Univerzita Karlova v Praze
3. lékarska fakulta

Studijni program: Biomedicina

Studijni obor: Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka

SO
S

s
rgs
() e

|

5

MUDr. Pavel Skrha

Od diabetu, chronické pankreatitidy po karcinom pankreatu:

miRNA - novy marker karcinomu pankreatu?
From diabetes, chronic pancreatitis to pancreatic cancer:
miRNA — a new marker of pancreatic cancer?
Dizertaéni prace
Skolitel: prof. MUDr. Michal Andél, CSc.

Praha, 2020



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zdvérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem rfadné uvedl a citoval
vSechny pouZité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, Ze prace nebyla vyuzita k ziskani

jiného nebo stejného titulu

Souhlasim s trvalym uloZenim elektronické verze své prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za Ucfelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifika¢nich praci.

V Praze, 6. 3. 2020

Pavel Skrha



Identifikacni zaznam:

SKRHA, Pavel. Od diabetu, chronické pankreatitidy po karcinom pankreatu: miRNA - novy
marker karcinomu pankreatu?. [From diabetes, chronic pancreatitis to pancreatic cancer:
miRNA — a new marker of pancreatic cancer?)]. Praha, 2020. 86 s., 8 pfiloh. Dizertacni prace.
Univerzita Karlova v Praze, 3. lékaiska fakulta, Il. interni klinika 3. LF UK 2019. Skolitel prof.

MUDr. Michal Andél, CSc.



(0] o 11- | RO OO OP PO P R PPPRTOUSTPRPINt 4
ADSEIAKE ..ttt e et b e s b et e e bt e e be e e bt e e s b e e e aneeeeabeesneeesareenn 7
AADSTIACT .ttt et et e bt sttt et e b e b e e she e sae e et e e teenheesane e 9
POBKOVANI ...ttt ettt e b e s b e s ae e s et et e e b e sbeesaeesanesabeebeens 11
SEZNAM ZKIAtEK ..ottt ettt et s e s e s ne e e s reeenes 13
L1770 o I PPt 15
6.1 Epidemiologie karcinomu pankreatU.........ccccccuveeieeiiee it 15
6.2 Rizikové faktory rozvoje karcinomu pankreatu.........ccccccveeeecciee e, 16

6.2.1 Diabetes mellitus a karcinom pankreatu........ccocceevivcieiiiicieee e 16

6.2.1.1 Diabetes mellitus jako rizikovy faktor karcinomu pankreatu nebo jako

L7001 1 e 5 1 1 PSRRI 16

6.2.2 Obezita a karcinom pankreatu ..........cccvveeieciiieiecieee e e 19
6.2.3 Inzulinova rezistence — spojovaci ¢lanek mezi obezitou a diabetes mellitus........ 21

6.3 Soucasné moznosti detekce Karcinomu .........coocveiieieiiiiniii e 22
6.4 Markery karcinomu PanKreatu ......cc.ueeeceiieei e 23
6.4.1 IMIICFORINA ..ttt e e s e e s snee e e s smeee e s snes 24
6.4.1.1 Biosyntéza a funkce MiRNA ..........ooo i 24

6.4.1.2 Exprese miRNA u diabetes mellitus........ccccouveeieciiiiiciiiie e 26

6.4.1.3 Exprese miRNA u chronické pankreatitidy a karcinomu pankreatu.............. 28

L T A o oY1 30\ AN I =Y =Y o =Nt 30

Hypotézy a cile FeSeni dizertaCni PracCe........ou o iiie ittt eette e e et e e e aree e e e 32
7.1 [ 1Yo (< A TP 32
7.2 Gl FOENI ettt s st e e s 33
o (ol ol = T g =] o o 1Y PSPPSRt 35
8.1 e Tl 1T o | o SRR 35



10

8.2 Diagnostika ONEMOCNENT ...ccciciiiie e e e e e e e eabae e e enreeas 39

8.3 Y 1] oo 1Y SRS 39
8.3.1 Odbér krve a biochemické ukazatele .........cccovueerieiiiiienieeeeee e 39
8.3.2 RV AV o T=T o 0 o112 N PRSP 39
8.3.3 12012CE MIRNA Z8 SBIA....uiiiuiiiiieiieteetee sttt st sttt s saee e s 40
8.3.4 REVEIZNT ErANSKIIPCE .uvveeieeiiee ettt eee e e e et e e e e s rre e e e enreeeeennes 40
8.3.5 REAIFEIME PCR ..ttt et ettt ettt s e s bt e e saneeesanes 41
8.3.6 Zpracovani VYSIEAKO RT-PCR.......cccceeiciereiiiecieecieeesieeeteeerteesteeesaeestaeenaeesneeenns 41
8.3.7 Statistické VYhOANOCENI.....ciiiiiiiieciee e e e ree e e 42

LY AV 1T <Y 43

9.1 ZAkladni rozd@leni SOUDOIU .....cocueiiuiiiiiiiieeeee et 43

9.2 Rozdéleni podle pritomnosti diabetu........cccoecuiiiiiiiiiiicee e 44

9.3 Rozdéleni podle typu diabetu u karcinomu pankreatu........cccccveeeeeiieiiiiiiieeee e 45

9.4 Rozdéleni podle hmotnostnich zmén pacient( s karcinomem ...........ccccoeeevciieeeennneen. 46

9.5 Porovnani vysledkll u symptomatickych pacientl s karcinomem (recentni diagnéza

diabetes mellitus a vahovy ubytek) proti osobdm bez karcinomu ..........ccccceeeceeevieecieeecieece, 47

9.6 Rozdéleni podle velikosti Karcinomu .........ccoociieiiiiiiie i 48

9.7 Rozdéleni podle stadia KarcinOmU.........ccueiiieiiiricciiee et e 49
9.7.1 Porovnani expresi miR-196 a miR-200 podle pokrocilosti onemocnéni ............... 49

9.8 Rozdéleni podle pfitomnosti chronické pankreatitidy v osobni anamnéze pacientd s

Y013 Te] 4 T=T 0o R TTU U SPOP PPN 51

9.9 KOTEIACE ...ttt st st et 52
9.9.1 Korelace MiR-200 @ CA 19-9 .....uiiiiiieeeie e 53

9.10 Vyhodnoceni testll CA 19-9 @ MIRNA ......oooiiiie e e e 53

DISKUZE ..ttt ettt ettt e b e st st ettt e bt e bt st e e et e bt e s he e saeesareear e e neenes 56

10.1 Epidemiologickd data......c.ceeieiiiei i e e 56



1O R =Y [ =T = T ot o) 02 LU 56

10.1.2  Prevalence diabetes mellitus u karcinomu pankreatu.........ccccceeecvveeeeicnieeeeccnnneenn. 57
0 100 G T o T=T o 1Y V' o 4 Lo 1 o PP 58
10.2 MIRNA @ CA 19-9...eeieee ettt e e e e e s e et e e e e s s s tbeeeeeeeeesennenee 59
10.2.1  MIHR-196 et sttt et st s bt b e ns 60
10.2.2 MIHR-200 ..eeiiiiiieeieete ettt sttt ettt b e b s s s be e b e b e nes 60
10.2.3  MIR-A23 ettt ettt e e e et e e e e e e e e b treeeeeeeeeeaneree 61
REEENT NYPOLEZ ...ttt ettt sttt et ettt ettt st et et et et s eseneesanaees 63
4 V7= PP 64
(=T o | U TSP PP P PR PPPTOPPPTORE 65
21 o] LV PSP UROt 85
14.1 Publikace s IF, které jsou podkladem disertacni prace:.......cccocevevvcivereciceeeeenceeeecennen, 85
I O R 1o Y o = Tt PSR 85
14.0.2  PHIONE 2iee et st s s 85
14.1.3  PHIONG Bttt st 85
14.1.4  PFiloha 4: 0N @XEENSO .ecuveiiiieiierieeeteee ettt 85
14.2 Publikace bez IF, které jsou podkladem disertacni prace:......c.cccceecvveeeeiciereviiveeecennnen. 85
1421 PHIONG St s 85
14.2.2  PHIONE Bt st 85
14.2.3  PHIONA 7ttt st ettt s ne e 86
14.2.4  PHIONA 8 s s s 86



2 Abstrakt

Karcinom pankreatu se fadi mezi nddory s nejhorsi progndzou. Ta je dana vysokou letalitou
zdlvodu absence casnych symptom( a vhodnych marker(l. Tato kombinace vede k pozdni
diagnostice, kdy uZ nelze kurativné lécit. Cilem prace tak je jednak zmapovat u pacient(
s karcinomem vyskyt prvnich nespecifickych ptiznakli nemoci (recentni vznik diabetes mellitus a
hmotnostni Ubytek), dale pak otestovat vytipované miRNA jako markery karcinomu, porovnat jejich
expresi s pacienty s chronickou pankreatitidou, jakozto hlavniho rizikového faktoru rozvoje nadoru, a
s kontrolnimi osobami. Dalsim cilem je pak dale vSechny vysledky rozdélit podle konkrétnich kritérii
(pfitomnosti diabetu a jeho typu, hmotnostniho Ubytku, stadia karcinomu, velikosti karcinomu,
pfitomnosti chronické pankreatitidy u osob s karcinomem) plus provést korelacni testy s CA 19-9
(soucasné pouzivanym biomarkerem v laboratorni diagnostice) a vyhodnotit prinos miRNA jako

markeru karcinomu.

Do studie bylo celkem zafazeno 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 Ubytek (> 5 % hmotnosti za 3 mésice nebo

>10 % hmotnosti za 6 mésict) byl pozorovan u 52 osob s karcinomem.

Pro hodnoceni diabetu, respektive prediabetu jsme pouzZili standardni kritéria podle
American Diabetes Association. Diagndza chronické pankreatitidy se opirala o osobni anamnézu
dlouhodobé gastroenterologicky sledovanych osob, jejich klinicky stav a zobrazovaci metody (CT,
endoskopickou ultrasonografii a endoskopickou retrogradni cholangiopankreatografii). Diagndza

adenokarcinomu byla potvrzena biopticky nebo po chirurgické resekci.



Exprese miRNA (miR-21, miR-30, miR-191, miR-192, miR-196, miR-200, miR-423 a miR-454)
byly stanovovény v séru metodou real-time PCR. Ziskané hodnoty byly nasledné relativné vztazeny
k primérnym hodnotdm miR-191 a miR-454, vybranym softwarem jako referenéni miRNA. Vysledky

jednotlivych skupin jsou pak predkladany jako nasobky proti referencni skupiné.

Velikost karcinomu byla vétsi nebo rovna 4 cm (T3 — T4 dle TNM klasifikace) u 94 %
pacientl, pokrocily neoperabilni nalez (stadium Ill a IV) byl diagnostikovan u 46 % osob. Diabetes
mellitus nebo prediabetes mélo 78 % pacientll s karcinomem, u 73 % z nich se jednalo o recentné

stanovenou diagndzu. K vyznamnému hubnuti doslo u 68 % osob.

Rozdilnd exprese miRNA mezi viemi skupinami (karcinom — chronicka 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 podskupinach podle pritomnosti diabetu. Pacienti, kteti zhubli, méli
vyznamné zvySenou expresi miR-200 proti kontrolnim osobam (p<0,0001) i proti pacientim bez
poklesu hmotnosti (p=0,009). Vyssich expresi s rostouci velikosti nadoru a pokrocilosti onemocnéni
dosahovaly miR-21, miR-192, miR-196 a miR-200. S CA 19-9 korelovaly exprese miR-21, miR-192 a
miR-200. Chronickd pankreatitida vykazovala vyrazné snizenou expresi miR-423 proti ostatnim
skupindm. PFi posuzovani Ucinnosti testu s miRNA na skupiné symptomatickych pacientd (recentni
diagndza diabetu a signifikantni hubnuti) byly miR-192 a miR-200 ucinnéjsi nez CA 19-9 (AUCmir-

192=0,81, aucmir-200=0,88, AUCca 10.9=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 vySetfeni, u miR-423
vyrazna diskriminace mezi chronickou pankreatitidou a karcinomem, kterou test CA 19-9 neni
schopen poskytnout. Predmétem dalSich studii bude wvysSetfeni panelu miRNA u pacientd
s karcinomem pred a po operaci nadoru, dale pak zahrnuti ¢asnych stadii karcinomu a prekancerdz.
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3 Abstract

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, to compare their
expressions among the cancer, patients with chronic pancreatitis (as the main risk factor for
developing the cancer) and a control group. Another goal is to subdivide the results according to
specific criteria (diabetes mellitus/prediabetes, its type, weight loss, cancer stage and size of the
primary tumor, presence of chronic pancreatitis in cancer patients) and to include correlation tests
with CA 19-9 (current biomarker in laboratory diagnostics) and to evaluate the contribution of miRNA

as a marker of the cancer.

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 (> 5 % of body weight in

3 months or > 10 % of body weight in 6 months) was observed in 52 patients with the cancer.

Standard criteria according to American Diabetes Association (ADA) were used for
diabetes/prediabetes diagnosis, patients with chronic pancreatitis were followed-up by
gastroenterologists for years, the diagnosis was made according to their clinical status and imaging
methods (CT, endoscopic retrograde cholangiopancreatography and endoscopic ultrasound). The

cancer was proven by a biopsy or after surgical resection.

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. Acquired values were adjusted to
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the mean values of miR-191 and miR-454 that were chosen as a miRNA reference. To compare the
expressions among the groups, one group was selected as a reference, and the other were adjusted

to it. The results are thus expressed as fold changed values.

The cancer size was bigger than 4 cm (T3 — T4 according to TNM classification) in 94 % of
patients, advanced stages lll and IV (primarily inoperable findings) were detected in 46 % of patients.
Seventy eight percent of the cancer patients had diabetes/prediabetes and in 73 % out of them this
glucose metabolism disorder was of a new onset. Significant weight loss was observed in 68 % of

patients with the cancer.

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. Elevated
expressions of miR-200 were observed in patients with significant weight loss, compared to those
without weight loss and to the control subjects. Greater expressions in miR-21, miR-192, miR-196
and miR-200 were shown together with the more advanced stages of the cancer and the bigger size
of the primary tumor. A correlation was found between CA 19-9 and miR-21, miR-192 and miR-200.
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): AUCmiR-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.
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5 Seznam zkratek

AUC
BMI
CD

CEA

Cq
CRP

CT

DM
DNA
EGFR
CHP

IL
IRS-1
mMiRNA (miR)
MRI
mRNA
NADPH
NDM
NF-kB
NCHP

NWL

plocha pod kfivkou (area under the curve)

index télesné hmotnosti (body mass index)

diferenciacni skupina (cluster of differentiation)
karcinoembryondlni antigen (carcinoembryonic antigen)
hodnota kvantifikace cyklu (cycle quantification number)

C reaktivni protein (C reactive protein)

pocitacova tomografie (computer tomohraphy)

diabetes mellitus

deoxyribonukleova kyselina (deoyribonucleic acid)

receptor epidermalniho rlstového faktoru (epidermal growth factor reseptor)
chronicka pankreatitida

interleukin

substrat inzulinového receptoru 1 (insulin receptor substrate 1)
microRNA

magnetickd rezonance (magnetic resonance imaging)
messenger RNA

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

bez diabetu (no diabetes)

nuklearni faktor-kB (nuclear factor-kB)

bez chronické pankreatitidy (no chronic pancreatitis)

bez hubnuti (no weight loss)
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oGTT
PAC

ROC

SVOoD
SWL
T2DM

T3cDM

Th1,2

TNF

TNM

VEGF

ordlni glukdzovy tolerancni test (oral glucose tolerance test)

karcinom pankreatu (pancreatic adenocarcinoma)

operacni charakteristika pfijimace (receiver operating characteristic), graf,
ktery popisuje kvalitu binarniho klasifikatoru v zavislosti na nastaveni jeho
klasifika¢niho prahu

software pro vizualizaci onkologickych dat

signifikantni hubnuti (significant weight loss)

diabetes mellitus 2. typu (type 2 diabetes mellitus)

sekundarni diabetes mellitus u karcinomu pankreatu (type 3c diabetes mellitus
— in pancreatic cancer)

pomocné T lymfocyty 1,2 (T helper lymphocytes)

faktor nadorové nekrdzy (tumor necrosis factor)

onkologicka klasifikace nadorového onemocnéni (T — velikost tumoru, N —
lymfatickd uzlina, M — vzdalena metastaza)

vaskularni endotelialni r(stovy faktor (vascular endothelial growth factor)
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6 Uvod

6.1 Epidemiologie karcinomu pankreatu

Vyskyt karcinomu pankreatu celosvétové roste. Ceska republika patfi sincidenci 20,8
nemocnych na 100 000 obyvatel v roce 2018 mezi 10 zemi svéta s nejvyssim vyskytem onemocnéni.
Okolni evropské staty maji podobné vysledky a Madarsko, kde je druhy nejvyssi vyskyt onemocnéni
na svété, ma incidenci 24,0. Vyraznéjsi odstup pak predstavuje Japonsko, kde je incidence karcinomu
33,9/100 000 obyvatel. Ve Spojenych statech americkych je vyskyt 15,6/100 000 obyvatel [1].
Zatimco v Ceské republice ma pribyt 20 % ptipadl za 10 let, respektive 30 % za 20 let, v USA existuji

odhady na 30, respektive 50 % [2].

V Ceské republice za poslednich 10 let pFibylo 15 % nové diagnostikovanych pFipadd.
V soudasné dobé se incidence pohybuje okolo 21 pfipadd na 100 000 osob, vroce 2016 bylo
registrovano 2243 novych ptipadd. Svého maxima ve vyskytu dosahuje karcinom okolo 65-75 let,
nicméné vyraznéjsi vzestup je patrny jiz okolo 50 let, onemocnéni se prakticky nevyskytuje pred 20.
rokem, postihuje podobné muze i Zeny. Kfivka mortality kopiruje kfivku incidence, v roce 2016 byla

mortalita necelych 19 %.

Maly rozdil mezi incidenci a mortalitou je ddn zejména pozdni diagnostikou onemocnéni,
jednak také omezenymi terapeutickymi moznostmi. To koresponduje s faktem, Ze pouze pétina
nemocnych (450 pfipadd) byla v dobé diagnézy karcinomu ve stadiu | nebo 1l, tedy v potencialné
|éCitelném stadiu. Pfesto je mortalita v téchto stadiich 67 %. Oproti tomu mortalita ve stadiu lll a IV je
95 % [3]. Toto Cislo ale nevypovida o letalité onemocnéni. Ta je obvykle vyjadiovana pétiletym

prezitim pacient(, které je celkové okolo 2-5 % pro vsechna stadia.
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6.2 Rizikové faktory rozvoje karcinomu pankreatu

Rizikové faktory se tradi¢né rozdéluji na ovlivnitelné a neovlivnitelné. Mezi ty neovlivnitelné
patfi napf. rodinnd anamnéza, hereditarni forma chronické pankreatitidy a vék, mezi ovlivnitelné
rizikové faktory se radi zejména koureni, abuzus alkoholu, 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 % diabetikl, odhaduje se,
Ze dalsich 200 000 je dosud nediagnostikovanych. V nami sledované populaci (u starsich pacient() se
DM vyskytuje az u 25 — 30 % [4]. 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

diabetik( [5], pacientl s DM a obezitou neustale pribyva [4,5].

6.2.1 Diabetes mellitus a karcinom pankreatu

Metaanalyza 35 studii s vice nez 9000 pacienty s karcinomem pankreatu ukdzala témér
dvojndsobné riziko kancerogeneze u diabetikd [6]. Podobného vysledku dosahla ijind studie, kde
nejvyssi (trojnasobné) riziko bylo v podskupiné pacientd s nové diagnostikovanym DM (do 2 let
trvani). S rostouci dobou od stanoveni pak postupné riziko klesalo az na 1,4x ve skupiné pacient(
s letitou anamnézou DM (> 15 let) [7]. Ben et al. prokazali u nové diagnostikovaného DM riziko
Ctyfnasobné, navic bylo poukdzano na kumulaci rizikovych faktor(, kde u diabetik(l — kuraka bylo
riziko vice neZ Sestindsobné [8]. Prevalence diabetes mellitus, pfip. porusené glukdzové tolerance se

u karcinomu pankreatu pohybuje v réiznych studiich od 40 do 80 % [9,10,11,12].

6.2.1.1 Diabetes mellitus jako rizikovy faktor karcinomu pankreatu nebo jako symptom?

Z epidemiologickych dat vyplyva, Ze diabetes mellitus sam o sobé predstavuje urcité riziko.

Glykémie odebrand 1 hodinu po perordlnim podani 50 g glukdzy zvySovala riziko neopldzie pfimo
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umérné, kdy nejvyssi riziko bylo vice nez dvojnasobné ve skupiné pacientl s glykémii nad 11,1
mmol/l [13]. Dosud bylo publikovano nékolik mechanism(, které by mohly vést k nadorové
transformaci. Jednim z nich je hyperinzulinémie podporujici rlst a proliferaci bunék. Duktalni bunky
exokrinni ¢asti pankreatu jsou vystaveny zvySené koncentraci inzulinu, kterd vede cestou receptoru
pro inzulinu podobny rlistovy faktor 1 (insulin-like growth factor 1 receptoru — IGF-1R) a substratu
inzulinového receptoru 1 (IRS-1) k aktivaci signalni drahy PI13K/Akt/mTOR [14]. Tato draha pak spousti
kroky vedouci k proliferaci a inhibici apoptdzy [15]. Navic aktivace Akt ddle zvysi expresi IGF-1R, ¢imz
ucinek potencuje a tim zvySuje invazivitu nddorovych bunék [16]. Aktivace Akt by také mohla byt
usnadnéna porusenou expresi fosfatazového a tenzinového homologu (PTEN), tumor supresoru a
inhibitoru PI3K, kterd byla in vitro snizena u 60 % nddorovych bunék karcinomu pankreatu [17].
Samotna velikost nddoru negativné ovliviiuje preziti pacienta a predstavuje prediktivni faktor. U
pacient( s diabetes mellitus byva velikost naddoru vétsi a preZiti po pankreatektomii horsi nez u
nediabetik( [18]. Ve studii na zvifatech, kde byly experimentalné implantovany nadorové buriky
krecklim, doslo k signifikantné vétsSimu rlstu nadoru u diabetickych zvitat [19]. Podobné u obéznich
pacientU a u diabetik( bylo pozorovano zvyseni replikace exokrinnich bunék pankreatu, coZz by mohlo

souviset se zvySenim rizika chronického zanétu a nadorové transformace [20].

Nejvyssi riziko neoplazie vSak predstavuje recentni vyskyt diabetu. Pokud by byl diabetes
zodpovédny za nadorovou transformaci, dalo by se predpokladat, Ze se naopak bude riziko neoplazie
s dobou diabetu zvysovat. Epidemiologickd data vSak ukazuji pravy opak [7]. To vede k myslence, Ze
sam karcinom pankreatu je diabetogenni, a samotny diabetes je pak pouhym symptomem nemoci.
Rovnéz diagnostika diabetu cCasto predchazi o rok az dva jiné klinické symptomy karcinomu. Proto je
mechanicka predstava destrukce beta-bunék nddorem méné pravdépodobna. U karcinomu
pankreatu byla pozorovdna jednak porusenad sekrece inzulinu [21], jednak zvySeni periferni inzulinové

rezistence [22]. Ta by mohla byt zplsobena vyplavovanim diabetogenniho faktoru nadorem, nebot
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po resekci pankreatu byla periferni citlivost k inzulinu zlepSena [23]. Také v jiné studii doslo u vSech
pacientl po pankreatektomii pro karcinom ke zlepseni gluk6zového metabolismu pfi méreni oralnim
glukézovym toleranénim testem, a to pres celkovou redukci ostrivkl pfi 85% subtotalni resekci.
Nador tak pravdépodobné produkuje diabetogenni faktor, ktery vede k vystupriovani inzulinové
rezistence [24]. Dfive byl popsan peptid homologni sS-100 kalcium vazZicim proteinem, ktery
narusuje metabolismus glukdzy v myoblastech [25]. DalSim faktorem, ktery by mohl pfispét k rozvoji
DM, je interleukin 6, uvolfiovany pfi systémové zanétlivé odpovédi, jehoz koncentrace byla
v portdlnim fecisti signifikantné zvySena u karcinom(, navic vyznamny rozdil byl i pfi porovnani

koncentraci v portalnim a systémovém recisti [26].

Novéjsi nalezy vsak popisuji adrenomedulin — produkt tumordznich bunék, ktery se
prostfednictvim exosom( dostavd do Langerhansovych ostrivkd (beta-bunék) endocytézou a
postupné navodi regresivni zmény vedouci kjejich apoptéze [27]. Vedle nadorovych bunék
adenokarcinomu je téZ diskutovdna role stromatu, které je tvoreno fibroblasty. Ty po aktivaci
produkuji fibroblastovy aktivacni protein o, povrchovou protedzu, kterd je strukturné podobnd
dipeptidyl peptidaze IV, jejiz zvySend aktivita je pozorovana u diabetu. Tato povrchova protedza

taktéZ mUze vysvétlovat rozvoj diabetu u karcinomu pankreatu [28].

Z uvedeného vyplyvd, Ze samotny diabetes mellitus v urcité mife zvySuje riziko vyskytu
nadoru (nejenom) pankreatu. Karcinom pankreatu ale vede k rozvoji DM, jehoz vyskyt je pak prvnim
alarmujicim symptomem nemoci [9]. Tento diabetes je v soucasné dobé klasifikovan jako T3cDM.
Jako takovy by diabetes, zvlasté pak u neobéznich jedincli bez pozitivni rodinné anamnézy DM
a s rychlou progresi, mohl byt pouZit jako ¢asny marker neoplazie [29] a tito jedinci by mohli byt

cilené vysetrovani [30].
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6.2.2 Obezita a karcinom pankreatu

Body mass index (BMI) v rozmezi 22,5-25 kg/m? vykazuje nejnizsi celkovou mortalitu, jak
bylo prokdzano analyzou 57 prospektivnich studii s témé&F 900 000 pacienty. Kazdé zvy3eni o 5 kg/m?
vedlo ke zvySeni celkové mortality témér o 30 %, mortality z kardiovaskularnich pfi¢in o 40 %,
mortality z divodu DM, rendlnich ci jaternich pFicin pak az o0 60-120 % a v neposledni radé i nadorové
mortality o 10 % [31]. Riziko karcinomu pankreatu je zvy$eno o 2-12 % pfi vzestupu BMI o 5 kg/m?
nad normu. Nikotinismus umocnuje toto riziko o dalSich 2-6 % [32]. Pacienti s nadvahou (BMI 25-30
kg/m?) a obezitou (BMI 30-35 kg/m?) maji o 13, respektive 19 % vyssi riziko karcinomu pankreatu dle
analyzy 7 prospektivnich studii s celkovym poctem pres 940 000 vysSetfovanych osob. Obezita je tak

nezavislym rizikovym faktorem karcinomu pankreatu [33].

Metabolicky syndrom predstavuje souhrnné oznaceni nékolika sdruzenych nemoci, jejichz
spole¢ny vyskyt potencuje rozvoj komplikaci. Vznik a progrese metabolického syndromu jsou dany
mimo jiné deregulaci metabolicky aktivnich latek (adipokint), které produkuji burnky tukové tkané
(adipocyty) [34,35,36,37]. Pri obezité dochazi vlivem nadbytku tukové tkdané ke zvyseni oxidacniho
stresu, ktery zpusobi naslednou deregulaci adipokin(i. Oxidacni stres je zvySen produkci volnych
kyslikovych  radikal(, respektive reaktivnich forem  kysliku (ROS) vlivem aktivace
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) oxiddzy, kterd je podminéna zvySenou koncentraci
mastnych kyselin [38]. Oxidacni stres pak zplUsobuje DNA mutace [39], cévni zmény [40], chronicky
zanét [41] a inzulinovou rezistenci. Vedle cytokinl a mediator( zanétlivych signalizacnich drah
(napfiklad NF-xB) tak mohou i volné kyslikové radikaly vést ke snizeni aktivity tumor supresord a
naopak posileni vlivu onkogent [41]. VSechny uvedené mechanizmy pak mohou potencovat rozvoj

karcinomu [42].
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ZvétSovani masy tukové tkané pfi obezité vede k nasledné lokalni hypoxii, kterd vyvola
produkci zanétlivych cytokinli, proteind akutni faze a transkripéniho faktoru HIF-1a. (hypoxii
indukovaného faktoru-la) [43], coZ zvysi expresi vaskularniho endotelového rlstového faktoru
(VEGF), jehoz hlavni funkci je novotvorba cév pfi hypoxii. VEGF byva zvySeno napftiklad pfi asthma
bronchiale nebo pfi diabetes mellitus. Jeho role je stéZejni pfi rozvoji diabetické retinopatie [44].
Progrese nadorového onemocnéni, a zejména pak rlst samotného nadoru jsou zavislé na
dostatecném pfijmu Zivin a kysliku, ktery je zajistén produkci VEGF s naslednou neovaskularizaci [45].
Hypoxie se tak mliZe podilet cestou HIF-1a a VEGF na rozvoji a progresi karcinomu pankreatu [46].
Jak zvyseni VEGF, tak sniZeni endostatinu (inhibitoru angiogeneze) bylo pozorovano u jedincl s

obezitou [47].

Dalsimi regula¢nimi pUsobky Ucastnici se angiogeneze jsou jiz zminéné hormony tukové
tkané (adipokiny), které dale zasahuji do drah imunitni odpovédi, metabolismu glukdzy a lipidl
a ovliviiuji inzulinovou senzitivitu/rezistenci. Adiponektin, protein regulujici metabolismus glukézy
a lipidQ, je protektivnim hormonem, jehoZ snizena hladina v krvi vede k inzulinové rezistenci, diabetu
a metabolickému syndromu [48,49]. Jeho zvySena hladina pak naopak potlacuje tento efekt a navic
snizuje riziko vzniku karcinomu pankreatu [50]. Jednou z moZnosti vysvétlujicich mechanismus tohoto
a inaktivaci NF-xB [51]. ZvySena koncentrace adiponektinu vede k aktivaci proapoptotickych kaspaz
s potladenim angiogeneze [52]. Protein leptin reguluje energeticky pfijem navazanim na receptory
v hypothalamu s naslednym potla¢enim pocitu hladu. Leptinova rezistence, kterou pozorujeme u
obéznich jedincu, vede k pocitu hladu a k prejidani s naslednym prohloubenim obezity a reflexni
hyperleptinémii. Ta pak mQze vést pres aktivaci VEGF k progresi karcinomu [53]. Usnadnéni invazivity

a migrace umoznuje i aktivace receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR) [54].

20



Dysfunkce tukové tkané zplsobuje vznik mirného chronického zanétu, ktery mlze rovnéz
vést k rozvoji karcinomu pankreatu. Tato dysfunkce je zplsobena dysbalanci bunék imunitniho
systému s posunem od protizdnétlivych (T CD4+ lymfocyty, Th2 CD4+ lymfocyty, eozinofily)
k prozanétlivym buikdm (makrofagy, neutrofily, Thl CD4+ T Ilymfocyty, CD8+ T lymfocyty,
B lymfocyty, dendritické buriky a Zirné bunky) [55]. Samotny chronicky zanét je pak charakterizovan
produkci prozanétlivych cytokin (IL-1, IL-6, TNF-a), ale také proteinli akutni faze (CRP, PAI-1)

prostiednictvim aktivace drahy NF-xB [56,57,58].

6.2.3 Inzulinova rezistence — spojovaci ¢lanek mezi obezitou a diabetes mellitus

Obezitou indukovany chronicky zanét plsobi spolu s oxidaénim stresem ahormonalini
dysbalanci (adiponektin, leptin) pfi vzniku inzulinové rezistence [43]. Pfed 100 lety se ukazalo, Ze
podavani salicylatd ve vysokych davkach vedlo ke sniZeni glykémie. Protizanétlivy Gcinek salicylatd

zfejmé potlacil chronicky zanét, coz vedlo ke zlepseni citlivosti k inzulinu [59].

Inzulinova rezistence vede k hyperinzulinémii, ktera muiZe kompenzovat relativni
nedostatek inzulinu, Castéji vSak postupné dochazi vlivem selhani B-buriky k poruse metabolismu
glukdzy a rozvoji diabetes mellitus. Naopak hyperinzulinémie vede ke zvySeni inzulinové rezistence.
Hyperinzulinémie a inzulinova rezistence tak maji vzajemny vztah. Riziko hyperinzulinémie pro rozvoj
karcinomu pankreatu spociva jednak ve funkci inzulinu jakoZto rlstového hormonu, jednak v inhibici
proteinu-1 vazajiciho inzulinu podobny rlstovy faktor (insulin-like growth factor binding protein-1),
jehoZ nedostatek tak zpUsobi zvySenou dostupnost volného IGF-1, taktéZ vyznamného mitogenu,

ktery spolu s inzulinem vede k bunécné proliferaci [60].
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6.3 Soucasné moznosti detekce karcinomu

Pozdni diagnostika onemocnéni, ktera souvisi se Spatnou prognézou pacienta, spociva
jednak vabsenci c¢asnych marker(i, ale zejména vsamotné povaze onemocnéni, pro které je
charakteristickd dlouhodoba absence symptom. Bolesti, ikterus, nechutenstvi atd. jsou pfiznaky,
které jiz predikuji znacnou pokrocilost nemoci. Zstava tak otazkou, koho aktivné vysetfovat — kdo je
cilovou skupinou pro skrining. Castéj$i prevalence poruchy metabolismu glukézy (diabetes mellitus a
prediabetes) u pacientl s karcinomem, a zejména jeji recentni zachyt spolu s vdhovym poklesem jsou

vyznamnymi ukazateli, které by mély byt podrobeny dalSimu vysettovani.

K dostate¢né citlivému odliSeni prostého diabetu 2. typu od diabetu asociovaného
s karcinomem (1-5 % DM) je zapotiebi vhodného markeru [29]. V soucasné dobé je v diagnostice
karcinomu pankreatu zlatym standardem kombinace biochemickych markerd a zobrazovacich metod.
Ze zobrazovacich metod se jednad zejména o bfisni ultrasonografii, endosonografii, CT, MRI a
endoskopickou retrogradni cholangiopankreatografii. BohuZel tato vySetfeni nejsou vhodna
k ¢asnému zachytu onemocnéni, kdy je nador maly, ale resekabilni, pfipadné jde-li o premaligni
stadium — pankreatickou intraepitelidIni neoplazii (PanIN), intraduktalni papilarni mucindzni neoplazii
(IPMN) nebo pankreatickou mucindzni cystickou neoplazii. Obtizné je rovnéZz mnohdy rozliseni
karcinomu od chronické pankreatitidy a autoimunitni pankreatitidy [61]. Z biochemickych markert se
rutinné uzivd CA 19-9 a CEA, jejichZ senzitivita je okolo 80 a 45 % a specificita 83 a 85 % [62].
Problematika téchto markerl spociva vtom, Ze mohou byt zvyseny i u akutni cholangoitidy,
pankreatitidy a jinych gastrointestinalnich nadord. U nizce diferencovaného karcinomu pankreatu a
v Casnych stadiich naopak nemusi byt zvySeny vibec [63]. Podobné jako zobrazovaci metody tak pfilis
neprispéji k casnému zachytu, a tim ani ke zlepseni progndzy pacienta. Proto jsou hledany dalsi nové

markery, které by dokazaly zlepsit statistické ukazatele.
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6.4 Markery karcinomu pankreatu

Existuje mnoho praci, kde vysledky novych marker( jsou shodné s CA 19-9. Napfiklad
analyzou témér 2200 proteinl bylo vybrano 16 kandidatt odlisné exprimovanych u karcinomu, které
byly vybrdny k dalSimu testovani. Na dalSich pacientech byl vybran pouze laminin gamma 2 (LAMC2),
u kterého byly vysledky testu na vétSim vzorku pacientl srovnatelné s CA 19-9 (AUCca 190=0,84,
AUCiam 2=0,78), tfebaze v nékterych pripadech s nizkym CA 19-9 spravné diagnostikoval nador [64].
Proto jsou navrhovany kombinace biochemickych ukazatell s cilem zvysit senzitivitu a specificitu
vySetfeni. Zméreni cathepsinu D a matrix metalloproteinazy-7 spolu s CA 19-9 v séru vedlo ke zvyseni
senzitivity testu na 88 % [65]. Kombinace CA 19-9, albuminu, CRP a IL-8 odliSila karcinom od zdravych
jedinc se senzitivitou 99,4 % a specificitou 90 %, avSak pfi porovnani karcinomu s benignim
postizenim slinivky (zejména chronickou pankreatitidou) byly vysledky vyrazné horsi. Kombinaci CA
19-9, oxidu uhlic¢itého, CRP, IL-6 dosahovala senzitivita 74 %, respektive 75 % pro ¢asna stadia

karcinomu pfi specificité 90 % [66].

Karcinom je z 80 % tvoren stromatem, které obsahuje fibroblasty, endotelidIni buriky, buriky
imunitniho systému a také extraceluldrni matrix obsahujici kolagen, fibronektin, proteoglykany a
dalsi. BEhem nadorového ristu dochazi ke zvyseni aktivity fibroblastové matrix metaloproteinazy a
prestavbé extracelularni matrix. Vysledkem jsou degradacni produkty kolagenu typu I, Il a IV, které je
mozné detekovat v plasmé. Jejich kombinace dokdzala téméf kompletné odlisit pacienty s
karcinomem pankreatu od kontrol. Nicméné je znamo, Ze ke zménam téchto degradacnich produktl
dochazi i u jinych karcinomi (nadory prsu, jater, kolorektdIni karcinom aj.), pfipadné u fibrotickych
procesll. Objevuji se vSak informace o tzv. neoepitopech na povrchu degradacnich fragmenta, které

by mohly byt vice specifické pro konkrétni tkan [28,67].
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Imunologicky pfistup vychazi z predpokladu, Ze mésice aZ roky pred diagnézou se mohou
zacit objevovat autoprotilatky proti antigenim asociovanym stumorem, které zvysuji riziko
karcinomu az ¢tyfnasobné [68]. Koncentrace sérového high mobility group box-1 (HMGB1) korelovala
s vyskytem a pokrocilosti nadoru a spolu s CA 19-9 a CEA zvysila tato kombinace senzitivitu a

specificitu o 10 % oproti samotnému CA 19-9 [69].

Dalsi moznosti k detekci je vytipovani vhodnych microRNA (miRNA), které by u karcinomu

byly odlisné exprimovany.

6.4.1 MicroRNA

MicroRNA jsou kratké jednovldknové molekuly RNA o velikosti 21-23 nukleotid(, ucastnici
se regulaci genové exprese na posttranskripéni Urovni [70]. Touto regulaci tak ovliviiuji mnoho
fyziologickych i patofyziologickych pochod(, pfi nichZ zasahuji do drahy angiogeneze, apoptdzy i
kancerogeneze. Odlisné exprese rlznych mIiRNA byly popsany u kardiovaskularnich,
endokrinologickych, neurologickych, onkologickych a daldich onemocnéni. Sife pGsobeni v
jednotlivych organovych systémech naznacuje, Ze se jedna o velmi vyznamny regulacni mechanismus

v celém organismu.

Termin miRNA byl pouzit poprvé v roce 2001 [71], pfestoZe prvni objevenou miRNA byla jiz
v roce 1993 lin-4, kdy byla popsana inhibice proteinu lin-14 u organismu Caenorhabditis elegans

mechanismem RNA-RNA interakce [72]. V soucasné dobé je zndmo pres 2600 lidskych miRNA [73].

6.4.1.1 Biosyntéza a funkce miRNA

MicroRNA vznika nejcastéji za ucasti RNA polymerazy Il jako tzv. pri-miRNA béhem
transkripce z DNA. Po samotném prepisu dojde k vytvoreni sekundarni struktury za vzniku smycky a
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dvojvlakna RNA. Z jednoho vlakna pri-miRNA muZe vzniknout 1 aZ 6 zralych miRNA. Lokalizace gent
pro miRNA je v oblastech mimo geny kédujici proteiny nebo v intronech uvnitf sekvenci kédujicich
proteiny [74,75,76]. Tato pri-miRNA, tvofena asi 80 nukleotidy, je ndasledné Stépena tzv.
mikroprocesorem, tedy enzymatickym komplexem obsahujicim protein DGCR8 (DiGeorge Syndrome
Critical Region 8), rozpoznavajicim dvouvldknovou sekvenci pri-miRNA, a enzymem Drosha s
RN4zovou aktivitou, diky které dojde k vlastnimu odstépeni koncl pri-miRNA za vzniku prekurzorové
miRNA (pre-miRNA) [77,78,79]. Ta je nasledné aktivné transportovana pomoci transportniho
proteinu exportinu 5 z jadra do cytoplasmy [80,81]. Zde dojde k dalSimu Stépeni (diky ribonukledzové
aktivité enzymu Dicer), pfi kterém nakonec z pre-miRNA odstépenim oblasti smycky vznikne
dvojvlakno miRNA. Dicer je soucasti tzv. RISC (RNA-induced silencing complex) a je navic zodpovédny
za rozvolnéni dvojvlakna miRNA. Nepfitomnost Diceru znamena afunkéni miRNA, a tedy i poruchu
posttranskripéni regulace, jak bylo prokazano in vivo na mysich [82]. Ve vétsiné pfipadl je pouZito
pouze 1 vlakno miRNA (z pre-miRNA), druhé je degradovano. Vlastni jednovlaknova sekvence miRNA
je zavzata do RISC, ktery zprostifedkuje navazani na cilovou mRNA, a ddle umozZni podle miry
komplementarity miRNA-mRNA bud' pfimo degradaci cilové mRNA (v pfipadé uplné komplementarity
bazi), anebo inhibici jeji translace. Degradace mRNA je umoznéna RNazovou aktivitou proteinu Ago2,
ktery je rovnéz soucasti RISC [83]. Obéma zpUsoby je dosazeno regulaéni funkce — inhibice vzniku

proteinu.

mMiRNA neni vazdna pouze na bunku — je detekovatelnd v plazmé a dalSich télnich
tekutinach. Nicméné volnd RNA podléha v plasmé rychlé degradaci diky pfitomnosti RNaz. Proto v
plasmé necirkuluje volné, ale ve vezikulech, pfipadné navazana na protein. Tim je zabranéno jeji
degradaci [84,85]. Vezikuly mohou byt reprezentovany exosomy, mikrocCasticemi aktivné se
uvolfujicimi z buriky, nebo apoptotickymi télisky [86,87,88]. Ukazalo se, Ze vysoce denzni lipoprotein

(HDL) ma vliv nejenom na snizeni kardiovaskularniho rizika ovlivnénim transportu cholesterolu, ale
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navic je schopen prendset i miRNA, chranit ji tak pred degradaci a jejim prostfednictvim ovliviiovat
cilovou tkan [89]. Poutziti HDL jako vektoru v transportu specifickych miRNA je jedna z moZnosti,
kterou by bylo mozno v budoucnu vyuZit i pro cilenou |é¢bu nékterych onemocnéni [90,91]. Kromé
HDL cirkuluji v plasmé miRNA navazané i na dalsi proteiny, jako je napfiklad nucleophosmin 1 (NPM1)

a Ago2, vySe zminény protein, jenz je soucasti RISC.

6.4.1.2 Exprese miRNA u diabetes mellitus

Diabetes mellitus 1. typu (T1DM) je zpUsoben autoimunitnim mechanismem, ktery vede k
destrukci a zaniku beta bunék. Ukazalo se, Ze regulacni T lymfocyty u diabetik( 1. typu zvysené
exprimuji miR-510, naopak miR-191 a miR-342 byly exprimovdny méné v porovnani se zdravymi
jedinci [92]. V jiné studii byly porovndvany exprese miRNA u déti s nové diagnostikovanym T1DM
proti zdravym détem. U 12 miRNA (miR-152, miR-30a-5p, miR-181a, miR-24, miR-148a, miR-210,
miR-27a, miR-29a, miR-26a, miR-27b, miR-25, miR-200a) byla pozorovana zvysena exprese. Jedna se
o miRNA, které jsou zapojeny do apoptotickych déju a regulaci beta buriky. V této studii byla navic
prokdzana asociace mezi miR-25 a zbytkovou funkci beta burky, vedouci k lepsim hodnotam glykémii

[93].

U diabetes mellitus 2. typu (T2DM) byla signifikantné zvysend exprese sedmi miRNA (miR-9,
miR-29a, miR-30d, miR-34a, miR-124a, miR-146a a miR-375) v porovnani s kontrolami, pticemz u 5 z
nich byla navic signifikantné zvySena exprese v porovnani s prediabetiky (hrani¢ni glykémie nalacno,
porusend glukdzova tolerance). Rozdil mezi prediabetiky a kontrolami nebyl zjistén [94]. ZvySena
exprese miR-375 potlacila glukézou stimulovanou sekreci inzulinu a naopak jeji inhibice vedla k
vyplavovani inzulinu. Tato miRNA posttranskripéné reguluje translaci proteinu myotrophinu, jehoz
dereprese snizenou hladinou miR-375 vedla ke zvyseni produkce inzulinu [95]. Mysi neexprimujici

miR-375 maji zmnoZené alfa bunky pankreatu a zvySenou hladinu glukagonu. Naopak mnoZstvi beta
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bunék je snizené. To pak vede k hyperglykémii. miR-375 se tak Ucastni prostiednictvim svych cilovych

transkriptll i bunécéného ristu a proliferace bunék [96].

miR-124, a zejména pak jeho isoforma miR-124a, se také ucastni vyvoje pankreatu. Inhibuje
translaci transkripéniho faktoru FOXA2, ktery reguluje specifické geny beta bunky (PDX1, KIR6.2 a
SUR1). Nadbytek miR-124 vede ke snizeni produkce inzulinu. Podobné jako miR-375 totiz cili na gen
MTPN, ktery kdduje protein myotrophin zodpovédny za uvolfiovani hormonu a exocytdzu. Zda se, ze

drahy regulace sekrece inzulinu jsou pro miR-124 a miR-375 shodné [97].

PFi rozvoji inzulitidy byla pozorovana zvysend exprese miR-21, miR-34a a miR-146a [98].

miR-9 sniZuje expresi granuphilinu a tim i vyplavovani inzulinu pfi stimulaci glukézou [99].

Ve velké prospektivni studii (n=822) byla sledovana exprese miR-126, kdy byla prokazana
vyznamna negativni korelace mezi miR-126 a rozvojem T2DM, navic s vyraznym gradientem mezi
kontrolami, prediabetiky a diabetiky. Zatimco nejvyssich hladin miR-126 dosahovala skupina kontrol,
zatim neni znam, ale jeji sniZeni je spojovano s nemoci perifernich arterii u diabetu [100], stejné tak
jako s nemoci koronarnich tepen [101]. Cilovou mRNA pro miR-126 je transkript genu IRS-1. Pfi
nadbytku miR-126 v hepatocytech dochdzi k redukci translace IRS-1 a tim k poruse signalizace
inzulinové drahy [102]. Pfi in vitro pokusu na endoteliich péstovanych v podminkach hyperglykémie
nebyla zménéna exprese miR-126, ale bylo snizené jeji plnéni do apoptotickych télisek [85], ¢imZ se
snizila moZnost parakrinniho plsobeni a ovlivnéni cilovych struktur. ZGstava tedy otazkou, jestli
napfiklad zména v koncentraci jinych miRNA nemUzZe ovliviiovat uvolfiovani apoptotickych télisek a

zpUsobovat tak snizenou hladinu kolujici miR-126 v krvi.
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6.4.1.3 Exprese miRNA u chronické pankreatitidy a karcinomu pankreatu

Mezi miRNA, jejichz koncentrace jsou u osob s karcinomem snizené, patii miR-126, ktera
inhibuje translaci ADAM9, proteinu s metaloproteindzovou a disintegrinovou doménou, jehoz
nadprodukce byla prokazana pfi progresi karcinomu [103,104,105]. Substituce miR-126 by tak mohla
byt jednou z moZnosti prevence progrese a metastazovani karcinomu [105]. Jak bylo uvedeno vyse,
tato miRNA ma zménénou koncentraci i u jinak zdravych diabetik(, a tak by se mohlo jednat o dalsi

vysvétleni mechanismu zvySeného rizika nadorové transformace u diabetikd.

Oblast DNA kédujici miR-148a je u karcinomu pankreatu hypermetylovana a exprese
samotné miR-148a je pak snizend. Mira metylace této oblasti DNA by tak mohla slouzit jako
diagnosticky marker k odliseni karcinomu od chronického zanétu (primeérna metylace miR-148a u
karcinomu pankreatu a chronické pankreatitidy je 4,25 %, resp. 1,21 %; p < 0.05) [106]. Podobné je
rovnéZz miR-132 sniZzené exprimovana u karcinomU pankreatu a jeji genova sekvence je
hypermetylovana. Pfi in vitro pokusu na bunécnych liniich doSlo pfi podani miR-132 ke zpomaleni
rGstu nadorovych bunék a naopak pfi podani anti-miR-132 k progresi bunécného rlstu a tvorbé

vétsich bunécénych kolonii [107].

Mezi miRNA se zvySenou expresi u karcinomu pankreatu patfi miR-16, miR-21, miR-27a,
miR-100, miR-135b, miR-155, miR-181b, miR-196a, miR-200 a miR-221. Liu a kol. prokazali
signifikantni zvySeni exprese u sedmi miRNA, z nichZ pro diagnostiku karcinomu navrhl miR-16 a miR-
196a v kombinaci s biochemickym markerem CA 19-9. Tento test k odliSeni karcinomu od kontrol a
pacientl s chronickou pankreatitidou dosahoval senzitivity 92 % a specificity 95,6 %. Pro odliseni
karcinomu od chronického zanétu pak byla senzitivita a specificita 88,4 % a 96,3 % [108]. K odliSeni

nadoru od zdnétu byla v jiné studii pouZita exprese miR-135b ve vzorku 42 pacient( s karcinomem a
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33 s chronickou pankreatitidou, ktera byla schopna tyto jednotky odliSit se senzitivitou 92,9 % a

specificitou 93,4 %. Pozitivni a negativni prediktivni hodnota testu byla 95 % a 91 % [109].

Pfi analyze vzork(l odebranych pfi aspiracni biopsii bylo pozorovano zvyseni exprese miR-
21, miR-196a a miR-221 (p<0,001, p<0,001, p=0,009) [110]. Ke zvyseni miR-21 dochazi i u jinych
nadord, napt. jicnu, plic, tlustého stfeva, u glioblastomu [111,112,113,114]. Tato miR-21 reguluje
translaci LRRFIP1, ktery inhibuje antiapoptotickou signaliza¢ni drahu NF-kB, a tim vyznamné zasahuje
do regulacnich procest bunky. Zvysenim hladiny miR-21 dojde k inhibici LRRFIP1, ¢imZ je draha NF-«xB
deblokovana a burika chranéna pred apoptdzou, coZ vede k delSimu prezivani (az imortalizaci) a
proliferaci nadorovych bunék [114,115]. NF-kB predstavuje spolec¢nou signalizacni drahu, ktera je
aktivni pfi zdnétech i nddorech. Tak lze vysvétlit pojeti chronické pankreatitidy jakozto rizikového
faktoru pro rozvoj karcinomu pankreatu [116]. Mira exprese miR-21 nekorelovala s velikosti tumoru,
stupném diferenciace, ani s metastatickym postizenim uzlin. Vyrazné zvySena exprese vsak souvisela

s horsi progndzou pacienta [117,118].

Koncentrace miR-155 je taktéZ zvySena u celé fady nador(i [119,120,121]. To ukazuje na
spolecné prvky v karcinogenezi riznych tkani. MicroRNA-155 reguluje translaci TP53INP1 (tumor
protein 53-induced nuclear protein 1), proteinu indukovaného pti bunééném stresu, ktery se s p53
spolupodili na bunécné smrti v apoptotickém procesu [122,123]. ZvySena koncentrace miR-155 u
karcinomd vsak vede k inhibici TP53INP1, ¢imZ opét dojde k inhibici apoptdézy a imortalizaci

nadorovych bunék [122].

Sestavenim vhodného panelu miRNA by bylo moziné ziskat ucinny diagnosticky nastroj.
Bloomston a kol. vybrali 25 miRNA, které v 95 % sprdavné urcily nddor a nenadorovou tkan (tedy
kontroly a chronickou pankreatitidu), v 93 % spravné zaradily nador a chronicky zanét a ve 100 %

odlisily chronickou pankreatitidu od normalni tkané pankreatu [124].
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6.4.1.4 miRNA a terapie

Studium mIiRNA se stava vyznamnym prvkem v porozuméni mechanizm( rozvoje
onemocnéni a zpresnéni diagnostiky, coz dokladd i mnozstvi publikaci vznikajicich zejména
v poslednich 10 letech. Rostouci pocet praci sméfuje k vyuziti miRNA v diagnostice urcitych chorob,
ke zpresnéni zaZitych testli, k prfesunu od invazivni diagnostiky k méné invazivni. Zaroven roste i

snaha o vyuZiti poznatkd v terapii.

Aby viak bylo mozné ovlivnit cilovou tkan, je potfeba konkrétni miRNA-moduldtor néjakym
zpUsobem dopravit na cilové misto. Zplsob podani mize byt lokalni nebo systémovy. Zatimco lokalni
ma vyhodu v zamezeni nezadouciho plsobeni modulatoru na jiném misté v organismu, systémovy
ma zase vyhodu v moZnosti semi-invazivné (intravendzné) ovliviiovat i tkané, které nejsou primo
dostupné. Nicméné miRNA je pfi systémovém podani vystavena nukledzové aktivité v krevnim recisti,
a tak musi byt molekula chemicky upravena, konjugovana a opouzdifena, aby byla pfed RN&azou
ochranéna, dopravena na cilové misto, schopna projit bunénou membrdanou a dostat se do
cytoplasmy. Pouze chemicka modifikace sice stabilizuje molekuly v krevnim fecisti a ochrani je od
RN4z, nicméné neumozni efektivni vstup do burky. Proto byly vyvinuty nosice na virové a nevirové
bazi, které prostup bunécnou membranou usnadni. Jako virové nosite se pouZivaji lentiviry,
adenoviry a adeno-asociované viry, mezi nevirové nosice se radi liposomy, biodegradabilni polymery,
kolagen 1. typu a makrofagy. Pokud se ke komplexu pfipoji nosi¢ obsahujici molekulu, jez bude
rozeznana povrchovym receptorem konkrétni buriky, bude dosaZeno cileného plisobeni modulatoru
s minimalizovanim neZddoucich Ucinkd jinde v organismu a umozZnénim redukce jeho davky.
Vzhledem k casto velmi limitujicim moZnostem protinddorové terapie jsou snizeny naroky na
bezpecnost a toxicitu protinddorového léku, coz mizZe usnadnit proniknuti miRNA-orientované lécby

v oblasti onkologie. To muizZe pFinést nové a zatim netusené moznosti v nddorové terapii, at uz se

bude jednat o samostatny Iék nebo jako senzitizér v kombinaci s chemoterapii [125].
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V soucasné dobé je jiz v rizné fazi klinického testovani nékolik latek, které vyuZivaji princip
fungovani miRNA kterapii (napf. Miravirsen pro lécbu heaptitis C, ale také Atu027 k terapii

karcinomu pankreatu a dalsi) [126,127].
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7 Hypotézy a cile reSeni dizertacni prace

Dizertacni prace si polozila za cil pfi studiu karcinomu pankreatu a) vybrat vhodné miRNA,
které by mohly poslouzZit 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) vytipovdno
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.

7.1 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

32



7.2 Cile feSeni

Vzhledem k predpokladu vyuzZiti vysledkd studie ke zlep3eni 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 ptred 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 vysetieny klinicky i laboratorné. U vSech osob bude
proveden odbér krve k analyzdm nalacno. Podrobnd data u osob s karcinomem (stadium nemaoci,
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 analyzdm u pacientl se zamérenim na casnhou

diagnostiku tohoto onemocnéni.
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8 Pacienti a metody

8.1 Pacienti

Do studie bylo celkem zarazeno 77 pacientl sadenokarcinomem pankreatu (PAC), 26
s chronickou pankreatitidou (CHP), 39 diabetikl 2. typu (T2DM) bez prokazatelného nadorového
onemocnéni a 25 kontrolnich osob (bez karcinomu, bez pankreatitidy a bez diabetu). Pacienti
s karcinomem byli zafazovani 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 Illl. 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 chronickd 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 diagnézou 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 (Graf 1).

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

s karcinomem zhublo o vice nez 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

32%

@ signifikantni vahovy Ubytek

O bez redukce hmotnosti

Graf 3: Diabetes mellitus a hubnuti u pacientt s karcinomem
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Velikost karcinomu pankreatu u pacientll 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 [3].

Tabulka 3: Zastoupeni jednotlivych stadii karcinomu pankreatu

St e et a6 % incid.ence klasifikovanych karcinomt
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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8.2 Diagnostika onemocnéni
Pro hodnoceni diabetu, respektive prediabetu jsme pouzili standardni kritéria podle

American Diabetes Association [128].

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.

8.3 Metody

8.3.1 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).

8.3.2 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.
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8.3.3 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 sloZzek. 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 eluat uchovan v mrazicim boxu v

-20 °C (maximalné tyden).

8.3.4 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 vloZeny 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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8.3.5 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 rozpipetovan do 96-jamkové desticky, do které se pak pridala cDNA —
produkt reverzni transkripce. Desti¢ka byla nasledné prekryta optickou félii, centrifugovadna a vlozena
do RT-PCR cycleru ABI Applied Biosystems 7900HT. Na principu fluorescencné 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 cykld k dosaZeni treshold line.
Jednd se tedy o kvantitativni PCR, které kromé pfitomnosti/absence dané miRNA udava i jeji

mnozstvi, respektive expresi.

8.3.6  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 ndsobek,

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

x=2-(AACa)

Kontrolni skupina pak ma expresi miRNA rovnou 1.

8.3.7 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 Pearsonlv koeficient. Vysledky byly hodnoceny jako signifikantni, kdyZ p<0,05.

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

9.1 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 ptripadech 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),

43




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.

9.2 Rozdéleni podle pfitomnosti 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+.

9.3 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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9.4 Rozdéleni podle hmotnostnich zmén pacientt 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 pfi 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.

9.5 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 pacientdl 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 vyjadieny jako ndsobky proti pacientim bez karcinomu, jejichz
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9.6 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 mozZnosti 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/i 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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9.7 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 vyjadifeny 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.

9.7.1 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 stoupa exprese obou miRNA.
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Relativni exprese miRNA [U]

Relativni exprese miRNA [U]

Graf 4: Porovndni expresi miRNA podle velikosti primarniho nadoru a klinického stadia
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9.8 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 pritomnosti 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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9.9 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 pacientl 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, jehoZ 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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9.9.1 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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9.10 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 ¢casnymi 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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10 Diskuze

Vysokd mortalita karcinomu pankreatu je dana pozdni diagnostikou onemocnéni, kdy jiz
neni mozna kompletni resekce nddoru, jakozto v soucasnosti jedind moznost kurativni Ié¢by. Absence
specifickych ¢asnych symptom 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(l. Druhym krokem je nalezeni vhodného

neinvazivniho a rychlého markeru.

10.1 Epidemiologicka data

10.1.1 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 vysSetfovany.

56



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.

10.1.2 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 pacientll s karcinomem pouze u
22,8 % — diabetes byl ale hodnocen zejména dle anamnestickych dat, laboratorni kritéria pak byla

volnéjsi: glykémie na la¢no > 7,8 mmol/l nebo libovolna glykémie > 11,1 mmol/I [129].

Vzhledem k tomu, Ze nase studie byla zamérena na vztah karcinomu a diabetu, byl soucasti
vySetfeni odbér glykémie na lacno. 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 % [130], 74 % [11].

Na druhou stranu vysSi zachyt diabetu u diabetes-asymptomatickych pacientl
s karcinomem mUzZe byt dan podrobné;jsi diagnostikou spojenou s primarnim onemocnénim. V dobé
diagndzy 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 [131].

10.1.3 Zmeény hmotnosti

Redukce hmotnosti u pacienta je dalSim vyznamnym symptomem nemoci. Stejné jako u
metod pro stanoveni diabetu je i vpfipadé vahového 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 pdl 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 % pacientldl zaznamenan vahovy Ubytek. V jinych studiich to bylo okolo

50-60 % [132,133].

Osoby s recentné zachycenym diabetem a signifikantnim vdhovym ubytkem predstavovaly
40 % vsech pacientd 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 moina
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 vySetfeni v okrajich fezu, (jde-li o tzv. RO

resekci) [134,135].
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10.2 miRNA a CA 19-9

V soucasnosti uzivany marker CA 19-9 neni dostatecné citlivy — dosahuje senzitivity okolo
68 — 78 % a specificity 70 — 83 % [136,137]. Pfidani miR-196, miR-200 a miR-423 k CA 19-9 vedlo ke
zvyseni 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 rizné kombinace miRNA s podobnymi vysledky jako CA 19-9
[138]. 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 [139]. 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 % [108].

Otazkou zlstava, jestli zmény v expresich miRNA vznikaji jiz ¢asné, nebo jsou patrné az
v pfipadé pokrocilych nalezli jako vysledek zmény regulacénich 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) [140].
Pfestoze jsme nemohli provést takovou retrospektivni analyzu vzork( 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(l — pankreatické intraepitelialni neoplazie (PanIN) 2-3

[141]. Chirurgickou resekci PanIN doSlo k normalizaci elevovanych miRNA [142]. ZvySené exprese
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miRNA byly pozorovany i u jiného nadorového prekurzoru — intraduktalni papildrni mucinézni

neopldazie (IPMN) [143].

10.2.1 miR-196

Podle miRWalk databaze, ktera poskytuje prehled o moznych i potvrzenych interakcich
miRNA s mRNA konkrétniho genu, je jednim z cilG miR-196 gen PALLD, kddujici protein palladin. Ten
v cytoskeletu reguluje aktin a tim je spoluzodpovédny za bunécny pohyb a morfogenezi buriky [144].
Zvysend exprese PALLD byla pozorovana u familidrniho i sporadického karcinomu. Trasfekce tohoto
genu vedla ke zméné cytoskeletu a zvySené migraci [145]. ZvySena koncentrace palladinu byla
prfitomna zejména ve stromatu infiltrativniho karcinomu pankreatu [146]. Palladin je produkovan
nadorem pozménénymi fibroblasty, které hraji vyznamnou roli v progresi karcinomu [147]. ZvySena
exprese miR-196 tak mulZe byt zpétnou vazbou kregulaci tvorby palladinu. V nasi studii byla
pozorovana tim vysSi exprese miR-196, ¢im bylo pokrocilejsi stadium a velikost karcinomu
(nesignifikantné). Podobné i v jiné studii byla exprese této miRNA asociovdna s bunécnou proliferaci,
migraci a invazi [148]. Nabizi se tak mozZnost jejiho vyuziti v casné diagnostice i jako prognostického

ukazatele.

10.2.2 miR-200

Jednim z cild miR-200 je dle databaze miRWalk gen KLF11. Protein vznikly jeho prepisem se
Ucastni pfi diferenciaci buriky, zanétu a pfi apoptdze. Za normalnich okolnostech usnadnuje potlaceni
protoonkogenu c-myc pomoci transformacéniho rlistového faktoru beta (TGF-B) [149,150]. Dojde-li
vlivem nadorové transformace u karcinomu pankreatu k mutaci proteinu Ras, KLF11 je inaktivovan
a bunécény rast odblokovan. ZvySena exprese miR-200 u karcinomu pankreatu by mohla pfimo
inhibovat tvorbu KLF11 a vést tak k nekontrolovatelnému rdstu. Tuto hypotézu podporuje i fakt, Ze

zvysena exprese miR-200 nebyla pozorovana jen u karcinomu pankreatu, ale i u jinych nadorda.
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Zmény rlstu, schopnost metastazovat a celkové horsi progndza byly ve spojitosti se zvysenou expresi
miR-200 pozorovany u karcinomu Zaludku [151], dlazdicobunééného karcinomu dutiny Ustni [152],
kolorektalniho karcinomu [153], karcinomu ovarii [154] a nemalobunécného karcinomu plic [155].
Nabizi se tak moZnost vyuZiti miR-200 jako prognostického markeru u osob s rliznymi typy karcinomdi
[156]. Na mySim modelu doslo pfi zvySené expresi miR-200 rovnéz k apoptdze B-bunék pankreatu,
coz vedlo ndsledné krozvoji tézkého diabetes mellitus [157]. MiR-200 by tak mohla pFispét i

k objasnéni patofyziologie diabetu u osob s karcinomem pankreatu.

10.2.3 miR-423

Predpokldda se, Ze proces karcinogeneze je vicestupfiovy, kdy nejprve dochazi
k dediferenciaci acinarni bunky pankreatu v bunku duktalni (metaplazie), kterda je za ucasti
proonkogennich a prozanétlivych signall nasledovana vlastni neoplazii. Transkripéni faktor Prox1
reguluje bunécny cyklus, a Ucastni se tak organogeneze pankreatu. Jeho optimalni koncentrace je
zodpovédna nejen za spravny vyvoj exokrinni ¢asti pankreatu (diferenciace acinarnich a duktalnich
bunék), ale rovnéz za maturaci B-bunék. Jeho zvySena exprese u nevyzralych B-bunék vedla ke
snizené proliferaci, porusené maturaci a apoptdze [158]. Na druhou stranu delece Proxl vedla
k predcasné diferenciaci acinarnich bunék a naslednému chudému vétveni pankreatickych vyvodi

[159].

Zatimco prechodna reaktivace Prox1 byla pozorovana u dediferencujicich se acinarnich
bunék, u samotnych neoplazii jiz Prox1 chybi. RovnéZ mysi heterozygoti pro Prox1 vykazovali vyssi
metaplasticky potencidl, vétsi rozsah poskozeni tkani a prodlouzené hojeni pfi zanétu. Prox1 se tak

jevi jako tumor supresor, ktery chrani buriku pred nadorovou transformaci [160].

U pacientd s karcinomem prsu byla pozorovana sniZzena exprese dlouhé nekddujici

sekvence RNA LINC00968, ktera vedla k odblokovani miR-423. Jeji funkci je mimo jiné inhibice
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zminovaného transkripcniho faktoru Prox1. Odblokovani miR-423 tak vede k inhibici Prox-1, ktera by
tak mohla vést k nadorové transformaci [161]. Jelikoz efekt LINCO0968 byl pozorovdn vedle
karcinomu prsu také u ostosarkomu [162] a nemalobunécného karcinomu plic [163], lze
predpokladat analogicky proces i u karcinomu pankreatu. Hypopeticky by pak nizsi exprese miR-423,
pozorovana v nasi studii u pacientl se stabilizovanou chronickou pankreatitidou, mohla predstavovat
skrze zvySenou expresi Prox1 vystupfiovanou ochranu proti nddorové transformaci. Rozdil v expresi
miR-423 u pacientl s karcinomem proti kontroldm a diabetiklim 2. typu bez nadoru a zanétu

nicméné v nasi praci pozorovan nebyl.

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 pacientl tak, jak prichazeli 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 prfedstavovali

ve studii 65 % pacientl s potencidlné kurativnim stadiem onemocnéni (stadium | a Il).
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11 Re3eni hypotéz

1. MicroRNA-21, -30, -192, -196 a -200 jsou odlisné 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 rdmci 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.

63



12 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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