OPONENTSKY POSUDEK NA DIZERTACNI PRACI
MUDr. PAVLA SKRHY

»0d diabetu, chronické pankreatitidy po karcinom pankreatu: miRNA — novy
marker karcinomu pankreatu?“

Karcinom pankreatu je jednim z nejagresivnéjsich nador(. Letalita, vyjadfend pétiletym
preZitim pacientl, je pouze 2-5 %. Ceskd republika pat¥i mezi staty s nejvy$$im vyskytem
tohoto onemocnéni, navic incidence se neustéle zvySuje. Vyznamnymi rizikovymi faktory
jsou chronickd pankreatitida (CHP), obezita a diabetes mellitus (DM). Problémem je absence
ranych priznak onemocnéni, takie u vétsiny nemocnych je karcinom pankreatu
diagnostikovan aZ ve stadiu, kdy je témér nelécitelny. Velkou vyzvou pro lékafe a vyzkumniky
je nalezeni ranych klinickych ukazatelli a biochemickych ¢&i genetickych markerd, které by
s vysokou senzitivitou a specificitou detekovaly onemocnéni v co nejranéjsim stadiu, kdy je
jesté potencialné Iécitelné. Téma dizertaéni prace je tedy velmi aktualni.

Cilem dizertaéni prace bylo 1) zmapovat u pacientll s karcinomem pankreatu vyskyt prvnich
nespecifickych priznakli nemoci, zejména recentni diabetes mellitus a hmotnostni Gbytek, 2)
hledat vhodné markery, které by mohly slouZit ke zlepseni neinvazivni diagnostiky karcinomu
pankreatu. Na zakladé pilotni studie bylo vytipovano $est miRNA (miR-21, miR-30, miR-192,
miR-196, miR-200, miR-423) rozdilné exprimovanych v séru pacientl vs. zdravych kontrol.
Vhodnost a robustnost téchto miRNA markerd pro diagnostiku ranych stadii karcinomu
pankreatu byla testovdna ve skupinach pacientl skarcinomem pankreatu (a) s DM
diagnostikovanym do 2 let pfed dg. karcinomu; (b) s dlouhodobé 1é¢enym DM; (c) bez DM,
dale u pacientl s chronickou pankreatitidou (d) s DM, (e) bez DM, u (f) skupiny pacientd
s DM 2. typu a u (g) kontrolniho souboru zdravych osob.

Forma a rozsah prace:

Dizertace je vypracovana v ¢eském jazyce, ma logickou stavbu, je pfehledna a srozumitelna.
Teoreticka ¢ast je clenéna do 4 podkapitol, které seznamuji ¢tenafe s epidemiologii
karcinomu pankreatu, s rizikovymi faktory rozvoje onemocnéni, se souasnymi moznostmi
detekce karcinomu. Je poddan pfehled o markerech karcinomu pankreatu, se zaméfenim na
miRNA. Teoreticka ¢ast dizertaéni prace, doplnéna bohatym seznamem citované literatury,
svédci o hlubokych znalostech této problematiky. Autor se dotyka vSech aspektd, které bylo
potfeba experimentalné Fedit. Hypotézy a cile prace jsou jasné deklarované. Ctenafi je
predstaven design studii, jsou popsany soubory pacientt a sledované parametry. Struéné je
popsan i odbér biologického materidlu a pouZité biochemické a genetické analyzy a
statistické metody, které byly v jednotlivych studiich aplikovany. Vysledkova €ast je opét
¢lenéna do podkapitol. Nasleduje diskuze epidemiologickych dat a klinickych ukazatel(,
zejména prevalence DM u karcinomu pankreatu a zmén hmotnosti, diskutovana je moznost
vyuZiti miRNA jako ranych marker(. Praci uzaviraji kapitoly Re$eni hypotéz a Zavéry, kde jsou
shrnuty zakladni vystupy. Nechybi Abstrakt, Seznam poutzité literatury, Seznam zkratek.




Dizertacni prace ma celkem 86 stran textu a je doplnéna 8 pfilohami — ¢lanky autora, které
maji pfimy vztah k feSenému tématu. Dizertacni prace ma vysokou formalni Groven, stejné
tak i autoreferat.

Hodnoceni postupu, metodik a vysiedki:

Studované soubory tvofilo 77 pacientl s karcinomem pankreatu, 26 pacientd s chronickou
pankreatitidou, 39 diabetikG 2. typu a 25 kontrolnich osob. Pacienti byli rekrutovani
z nékolika klinickych pracovist. Byla zpracovana a vyhodnocena anamnesticka data. Vybér
Sesti miRNA (miR-21, miR-30, miR-192, miR-196, miR-200, miR-423) vzesel z pilotni studie,
kdy byla testovana exprese celkem 750 miRNA u 20 pacientl vs. 20 osob bez nadoru a bez
zanétu, za referencni miRNA byly vybrany miR-191 a miR-454. Je popsana izolace miRNA ze
séra, reverzni transkripce, detekce pomoci RT-PCR i softwarové zpracovani dat expresnich
studii. Pro hodnoceni vysledk(l byly pouZity relevantni statistické metody.

Studie prokazala vysokou prevalenci poruch glukézové tolerance a nechténého vahového
Ubytku u pacientd s karcinomem pankreatu. Proto autofi doporucuji, aby u viech osob
s recentné zachycenym DM a signifikantnim vahovym ubytkem, byla neprodlené zahdjena
cilena diagnostika karcinomu pankreatu.

Exprese vybranych 6 miRNA byla hodnocena nejen jako diskriminalni faktor mezi pacienty
s karcinomem a zdravymi kontrolami, ale byla hodnocena jejich diskriminaéni schopnost i
s ohledem na pfitomnost/nepfitomnost chronické pankreatitidy, pfitomnost/nepfitomnost
DM; na vahovy Ubytek, sohledem na velikost nddoru a staddium onemocnéni aj. Byla
prokdzana zvysena exprese téchto marker( u pacientl s karcinomem pankreatu, zejména u
pacientld v pokrocilejSich stadiich onemocnéni. Stanoveni exprese miRNA bylo silné
prediktivni zejména u pacientll s recentnim DM a signifikantnim vahovym Ubytkem. Vyuziti
téchto markerQl se zdd byt ponékud problematické u pacientld skarcinomem, ale bez
diabetu, a v ranych fazich onemocnéni. Pouze miR-196 a miR-423 dovedly rozliSit pacienty
s karcinomem pankreatu od pacientli s chronickou pankreatitidou, a to bez ohledu na
pFitomnost/nepfitomnost DM u obou onemocnéni. Autofi uzaviraji, Ze i kdyZ nékteré
z téchto miRNA by mohly slouZit k zpfesnéni neinvazivni diagnostiky (v soucasné dobé
zaloZené zejména na biochemickém markeru CA 19-9), je tfeba jeSté posoudit dynamiku
zmén expresi téchto miRNA a vliv dalsi faktor(, které by mohly exprese ovlivnit. Vysledky
jsou pfehledné prezentovany radou tabulek a graf(.

MUDr. Pavel Skrha se osobné podilel na kompletizaci soubor(, provadé&l laboratorni analyzy
expresi miRNA, vyhodnocoval data a publikaéné zpracovaval vysledky.

Pfilohy tvofi 8 publikaci, ztoho 4 impaktované (Pancreatology; 2x Eur J Gastroenterol
Hepatol; European Journal of Medical Research — v recenznim Fizeni; celkovy IF= 8,527).
MUDr. Pavel Skrha je u tfi ze &tyF plivodnich praci prvnim autorem, je prvnim autorem i t¥
prehledovych ¢lank{ publikovanych v tuzemskych ¢asopisech.

Dotazy:
Dovolim si polozit nékolik otazek:

1) Skupina pacientd skarcinomem pankreatu je jisté heterogenni, co se tyce
patogeneze. Autor sam poukazuje na pravdépodobny odliSny mechanismus vzniku
karcinomu po dlouhotrvajicim diabetu 2. typu, na rozdil od pacientli, u nichZ byl
diabetes diagnostikovan soucasné s dg. karcinomu, ¢i kratce pfed ni. Zajimava je
skupina pacientt s karcinomem pankreatu, ale bez diabetu, ktera ve VaSem souboru




predstavuje 22 % pacientl. LiSi se tyto skupiny pacientl s karcinomem pankreatu
histologicky, genetickymi zménami v nddorové tkani ¢i v klinickém chovani nadoru?

2) Je znédmo, Ze zhruba 10 % pacientl ma rodinnou anamnézu tohoto onemocnéni. Jsou
znamy zarodetné mutace, které jsou pfFi¢inou hereditarnich forem karcinomu
pankreatu? Vyskytli se takovi pacienti s familiarni historii i ve VaSem souboru?

3) Néktefi autofi uvadéji u pacient( s karcinomem pankreatu zvySenou expresi i jinych
miRNA, neZ jaké jste vytipovali. Napft. Liu et al. (2012) navrhl pro rutinni dg. miR16 a
miR196a v kombinaci s biochemickym markerem CA19-9. Pro¢ jste tyto miRNA
nezaradili do Vaseho panelu?

4) Ve VaSem souboru pacientl s karcinomem pankreatu je vice muZi neZ Zen. Je to
obecny jev? Mize ovlivnit exprese miRNA pohlavi?

5) Specificitu a senzitivitu molekuldarné-genetické diagnostiky karcinomu pankreatu ze
séra by mohlo zvysit stanoveni mutaci (zejména genu KRAS) ¢i methylace cirkulujici
DNA, ktera byla uvolnéna z nddorovych bunék. Uvazujte o zavedeni této metody?

Zavér: S potéSenim konstatuji, e dizertaéni prace MUDr. Pavla Skrhy splfiuje viechny
pozadavky standardné kladené na dizertacni praci vdaném oboru. Student prokazal, Ze
ovlada védecké metody, Ze ma hluboké znalosti teoretické a ve své praci dospél k vysledkiim
ddlezitym jak pro dalsi rozvoj védeckého vyzkumu, tak pro jeho praktickou aplikaci.
Pfedkladand dizertacni prace prokazuje predpoklady studenta k samostatné tviréi védecké
praci.

Dizertaéni praci MUDr. Pavla Skrhy proto doporuduji k obhajobé jako podklad pro udéleni
titulu Ph.D. (podle § 47 VS zédkona 111/98 Sb.).

Doc. RNDr. Béla Bendlova, CSc.
Endokrinologicky uUstav, Praha

V Praze dne 28. 4. 2020







