p?<0,0001 p?<0,0001 p3<0,0001
CA19-9 |[223,0+115,2 962,4 + 247,4 50,2 + 23,2 9,5+1,3
[/ p'=0,01 p'<0,0001
p?<0,0001

Hodnoty expresi miRNA jsou vyjadreny jako nasobky proti pacientim bez karcinomu a bez
pankreatitidy, jejichz exprese=1

Koncentrace CA 19-9 je udana jako aritmeticky primér + SE

PAC CHP — pacienti s karcinomem pankreatu a chronickou pankreatitidou v osobni anamnéze

PAC NCHP — pacienti s karcinomem bez chronické pankreatitidy v anamnéze

Kontroly + T2DM — pacienti bez karcinomu a bez pankreatitidy

Statisticka vyznamnost p ve vztahu ke “kontroldm+T2DM, 2CHP.
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8.9 Korelace

Vzhledem k vyraznym rozdilim v expresich miRNA a CA 19-9 mezi jednotlivymi skupinami
byly korelacni analyzy provedeny u osob s karcinomem. Vyrazna asociace byla pozorovana mezi
CA 19-9 a miR-200 (r=0,5, p<0,0001), a to zejména v podskupinach s recentné zachycenym diabetes
mellitus (PAC T3cDM) (r=0,57, p<0,0001), u pacientd bez vyrazného hubnuti (PAC NWL) (r=0,82,
p<0,0001) a u pacientll bez anamnézy chronické pankreatitidy (PAC NCHP) (r=0,55, p<0,0001).

Vysledky ukazuje Tabulka 12.

Tabulka 12: Korelace mezi CA 19-9 a jednotlivymi miRNA ve skupinach

miR-21 miR-30 miR-192  miR-196  miR-200  miR-423

PAC 0,2539 0,1364 0,3803 0,2069 0,5006 0,1024
p=0,037  |p=0,271 p=0,001 p=0,096 p<0,0001 |p=0,406

PAC T3cDM | 0,2676 0,1726 0,4303 0,2268 0,5704 0,1723
p=0,104 p=0,300 p=0,007  |p=0,183 p<0,0001 |p=0,301

PACT2DM |0,2325 -0,3117 0,1018 0,3446 0,2173 -0,0907
p=0,424 p=0,278 p=0,729 p=0,228 p=0,455 p=0,758

PACNDM |0,1473 0,2182 0,3260 0,1983 0,1348 0,0616

iy p=0,586 p=0,435 p=0,218 p=0,462 p=0,619 p=0,821
g PACNWL |0,2589 0,1551 0,3258 0,4631 0,8207 0,0630
p=0,222 p=0,469 p=0,120 p=0,026  |p<0,0001 |p=0,770

PACSWL |0,2645 0,1276 0,3722 0,1282 0,4232 0,0716
p=0,083 p=0,415 p=0,013  |p=0,413 p=0,004  |p=0,644

PACCHP  [0,0838 -0,0771 0,1624 0,0507 0,1348 -0,2077
p=0,807 p=0,822 p=0,633 p=0,882 p=0,693 p=0,540

PACNCHP |0,2694 0,1300 0,4198 0,2073 0,5459 0,1339
p=0,043  |p=0,340 p=0,001 p=0,129 p<0,0001 |p=0,321

Hodnoty znaci Pearsoniyv koeficient r, p pak statistickou vyznamnost vztahu.

PAC - pacienti s karcinomem pankreatu

PAC T3cDM - pacienti s karcinomem pankreatu a diabetem, jehoZz diagndza byla stanovena pred
<1 rokem

PAC T2DM - pacienti s karcinomem a diabetem, jehoZ diagndza byla stanovena pred >1 rokem
PAC NDM — pacienti s karcinomem bez diabetu

PAC SWL — pacienti s karcinomem pankreatu a signifikantnim poklesem hmotnosti, tedy o vice nez
5 % za 3 mésice nebo 0 10 % za pUl roku

PAC NWL — pacienti s karcinomem beze zmény hmotnosti

PAC CHP — pacienti s karcinomem pankreatu a chronickou pankreatitidou v osobni anamnéze

PAC NCHP — pacienti s karcinomem bez chronické pankreatitidy v anamnéze
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8.9.1 Korelace miR-200 a CA 19-9

Graf 5 znazorniuje korelaci mezi expresi miR-200 a koncentraci CA 19-9.

Graf 5: Korelace mezi miR-200 a CA 19-9. U obou veli¢in je pouzito logaritmické méfritko,
silnd Sediva ¢dra na osach uvadi standardni chybu priméru u kontrolniho souboru (pacienti bez

karcinomu a bez zanétu).
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8.10 Vyhodnoceni testi CA 19-9 a miRNA

K posouzeni testd byly uzity ROC kfivky (Receiver Operating Characteristic) s vyjadienim

plochy pod kfivkou (AUC). Pfi posuzovani testu, kdy za spravné pozitivni byla povazovana detekce

pFl’tomnosti karcinomu, ble AUCCA 19»9=0,86, AUCmiR»21=0,76, AUCmiR.30=0,75, AUCmiR.192=0,76, AUCmiR.
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196=0,81, AUCnir-200=0,78 @ AUCmir-423=0,72. Test CA 19-9 dosahoval senzitivity 86 % a specificity 82 %.
Nicméné takovych vysledkl dosahoval pfi nastaveni, kdy za pozitivni test byla povaZovana
koncentrace CA19-9>15 kU/I, tedy hodnota velmi castd u nenadorovych onemocnéni, kterd je

v klinické praxi povaZovana za negativni vysledek.

V dalsim hodnoceni testli jsme zahrnuli pouze pacienty s karcinomem s ¢asnymi symptomy
— signifikantnim hmotnostnim Ubytkem a recentné diagnostikovanym diabetes mellitus. (Tedy ty
pacienty, u nichz by mohlo byt vysloveno podezieni na karcinom a ktefi by tak byli idedlnimi
kandidaty k neinvazivni diagnostice.) V takovémto nastaveni pak na jedné strané klesla uc¢innost testu
s CA 19-9 (AUC=0,78), naopak na druhé strané u miR-192 a zejména miR-200 doslo ke zlepsSeni

(AUCmIR-192=0,81, AUCmIiR-200=0,88) — viz Graf 6.
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Graf 6: ROC krivky pro jednotlivé testy u symptomatickych pacientll skarcinomem

pankreatu (recentni diagndza diabetes mellitus + signifikantni vahovy ubytek)
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9 Diskuze

Vysokd mortalita karcinomu pankreatu je dana pozdni diagnostikou onemocnéni, kdy jiz
neni mozna kompletni resekce nddoru, jakozto v soucasnosti jedind moznost kurativni [é¢by. Absence
specifickych ¢asnych symptomG a specifickych marker( pfispiva k této pozdni diagnostice. Nové
zachyceny diabetes mellitus spolu s jinak nevyjasnénym hubnutim u pacienta by mohl slouzit jako
voditko ke screeningu karcinomu u praktickych lékar(. Druhym krokem je nalezeni vhodného

neinvazivniho a rychlého markeru.

9.1 Epidemiologicka data

9.1.1 Stadia karcinomu

V souboru pacientll byla velmi malo zastoupena ¢asna stadia karcinomu s malou velikosti
primarniho nddoru (1 pacient ve stadiu T1 a 4 pacienti ve stadiu T2). Podle hodnoceni stadia dle
progndzy byl ve stadiu | pouze 1 pacient. Pacienti byli do studie zafazovani bez selekce — tedy tak, jak

pfichdzeli na oddéleni.

Porovname-li zastoupeni jednotlivych stadii karcinomu v nasi studii proti vyskytu stadii
v Ceské republice dle registru SVOD (2017), bylo stadium | zastoupeno méné (1,3 % vs 7,4 %),
stadium 1l naopak vyrazné vice (53,2 % vs. 20,7 %), stadium Ill vyrazné vice (28,6 % vs. 10,4 %) a

stadium IV vyrazné méné (16,9 % vs. 61,5%).

V registru SVOD je klasifikovano pouze 73 % pacientd, zbylych 27 % je nezarazeno. U nich
Ize hypoteticky predpokladat spiSe pokrocilejsi ndlezy, které nejsou s ohledem na celkovy stav

pacienta bliZze vysetfovany.
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Vzhledem k jednotlivedim zafazenych do stadia | je statisticky rozdil mezi pozorovanym a
uvadénym poctem v registru zanedbatelny. Celkové vyssi zastoupeni stadii Il a Ill ve studii lze vysvétlit
mistem konani studie, a sice v centru specializovaném na chirurgicko-onkologickou péci o pacienty
s karcinomem, kdy zejména pacienti, ktefi jsou indikovani k operaci a Unosni operace jsou pravé sem
smérovani. Naopak pokrocila stadia, kde dominuje paliativni, respektive symptomaticky postup,

zUstavaji na pracovistich nizsiho typu.

9.1.2 Prevalence diabetes mellitus u karcinomu pankreatu

Jak jiz bylo v ivodu uvedeno, prevalence diabetes mellitus u pacientl s karcinomem se dle
diabetes stanoven (anamnesticky vs. mérena glykémie na la¢no, eventualné oGTT), jednak také podle
toho, jestli byl hodnocen pouze samotny diabetes nebo i prediabetes, a podle jakych kritérii.
Napfriklad ve studii Gulla z roku 1994 byl diabetes diagnostikovan u pacientl s karcinomem pouze u
22,8 % — diabetes byl ale hodnocen zejména dle anamnestickych dat, laboratorni kritéria pak byla

volngjsi: glykémie na lacno > 7,8 mmol/Il nebo libovolna glykémie > 11,1 mmol/I [20].

Vzhledem k tomu, Ze nase studie byla zamérena na vztah karcinomu a diabetu, byl soucasti
vySetfeni odbér glykémie na la¢no. Do hodnoceni jsme pak zahrnuli jakoukoli poruchu glukézového
metabolismu (glykémie na la¢no > 5,6mmol/l, tedy jak diabetes, tak prediabetes). Zjisténa vysoka

prevalence diabetu tak odpovida horni hranici dle jinych studi.

Zatimco ve vySe zminéné studii byl diabetes diagnostikovany recentné (< 2 roky pred
diagnézou karcinomu) v 56,1 % pripad( s diabetem, v nasi studii s kritérii < 1 rok a pfisnéjsimi
laboratornimi cut-off hodnotami byl takovy diabetes zachycen u 72 %. Pfi posunuti kritéria recentné
diagnostikovaného diabetu na 2 roky se zvysil pocet pacientli s diabetem dokonce na 80 %.)

Soucasna diagndza diabetu s karcinomem probéhla v nasem ptipadé u 57 % pacientl s karcinomem a
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diabetem, v dané studii pak ve 40,2 %. Jiné studie uvadi podobny vyskyt recentné zachyceného

diabetu jako nase studie — 88 % [21], 74 % [9].

Na druhou stranu vysSi zachyt diabetu u diabetes-asymptomatickych pacientl
s karcinomem mUzZe byt dan podrobné;jsi diagnostikou spojenou s primarnim onemocnénim. V dobé
diagndézy diabetu je samotné odliSeni T2DM a T3cDM velmi obtizné. Takovy test, ktery by tyto typy

od sebe dokazal odlisit, by mohl vyrazné zlepsit samotnou nadorovou diagnostiku [22].

9.1.3 Zmeény hmotnosti

Redukce hmotnosti u pacienta je dalSim vyznamnym symptomem nemoci. Stejné jako u
metod pro stanoveni diabetu je i vpfipadé vadhového ubytku nejednotny nazor, jak jej
charakterizovat. Shoda panuje vtom, Ze se jedna o nechtény, necileny pokles hmotnosti, nicméné
Ciselné vyjadreni se znacné lisi. Nékteré prdce za signifikantni povazuji pokles hmotnosti o vice nez 5
kg za 3 meésice nebo 10 kg za pll roku, jindy je uvadén pokles hmotnosti o vice nez 2 kg atd.
Vzhledem k tomu, Ze tyto 2 kg predstavuji zcela jiny rozdil u pacientd s hmotnosti napt. 50 a 150 kg,
zvolili jsme v nasi studii pokles uvedeny v % pocatecni hmotnosti za 3 mésice, resp. pll roku. Pfi
takovém nastaveni byl u 68 % pacientll zaznamenan vahovy Ubytek. V jinych studiich to bylo okolo

50-60 % [23,24].

Osoby s recentné zachycenym diabetem a signifikantnim vdhovym ubytkem predstavovaly
40 % vsech pacientl v potencialné kurativnim stadiu I-Il. U téchto symptomatickych osob (T3cDM +
vahovy Ubytek) byla pravé tato stadia Castéjsi (65 %). Byva uvadéno, Ze chirurgicka terapie je mozna
asi u 15 — 20 % pacientd, pficemz jsou Casté relapsy onemocnéni. Pétileté preZiti po resekci je okolo
20 — 25 % v zavislosti na stadiu a negativité histologického vysetieni v okrajich fezu, (jde-li o tzv. RO

resekci) [25,26].
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9.2 miRNA aCA19-9

V soucasnosti uzivany marker CA 19-9 neni dostatecné citlivy — dosahuje senzitivity okolo
68 — 78 % a specificity 70 — 83 % [27,28]. Pfidani miR-196, miR-200 a miR-423 k CA 19-9 vedlo ke
zvysSeni senzitivity i specificity. Kombinace miRNA rovnéz lépe diferencovala karcinom od chronického
zanétu, kdy zejména miR-423 jasné rozliSila pacienty s chronickou pankreatitidou proti ostatnim

skupinam.

V minulosti byly popsany rtizné kombinace miRNA s podobnymi vysledky jako CA 19-9 [29].
Dvé miRNA (miR-486-5p a miR-938) odliSily karcinom od kontrolnich osob a od chronické
pankreatitidy s AUC 0,861 a 0,706, respektive 0,693 a 0,754. Vysledky byly taktéz podobné jako
u CA 19-9. Jejich kombinace vsak nebyla testovana [30]. Kombinace miR-16, miR-196a a CA 19-9
dokazala odlisit karcinom od kontrol a chronické pankreatitidy se senzitivitou 92 % a specificitou
95,6 %. V testovani odliSeni samotného nadoru od chronického zanétu pak senzitivita byla 88,4 %

a specificita 96,3 % [31].

Otazkou zlstava, jestli zmény v expresich miRNA vznikaji jiz ¢asné, nebo jsou patrné az
v pfipadé pokrocilych nalezli jako vysledek zmény regulacnich systém(. Méné nez 5 let pred
stanovenim diagndzy karcinomu nebyl v jedné studii pozorovan Zadny rozdil v expresi vytipovanych
miRNA proti zdravym osobam. Byla ale uz hrani¢né zvySena koncentrace CA 19-9 (p=0,04) [32].
Pfestoze jsme nemohli provést takovou retrospektivni analyzu vzorkd krve pacientl, spravné
oznaceni jiz malych nador( T1 a T2 pomoci naseho kombinovaného testu naznacuje, Ze pravé miRNA
mizZe mit v casnéjsi diagnostice vyznam. Tuto myslenku podporuje i fakt, Ze miR-196 jiz byla
signifikantné zvySena u nadorovych prekurzor(i — pankreatické intraepitelialni neoplazie (PanIN) 2-3

[33]. Chirurgickou resekci PanIN doslo k normalizaci elevovanych miRNA [34]. ZvySené exprese
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miRNA byly pozorovany i u jiného nadorového prekurzoru — intraduktalni papildrni mucinézni

neoplazie (IPMN) [35].

Limitaci prace je maly vzorek pacientd s Casnymi stadii karcinomu pankreatu a absence
prekanceréz. NemuUzeme se tak vyjadfit k ¢asnosti miRNA zmén pozorovanych u pacientl jiz

s pokrocilym onemocnénim.

Na druhou stranu zastoupeni jednotlivych stadii u pacientd tak, jak pfichazeli na kliniku,

odrazi soucasnou realitu tohoto onemocnéni.

Z pohledu studie se jako cilovi kandidati pro screening karcinomu pankreatu jevi pacienti
s nové diagnostikovanym diabetem, ktefi zaznamenali vyznamny pokles hmotnosti. Ti pfedstavovali

ve studii 65 % pacientl s potencidlné kurativnim stadiem onemocnéni (stadium | a Il).

38



10 Re3eni hypotéz

1. MicroRNA-21, -30, -192, -196 a -200 jsou odlisSné exprimovany u pacientl
s karcinomem pankreatu v porovnani s osobami bez karcinomu. Zejména miR-
192, miR-196 a miR-200 mohou pfispét ke zlepSeni neinvazivni diagnostiky.

2. Studované miRNA kromé miR-423 byly odliSné exprimovany u karcinomu proti
chronické pankreatitidé a proti osobdam bez nddoru a bez zdnétu. MicroRNA-423
byla odliSné exprimovana u osob s chronickou pankreatitidou proti ostatnim
skupinam.

3. Nebyl pozorovan rozdil v expresich miRNA v ramci skupiny osob s karcinomem
pankreatu mezi jednotlivymi typy diabetu (dlouhodoby diabetes mellitus 2. typu
vs. sekundarni diabetes T3c pfi karcinomu), ani proti osobam bez diabetu.

4, Zejména u miR-21, -196 a -200 byl pozorovany trend zvysujici se exprese s vétsi
velikosti primarniho nadoru a s vy$Sim stupném stadia karcinomu. Osoby s vétsi
hmotnostni ztrdtou dosahovaly vysSich expresi vSech miRNA. Signifikantni rozdil
proti osobam beze zmény hmotnosti byl pozorovan u miR-200. Nebyl pozorovan
rozdil vexpresich miRNA u osob skarcinomem, u kterych byla anamnéza

chronické pankreatitidy, proti tém, ktefi pankreatitidu neméli.
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11 Zaveér

Pfedmétem dizertacni prace byla snaha o zlepSeni diagnostiky karcinomu pankreatu

pomoci vytipovanych microRNA.

Prokazali jsme vysokou prevalenci poruch glukézového metabolismu u osob s karcinomem,
stejné tak vysokou frekvenci nechténého hubnuti. Vysoké zastoupeni potencidlné chirurgicky
resitelnych nalezl u osob srecentné zachycenym diabetes mellitus a signifikantnim vahovym

ubytkem ukazuje, Ze tyto symptomy by mély vést neprodlené k cilenému zahajeni diagnostiky.

MicroRNA, zejména pak miR-196, miR-200 a miR-423, by mohly pfispét k neinvazivni
screeningové diagnostice u téchto rizikovych pacientd. U dlouhodobé sledovanych pacientd
s chronickou pankreatitidou by pak miR-423 mohla pomoci odliSit nadorovou transformaci od

chronického zanétu.

Dalsi studie s prekurzory a ¢asnymi stadii nadoru budou potfeba k posouzeni dynamiky

zmén expresi miRNA.
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