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1 ABSTRAKT

Duktalni adenokarcinom (PDAC) je nejcastéjSim primarnim nadorem pankreatu. Jeho
nepfizniva prognoza je dana mimo jiné i tim, Ze je Casto diagnostikovan az v inoperabilnim
pozdnim stadiu a navic vykazuje vysokou chemorezistenci. Pro moznost ¢asnéjsi diagnozy
PDAC a tim zlepseni prognézy nemocnych jsou hledany nové biomarkery, mezi které patii
mimo jiné i microRNA (miRNA), kratké nekodujici RNA molekuly, zapojené do post-

transkripéni regulace genové exprese.

Na rozdil od jinych RNA jsou molekuly miRNA v biologickych vzorcich stabilni.
Jejich expresi je mozné stanovit prostfednictvim vice analytickych metod, naptiklad
kvantitativni real-time PCR (RT-qPCR). Pro normalizaci metod pozivanych pro zjisténi
hladiny miRNA je nutné pouzit vhodné endogenni kontroly. Variabilni exprese endogennich
kontrol v§ak mize znamenat urcitou nejistotu pii kvantifikaci exprese miRNA. Cilem prvni
prace byly analyza exprese Sesti miRNA, izolovanych z parafinovych blokt (FFPE) biopticky
vySetienych PDAC a urceni optimalni vnitini kontroly. Pfi normalizaci vysledkit RT-qPCR
byly hodnoceny ¢tyfi interni kontroly: arteficialni spike miR-39 od C. elegans, U6 snRNA,
miR-16 a snoRNA U91. Hodnoty exprese vSech sledovanych miRNA byly v nadorech
signifikantné odliSné v zavislosti na zvolené vnitini kontrole. Mimo to vykazovala stabilita
pouzitych vnitinich kontrol u jednotlivych nadort signifikantni rozdily. Jako nejstabilngjsi
endogenni kontrola, kterou lze doporucit pro endogenni normalizaci exprese miRNA v

tkanich PDAC pro normalizaci, se pomoci algoritmu NormFinder ukazala U91.

Moznost pouziti miRNA jako diagnostického nebo prognostického markeru malignich
nadori byla pfedmétem vice publikaci. Cilem druhé prace bylo stanoveni exprese sedmi
vybranych miRNA, izolovanych z formalinem fixovanych parafinovych bloki (FFPE) od 54
pacienti s PDAC. Nasledné byl hodnocen vztah exprese téchto miRNA k histologickému
usporddani a pokrocilosti nadoru, celkové délce preziti nemocnych (OS) a délce preziti do
progrese nemoci (PFS). Ve vysetienych nadorech byla zjiSténa zvysSend exprese miR-21, miR-
155 a miR-210, v porovnani s nenddorovou tkani pankreatu. Naopak hladiny miR-96 a miR-
217 byly u PDAC signifikantné sniZzené. Patrnd byla pozitivni korelace hladin miR-210 s
vékem pacientil (p=0.35). Exprese vSech sledovanych miRNA nevykazovala korelaci se
sledovanym parametry nadoru — stupném diferenciace, rozsahu lokalni progrese, ani s
metastatickym postizenim lymfatickych uzlin, perineuralni invazi, vaskularni invazi a délkou

preziti pacientll. ZvySené hladiny miR-148a a miR-217 vykazovaly signifikantni korelaci s



tubularnim uspofadanim nadoru; snizend exprese miR-148a souvisela s disociativnim
usporddanim nddoru. ZvySena exprese miR-155 méla vztah k vysSi mitotické aktivité

nadorovych bun¢k.

V piedlozené praci je demonstrovan vyznam spravné volby vnitini kontroly pro
normalizaci vysledki RT-qPCR pfi stanoveni exprese miRNA. Byla potvrzena odlisna
exprese miRNA v PDAC v porovnani s nenddorovou tkani pankreatu. Byla prokazana
signifikantni asociace histologického uspofadani nadoru a mitotické aktivity s expresi
nékterych miRNA. Korelace mezi Grovni exprese sledovanych miRNA, progresi nadoru a

délkou preziti nemocnych nebyla prokazana.



2 ABSTRACT

Ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common primary pancreatic neoplasm.
It’s frequently diagnosed in late inoperable stage and has high resistance to chemotherapy;
this situation contributes to its unfavourable prognosis. Therefore, there is a need for
biomarkers enabling early detection of PDACs and by this way to improve patient prognosis.
MicroRNAs (miRNA), short non-coding RNA molecules involved in post-transcriptional

regulation of gene expression, belong to such markers.

Contrary to other RNA molecules, miRNAs are stable in biological samples. Their
expression is measured by several analytical methods, including real-time quantitative PCR
(RT-gPCR). Normalization of methods determining miRNA levels requires adequate
endogenous controls. However, variable expression of endogenous controls in tumors may
cause bias in determining miRNA levels. The aim of the first study was to investigate the
expression of six miRNAs isolated from formalin fixed paraffin embedded (FFPE) samples of
PDAC:s. Four controls were chosen for RT-qPCR result normalization: artificial spike miR-39
from C. elegans, U6 snRNA, miR-16 and snoRNA U91. Expression values of all studied
miRNAs in tumors were significantly different depending on selected endogenous controls.
Additionally, stability of the controls varied significantly in individual tumors, U91 was
determined to be the most stable according to the NormFinder algorithm. Thus, U91 can be

recommended as endogenous control for miRNA expression in PDAC tissues.

The possibility to utilize miRNAs as diagnostic and prognostic biomarkers in
malignancies has been the subject of multiple publications. The aim of the second study was
to investigate the expression of seven selected miRNAs isolated from FFPE samples of 54
PDAC patients. The relationship of miRNA expression levels with tumor histology, clinico-
pathological characteristics, patient overall survival (OS) and progression-free survival (PFS)
was subsequently evaluated. Overexpression of miR-21, miR-155 and miR-210 was observed
in PDACs, in comparison with non-neoplastic pancreatic tissue. On the contrary, miR-96 and
miR-217 were significantly downregulated in PDACs. Positive correlation of miR-210 levels
was observed with patient age (p=0.35). Expression levels of all selected miRNAs failed to
demonstrate significant correlation with tumor parameters — grade, degree of local
progression, lymph node involvement, perineural invasion, vascular invasion and length of
patient survival. Additionally, elevated levels of miR-148a and miR-217 have shown positive

correlation with tubular arrangement of tumors; decreased miR-148a expression was



associated with dissociative tumor growth. Elevated miR-155 levels were linked to high
mitotic activity in cancer cells.

This work demonstrated significance of the choice of endogenous controls for
normalization of RT-qPCR results during miRNA expression analysis. The results have
confirmed abnormal miRNAs expression in PDACs in comparison with adjacent non-
neoplastic tissue. Significant association was detected between histological structure, mitotic
activity and miRNA expression in tumors. Finally, no correlation of miRNA levels with tumor

progression and length of patient survival could be demonstrated.



3 UVOD DO PROBLEMATIKY

3.1 Duktalni adenokarcinom pankreatu

Duktélni adenokarcinom (PDAC) predstavuje 90 % nové diagnostikovanych
nadorova onemocnéni. Tato diagnoza tvoii jak u muzi, tak u zen Ctvrtou nejcastéjsi pfi¢inu
Gmrti na zhoubny nador. (Novotvary 2016, UZIS). Nejéastéjsim histologickym typem PDAC
je adenokarcinom vyvodového typu. Vzacnéj$i histologické varianty PADC jsou
adenoskvamoézni, meduldrni, hepatoidni, koloidni a nediferencovand (Vincent et al. 2011).
Hodnoceni PDAC podle anatomického rozsahu progrese nemoci je uvedeno v TNM
klasifikaci, 8. vydani (Brierley et al. 2017). Pokrocilost nadoru je ur¢ovana podle lokélniho

nalezu a podle ptfitomnosti metastdz do lymfatickych uzlin a metastaz vzdalenych.

Vic nez dvé tretiny pacientli s PDAC jsou diagnostikovany s lokalné pokrocilym
nadorem nebo se vzdalenymi metastdzemi, tedy v inoperabilnim stadiu (Vincent et al. 2011).
V dnesni dobé doporuceny 1écebny postup u pacientli s Casnym operabilnim tumorem je
pankreatoduodenektomie, distalni pankreatektomie nebo totalni pankreatektomie (Acher et al.
2018; Jing et al. 2013; Andrén-Sandberg et al. 2016). Po resekci je zavadéna adjuvantni
terapie gemcitabinem, piipadné s pfidanim 5-fluorouracilu nebo dalSich chemoterapeutik

(Gbolahan et al. 2019).

Podle ocekavani bude PDAC piedstavovat v roce 2030 druhou nejcastéjsi pficinu
umrti na nddorova onemocnéni (Rahib et al. 2014). Béhem poslednich dekad doslo k
vyznamnému zlepSeni pfeziti nemocnych po chirurgickém vykonu (Shirai et al. 2016).
Dlouhodoba prognéza po resekci PDAC ale zlstava nepiiznivd (Huang et al. 2018). K
faktorim negativné ovliviiujicim pieziti u PDAC patii pozitivni resek¢éni okraj, pfitomnost
uzlinovych metastaz, perineurdlni a vaskuldrni naddorova invaze (Winter et al. 2006; Bilici
2014). Z divodu obtizi v ¢asné diagn6ze PDAC a Casto neptizniveho pooperacniho pribchu
onemocnéni jsou cestou intenzivniho vyzkumu hleddny diagnostické a prognostické
biomarkery. Nejptfinosnéj$im v souc¢asné dobé¢ klinicky pouzivanym biomarkerem je CA19-9,
ktery je ale pro nizkou specificitu nevhodny ke screeningu asymptomatickych pacientii (Poruk
et al. 2013). Karcinoembryonalni antigen (CEA) se uplatiiuje v klinické diagnostice PDAC
v mens$i mife (Meng et al. 2017). V poslednich letech se jako potencialni biomarkery dostaly

do poptedi pozornosti nekddujici RNA molekuly, véetné microRNA (miRNA).



3.2 Zakladni charakteristiky miRNA

MiRNA patii mezi kratké nekodujici vldkna RNA s pramérnou délkou 22 nukleotidu.
Prvnim ptedstavitelem dnes jiz pocetné rodiny miRNA je lin-4, ktera byla objevena v roce
1993 u Caenorhabditis elegans (Lee et al. 1993). V soucasnosti je u ¢lovéka popsano vic nez

3000 miRNA (www.mirbase.org).

Prvni kroky syntézy miRNA probihaji v bunécném jadfe; transkripce se uskutecnuje
¢innosti RNA-polymerazy II nebo RNA-polymerazy III (Ha et al. 2014). Posttranskripcni
modifikace primarni miRNA vlakna probihd v ,mikroprocessorovém komplexu®, agregatu
proteinli obsahujicim DGCRS a ribonukleazu III Drosha (O'Brien et al. 2018). Vysledkem je
pre-miRNA, kterd je transportovana do cytoplasmy Exportinem-5; vlakno pre-miRNA je
zpracovano RNazou III Dicer. Z duplexu miRNA je na zékladé termodynamické stability
sekvence jedno z vldken (vedouci vldkno) vybrano pro vykonani regulacnich funkci v RISC
komplexu (O'Brien et al. 2018). Ve vétsing€ ptipadit dochazi soucasné k degradaci druhého,
komplementarniho vldkna miRNA (miRstar nebo miRNA*). Po dokonceni syntézy je vldkno
miRNA zaclenéno do komplexu proteind, jehoz hlavni funkéni jednotkou je Argonaut
(AGO). Vysledna RISC je schopna regulovat translaci cilovych mRNA (Jonas et al. 2015).
MiRNA jsou soucasti posttranskripcni regulace a piisobi v miRNA Induced Silencing
Complex (RISC). V ptipadé¢ komplementarity se RISC vaZe na mRNA, na tzv. seed region
miRNA Response Element (MRE) sekvenci. Endonukleaza AGO2 rozs$tépi mRNA, pficemz
dojde 1 k rozpadu RISK a k degradaci miRNA (Jo et al. 2015).

MiRNA piedstavuji jednu z klicovych komponent regulace genové exprese,
uskuteciiujici se na epigenetické trovni mechanismem tzv. RNA interference. Jedna se o
posttranskripéni ,,silencing” mRNA molekul, vedouci k jejich degradaci nebo k zastaveni
translace (Lam et al. 2015). Proces RNA interference méa zna¢ny biologicky vyznam. Hraje
roli v embryogenezi a v regulacich komplexnich intracelularnich pochodt, vcetné apoptdzy,
bunécného cyklu a diferenciace (Vidigal et al. 2015). Nedavno byla objevena aktivni sekrece
miRNA prostfednictvim exosomd, pifedstavujici dilezitou formu intercelularni komunikace
(Zhang et al. 2015). Abnormality ve spektru exprimovanych miRNA byly prokdzany u
veétsSiny nadorovych a nenddorovych nemoci. Predpoklada se, Ze miRNA hraji roli
v patogenezi, proto je intenzivné studovadno jejich mozné vyuziti jako diagnostickych nebo

prognostickych biomarkert (Ardekani et al. 2010).



3.3 Uloha miRNA ve vzniku PDAC

Ve tkani PDAC byla popsana abnormalni exprese ¢etnych onkogennich a tumor-
supresorovych miRNA. Byl prokazan jejich podil na ovliviiovani fady procesti v nadorovych
bunkach, vcetné podpory proliferace a invazivniho rdstu, inhibice apoptézy, modulace
epitelové-mesenchymalniho pfechodu a chemorezistence (Huang et al. 2016). Pro studium
byly zvoleny oncomiRNA miR-21, miR-155, miR-196a a miR-210, a dale tumor supresorové
miR-96, miR-148a a miR-217.

3.3.1 Role studovanych oncomiRNA v onkogenezi PDAC.

Ze skupiny miRNA s proto-onkogenni funkci (oncomiRNA) je nejvice prozkoumana
miR-21. Je zapojena do modulace dileZitych procesit v nddorovych bunkach, vcetné
proliferace, apoptdzy, migrace, invazivity, metastazovani a chemorezistence (Moriyama et al.
2009; Giovanetti et al. 2010; Zhang et al. 2018). Geny ovlivnéné prostfednictvim miR-21 jsou
Bcl-2, Bax, TM1, PTEN a PDCD4 (Sicard et al. 2013; Qi et al. 2009; Wei et al. 2016).

Prokazana byla rovnéz nepiima vazba na komponenty drahy K-ras (Yu et al. 2016).

MiR-155 se vPDAC uplatiiuje down-regulaci genu TP53INP, ktery je soucasti
regulacni drahy p53. Poruchy v této draze vedou k inhibici apoptdzy a k podpoie nadorové
proliferace (Gironella et al. 2007). V podminkéch in vitro miR-155 podporovala migraci a
invazivitu nadorovych bunék. Dale byla prokazana role v regulaci signaliza¢ni drahy STAT3
a represi syntézy SOCS! (Huang et al. 2013). MiR-155 se uplatiuje 1 v modulaci
chemorezistence bunék PDAC (Mikamori et al. 2017).

MiR-196a je deregulovana u vysokého poctu nadorti (Lu et al. 2016). Experimentalni
transfekce miR-196a zptsobila v buitkach PDAC pokles hladiny /NGS5, coz vedlo k redukci
apoptézy, zvyseni nadorové proliferace a k vyssi invazivite (Liu et al. 2013). Bylo téz
prokazano, ze miR-196a podporuje onkogenezi modulaci NFkB inhibitoru a, in vitro dochéazi
po introdukci miR-196a ke zvysSeni proliferace a migrace nadorovych bunék (Huang et al.
2014). Dalsi geny pod kontrolou miR-196a jsou FOXOI1, NME4 Annexin Al a ¢lenové rodiny
Hox (Lu et al. 2016).

MiR-210 je oncomiRNA abnormaln¢ exprimovana u PDAC, pravdépodobné
miR-210 je HIF-la, ktery predstavuje klicovou komponentu drdhy regulujici hypoxickou
odpovéd. Tato miRNA hraje téz dulezitou ulohu v modulaci interakci pankreatickych

hvézdicovych bun¢k (PSC) a PDAC bun¢k (Takikawa et al. 2017). Horizontalni pifenos
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exosomalni miR-210 mezi nadorovymi bunkami vin vitro podminkdch podporoval

chemorezistenci (Yang et al. 2020).

3.3.2 Role studovanych tumor-supresorovych miRNA v onkogenezi PDAC.

MiR-96 se podili na regulaci onkogenu KRAS (Yu et al. 2010). Dalsi geny, jejichz
aktivita je fizena prostiednictvim miR-96, jsou HERGI a NUAKI (Feng et al. 2014; Huang et
al. 2014).

MiR-148a je dalsi miRNA s tumor-supresorovym u¢inkem. Buiikky PDAC vykazuji
v porovnani s nenadorovym duktalnim epitelem vyraznou depleci miR-148a. Prvnim
identifikovanym genem regulovanym prostiednictvim miR-148a byl CDC25 (Liffers et al.
2011). Down-regulace miR-148a se miiZze inhibici WNT/B-kateninové signaliza¢ni drahy
podilet i na indukei epitelové-mezenchymalniho pfechodu (EMT) naddorovych bunék (Peng et
al. 2017). Dalsi cilové geny regulace pomoci miR-148a jsou AMPKal, CCKBR, Bcl-2 a
GLUTI (Zhao et al. 2013; Zhang et al. 2014; Wu et al. 2018).

MiR-217 je v nenadorové tkani pankreatu exprimovdna v acinech s vysokou
specificitu (Szafranska et al. 2007). V buikich PDAC byla pomoci ISH a RT-qPCR
prokdzana vyrazné snizend exprese miR-217 (Zhao et al. 2010). Jeji in vitro up-regulace
prostfednictvim virového vektoru vedla k inhibici nddorového ristu, poklesu exprese KRAS a

sniZeni fosforylace Akt (Zhao et al. 2010).



4 PODKLADY PRO VYSLOVENI HYPOTEZ

Hodnoceni exprese miRNA piedstavuje komplexni proces citlivy ke zménam
v metodickych postupech v pre-analytickém stadiu 1 v analytickém stadiu méfeni.
Normalizacni strategie je jednim z faktorti, ktery miize mit vyznamny dopad na zji§téné
hodnoty exprese miRNA. Dilezitou roli hraje variabilita souvisejici s technickym
zpracovanim a s biologickou heterogenitou ve vzorcich. Pro normalizaci RT-qPCR jsou u
miRNA zpravidla voleny kratké nekodujici RNA-molekuly. Miize se jednat o produkty tzv.
,housekeeping genl“, které ale mnohdy nebyvaji stabiln¢ exprimovany v tumorech. Dalsi
moznosti je pfidani umélych RNA-produktd (tzv. ,,alien spike®) do analytu ve znamych
koncentracich, coz umoziiuje normalizaci krokl analyzy nasledujicich po izolaci miRNA

z tkénovych vzorkd.

U vétSiny malignich nadort, véetn€ PDAC, byl popsan vysoky pocet deregulovanych
miRNA, a to jak ve tkdni resekovanych nadort, tak i v télesnych tekutindch. Nékteré miRNA
pusobi jako onkogeny a tumor-supresory. Vzhledem k vysoké stabilit¢ miRNA by mohly
zmény jejich spektra v télesnych tekutinach slouzit pro diagnozu pacientii s PDAC v ¢asném
stadiu nemoci. Vysledky zvyzkumu exprese miRNA v tkanovych vzorcich PDAC i
prekurzorovych 1ézi mohou byt pouzity pro sestaveni paneld miRNA pro tento diagnosticky
postup. Abnormality v expresi miRNA mohou souviset s pokrocilosti tumoru nebo
s pfitomnosti metastaz, n¢kter¢ druhy miRNA mohou tedy slouZit k zatazeni pacientl do
prognostickych skupin nebo pro predikci efektu protinddorové terapie. Piesny vyznam
miRNA ve vzniku a progresi PDAC ale zlistava stale neobjasnén. Vysledky praci hodnoticich
expresi miRNA jsou navic inkonzistentni; dosud nebyl stanoven univerzalné uznany postup

pro jejich zaclenéni do diagnostického a terapeutického postupu PDAC.

4.1 Hypotézy a cile prace
Hlavnim cilem bylo pfispét ke zlepSeni metod hodnoceni exprese miRNA u PDAC a
k objasnéni roli vybranych miRNA ve vlastnostech PDAC.

Konkrétné se jednalo o:

-Hodnoceni vlivu riznych strategii normalizace na zmény exprese vysetfenych miRNA
v tkdnich PDAC pii méfeni prostfednictvim RT-qPCR.
Hypotéza: volba kontroly pro normalizaci pokusu RT-qPCR ovliviiuje detegovanou hodnotu

exprese vysSetienych miRNA.



-Porovnani exprese normaliza¢nich kontrol U6, U91, miR-16 a cel-miR-39 v parafinovych
blocich PDAC a nenadorovych tkani pankreatu pro urceni nejstabilngjsi kontroly
k normalizaci pro RT-qPCR.

Hypotéza: vybrané endogenni kontroly U6, U9, miR-16 a pridana arteficialni ,,spike* cel-

miR-39 ma stabilni expresi v PDAC a v nenadorovych tkanich pankreatu.

-Stanoveni exprese miR-21, miR-96, miR-148a, miR-155, miR-196a, miR-210 a miR-217
v parafinovych blocich PDAC a v nenddorovém parenchymu pankreatu.

Hypotéza: exprese vybranych miRNA je v nenddorové tkani pankreatu a v PDAC odlisna.

-Urceni vztahu mikroskopickych vlastnosti nadori - histologického uspotfadani, nuklearnich
atypii a mitotické aktivity k expresi miRNA.
Hypotéza: histologické charakteristiky nadorit maji vztah k expresi vysetrenych miRNA.

-Urceni vztahu klinicko-patologickych vlastnosti nddoru, v€etné stadia nemoci a pfitomnosti
metastdz k expresi miRNA.
Hypotéza: klinicko-patologické charakteristiky nadorii maji vztah ke zméndam v expresi

vySetienych miRNA.

-Urceni vlivu exprese vybranych miRNA na délku pieziti bez progrese (PFS) a celkovou
délku preziti (OS) pacientti s PDAC.
Hypotéza: délka intervalu mezi chirurgickou resekci nddoru a progresi a délka celkového

preziti pacientii nemoci souviseji s hladinami exprese vysetienych miRNA.
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5 PACIENTI A METODY

5.1 Soubory pacienti

Obsahem disertacni prace jsou 2 studie s mirné odliSnym souborem pacientl
operovanych na chirurgické klinice 3LF UK a FNKV v Praze. Parafinové bloky byly ziskany
z bioptického archivu Ustavu patologie FNKV. Nadory byly histopatologicky hodnoceny
podle 4. vydani WHO klasifikace tumort traviciho ustroji (Bosman et al. 2010). VSechny

vysetiované nadory odpovidaly konvencnimu duktalnimu adenokarcinomu.

Do prvni studie bylo zahrnuto 24 pacientti, 11 Zen a 13 muzi operovanych pro
karcinom pankreatu v letech 2007-2012. V¢k pacientll byl 36-83 let, s medidnem 65.5 let.
Jeden nador byl dobie diferencovany, 14 nadort bylo stfedné diferencovanych a 9 nadort
bylo $patné diferencovanych. Ve tfech piipadech byla nemoc ve stadiu pT1, u péti ptipadi
pT2, u patnécti ptipadi pT3 a u jednoho ptipadu pT4. Celkem u osmnécti nemocnych byly

popséany metastazy do lymfatickych uzlin.

Do druhé studie bylo zahrnuto 54 nemocnych s karcinomem pankreatu, operovanych
v letech 2007-2015 V souboru bylo celkem 27 muzt a 27 zen. VEk pacientl byl 34-83 let, s
medianem 63 let. Ctyfi nadory byly dobfe diferencované, 27 nadorti bylo stfedné
diferencovanych a 23 nadorii bylo $patné diferencovanych. U ¢ty pacientti byl tumor ve
stadiu pT1, u sedmi pacientli pT2, u 41 pacientii pT3 a u dvou pacientti pT4. Celkem u 37
nemocnych byly pfitomny metastazy do lymfatickych uzlin. Perineuralni propagace byla
pfitomna u 47 piipadli a lymfovaskularni invaze u 29 ptipadl. Resek¢ni okraj byl negativni

(RO) ve ctyficeti a pozitivni (R1) ve ¢trnacti ptipadech.

Databaze ,,the Cancer Genome Atlas® (TCGA) obsahuje miRnom 178 resekovanych
karcinomil pankreatu. Stanoveni exprese miRNA bylo provedeno na piistroji [llumina-seq. Po
kontrole dostupnych klinickych 0daji (Anaya 2016) jsme zanalyzy vyloucili pfipady
neuroendokrinnich nadort a specidlnich podtypii adenokarcinomu pankreatu. VySetieny

soubor obsahoval 160 pacientli s konvenénim PDAC.

5.2 Morfologicka charakteristika nadori

Mikroskopické architektonika nadort byla klasifikovana jako tubularni, kribriformni,
solidné-trabekularni, mucindzni, svétlobunécna a disociativni. U jednotlivych ptipadd bylo
v archivu nalezeno 4-8 histologickych preparati obsahujicich nador. Zastoupeni

histologickych struktur v nadoru bylo hodnoceno v celém jeho objemu, podil jednotlivych
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typl byl spocitan po péti procentech celkového objemu nadoru. Nuklearni pleomorfismus byl
hodnocen dle tfistupiiové klasifikace jako mirny, sttedni nebo vyrazny. Mitozy byly pocitany
na 10 zornych poli s velkym zvétSenim (HPF) (mikroskop Olympus BX43 a objektiv
Olympus Plan 40x/0.65).

5.4 1zolace miRNA a reverzni transkripce

Z archivovanych parafinovych blokt byl vybran vzdy jeden blok, kde nadorova tkan
tvofila minimaln¢ dvé tretiny rozsahu. Vzorky nenddorové tkané pankreatu piredstavujici
negativni kontrolu byly ziskany ze separatnich parafinovych blokl ze vzdéalenosti minimalné

15 mm od nadoru.

Pro izolaci miRNA byly pouzity tfi parafinové fezy tloustky 6 um, ziskané z kazdého
vybraného bloku. Izolace byla provedena pomoci kitu miRNeasy FFPE kit (Qiagen), dle
pokyntl vyrobce. Pro ovéfeni kvality a Cistoty izolatu bylo pouzito 2 mikrolitri RNA. Pomér
absorbance byl méfen multidetekénim pfistrojem Synergy HT (BioTek) pfi vinové délce 260
a 280 nm, pouzitim Take3 micro-volume ploténky. Integrita izolované RNA byla hodnocena

agardzovou gelovou elektroforézou a pomoci softwaru GeneTools 3.08 (SynGene).

Pro reverzni transkripci byl pouZit mix stem-loop primert. Primery byly navrZeny
pomoci miRNA primer design softwaru (Dr. Fuliang Xie, East Carolina University). Reverzni
transkripce byla provedena pouzitim pfistroje C1000 Thermal Cycler (BIO-RAD). Reakéni
smés objemu 50 pl obsahovala: 1 pg DNA-free RNA, reakéni pufr [SO0 mM Tris — HCI (pH
8.3 pti 25 °C), 50 mMKCIl, 4 mM MgCl; a 50 mM DTT]; 1 mMdATP, dTTP, dCTP, dGTP;
20 IU rRNasin ribonukleazového inhibitoru; 100 IU Moloney murine leukemia virus reverzni
transkriptazy (M-MuLV RT, Thermo scientific) a primer mix, obsahujici 20 pmol z kazdého
stem-loop primeru. Spike RNA (miR-39 od C. elegans, 5 x 108 kopii) byla pfiddna do smési
pfed transkripci, jako normalizacni kontrola. Po denaturaci (5 minut pii 70°C, nasledné
chlazeni na ledu), reak¢ni smés byla inkubovana 10 minut pii 25°C, nasledné¢ 60 minut pfi

42°C. Pro ukonceni reakce byla smés zahtata 10 minut na 70°C.

5.5 Hodnoceni exprese miRNA pomoci PCR

Vzorky c¢DNA byly amplifikovany v duplikdtech bezprostitedné¢ po reverzni
transkripci, pouZzitim pfistroje 7500 Fast real-time PCR system (Applied Biosystems) a kitu
Hot FirePol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne). Do reak¢éni smési byl piidan 10 pmol
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kazdého primeru (miRNA specifickych a univerzalni) a 2 pl cDNA. Amplifikace vzorkt
cDNA probihala pfi nésledujicich podminkach: denaturace pti 94 °C délky 15 minut,
nasledné¢ 40 cyklu tvofenych denaturaci pii 94 °C trvajici 15 s, annealingem pii 62 °C trvajici
60 s a DNA syntézou pii1 72 °C trvajici 40 s. Specificita reakcnich produkti byla sledovana
pomoci kiivek tani. Metoda AACT byla pouzita pro stanoveni hladin relativni exprese

analyzovanych miRNA v nadorech (Pfaffl 2001).

5.6 Statisticka analyza

Exprese miRNA v nddorové a normalni tkdni byla porovnana prostiednictvim
parovaného dvouvybérového Studentova t-testu a analyzou rozptylu (ANOVA). Hodnoty p <
0.05 byly povazovany za statisticky vyznamné. Udaje z méfeni RT-qPCR (CT-threshold
cykly) byly linearizovany, algoritmus NormFinder byl pouzit pro vybér nejstabilnéjsiho genu

z vnitinich kontrol.

Statistickd analyza dat v druhé praci byla provedena pomoci programii GenEx 6
(MultiD analyses), S.A.S. verze 9.4 (SAS Inc, Cary, NC, USA) a SPSS 25 (IBM). Exprese
miRNA v nddorové a normalni tkdni byla porovnana pomoci parovaného Wilcoxonova testu.
Vztah hladiny exprese individualnich miRNA byl hodnocen pomoci Spearmanova koeficientu
pofadové korelace. Vztah exprese miRNA a klinicko-patologickych charakteristik nadoru k
délce preziti pacientli s PDAC byl hodnocen univariantni analyzou a multivariantni analyzou
pomoci Coxova modelu proporciondlnich rizik. Vztah exprese miRNA a délky preziti
pacientil v databaze TCGA byl hodnocen univariantni analyzou pomoci Coxova modelu
regrese. Kazda testovand hypotéza byla dvoustranna. Vybrand hladina vyznamu byla a =

0.05, hodnoty p < 0.05 byly povaZovany za statisticky signifikantni.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vybér optimalni endogenni kontroly pro normalizaci algoritmem Normfinder
Hodnoceni exprese miRNA pomoci RT-qPCR se muze stat dilezitou soucasti
diagnostiky PDAC. Cilem normalizace metody je odstranit non-biologické variability
v analytech, které vznikaji pfi odbéru, skladovani, extrakci RNA, reverzni transkripci a
kvantifikaci a dale i biologické variability podminéné heterogenitou ve vzorcich (Peltier et al.
2008). Pro normalizaci jsou Casto pouzivany endogenni kratké nekodujici RNA molekuly.
Jedna se o produkty tzv. ,referencnich gent®, jejichz exprese je konstitutivni a ma byt
ve tkanich konstantni, nezavisle od probihajicich patologickych zmén. Jednim z cild prvni
studie bylo urceni optimalniho postupu pro normalizaci metody RT-qPCR hodnocenim
stability vybranych endogennich kontrol v PDAC a v nenddorové tkani pankreatu pomoci
algoritmu NormFinder. Prahové cykly (CT) pro kazdou zendogennich kontrol se liSily

v nddorech a v normalnich tkanich pankreatu.

Ve vétsiné studii zaméfenych na urceni exprese miRNA v resekatech PDAC byla jako
endogenni kontrola pro normalizaci pouzita snRNA U6 (Zhang et al. 2009; Greither et al.
2010; Ma et al. 2013; Hong et al. 2014). Nevyhodou U6 je nekonstantni exprese ve
vice malignich nadorech (Peltier et al. 2008; Hansen et al. 2007; Appaiah et al. 2011).
Cholangiocelularni karcinom vykazoval vyraznéj$i expresi U6 v nadorovych bunkach
v porovnani s mezenchymalnim stromatem nebo v benignim vyvodovym epitelem (Lou et al.
2015). Na zakladé¢ naSich vysledkt vykazuje exprese U6 v PDAC pfi normalizaci k “spike”
hodnoty -1.03 az 8.12ndsobek normalnich tkani. U6 byla nadmérné exprimovana v 22
nadorech (z 24) a byla druhou nejstabilnéj$i kontrolou pro normalizaci dle NormFinder

algoritmu (hodnota stability = 0.056).

Kromé¢ U6 se mohou pro normalizaci metody RT-qPCR wuplatnit dal§i typy
nekddujicich RNA vlaken. NaSe prace jako prvni studovala expresi snoRNA U9l
v nenddorové tkani pankreatu a v PDAC. U91 byla nadmérné exprimovéana v 14 nadorech,
hodnoty U91 v nadorech vykazovaly -3.05 az 4.36ndsobek normalni tkané. U91 byla dle
algoritmu Normfinder nejstabilngjsi ze zkoumanych endogennich kontrol (hodnota stability =
0.056). U6 vykazovala stejnou hodnotu stability jako U91 (hodnota stability = 0.056),
demonstrovala ale vys$S§i hodnoty vnitroskupinové variability. NejstabilnéjSim parem pro

normalizaci byla kombinace U6+U91 (hodnota stability = 0.036). U91 lze tedy doporucit jako
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endogenni normaliza¢ni kontrolu pro stanoveni exprese miRNA v resekatech PDAC metodou

RT-qPCR.

Dalsi rozSifenou normalizacni metodou je pouziti endogennich miRNA. Tato
normalizace se uplatituje predevsim pii stanoveni cirkulujici miRNA, protoze jina kratka
nekodujici RNA vlakna jsou v extracelularnim prostiedi nestabilni (Freedman et al. 2016).
Nejvic pouzivanou miRNA pro normalizaci byla miR-16 (Schwarzenbach et al. 2015).
V jedné studii byla ale hladina cirkulujici miR-16 signifikantné zvySena u pacientii s PDAC a
tato miRNA byla navrzena jako plasmaticky diagnosticky marker (Liu et al. 2012). Exprese
miR-16 byla v nasi praci v tkani PDAC zna¢né variabilni, hodnoty miR-16 v tumorech byly -
2.94 az 7.38ndsobek normélnich tkani. MiR-16 byla nadmérné exprimovana v 18 nadorech.
Podle algoritmu NormFinder byla miR-16 nejméné stabilni ze sledovanych endogennich

kontrol (hodnota stability = 0.078).

Pfidani exogennich nukleotidii do vzorku izolované RNA, napft. cel-miR-39, cel-miR-
54 nebo cel-miR-238, ve zndmych koncentracich (tzv. ,,spike-in“ kontroly) umoziuje
normalizovat analytické stadium meéfeni (Schwarzenbach et al. 2015). V nasi studii byly
amplifikacni kiivky a CT hodnoty pro “spike” podobné u PDAC a u normalnich tkéni, s
rozdilem mensim nez n = 0.8 cykli. V ptipadé¢ dalSich kontrol zmény CT-hodnot ¢inily od n =
-6.20 do n = 5.8 cykll. Podle algoritmu NormFinder se jako nejméné stabilni kontrola ukéazal
prekvapive “spike” (hodnota stability = 0.085). Diivodem pro “nestabilitu” této kontroly mize
byt, Ze NormFinder dokaze urcit variaci pro celé skupiny zahrnujici kazdy ptipad nédoru a
normalni tkan€. Urceni rozdili mezi normalni tkani a nddorem u jednotlivych pacienti neni

pomoci tohoto algoritmu mozné.

6.2 Normalizace RT-qPCR pro hodnoceni zmén exprese miRNA v PDAC

V jednotlivych dosud uvetejnénych publikacich vykazovaly primémé zjisténé
hodnoty exprese miRNA v resekatech PDAC znacnou variabilitu, kterd miize z¢asti souviset i
s pouzitim normalizacni strategie. Dalsi ¢ast prvni prace byla zamétena na urCeni optimalni
kontroly pro normalizaci stanoveni exprese vybranych miRNA v PDAC. Studovany byly
miRNA, které jsou zapojeny do procesu kancerogeneze PDAC: miR-21, miR-96, miR-148a,
miR-155, miR-196a a miR-217. Jako kontroly byly pro normalizaci metody RT-qPCR
zvoleny: “spike” (umeld miR-39 od C. elegans) a ti1 endogenni nekodujici RNA - U6 snRNA,

miR-16 a snoRNA U91. Porovnani exprese miRNA mezi PDAC a nenadorovou kontrolou
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prokdzala signifikantni variaci pro hodnotu exprese kazdé z vySetienych miRNA. V druhé
studii byla hodnocena exprese stejnych miRNA v tkanovych vzorcich PDAC v souboru 54
pacienti pomoci RT-qPCR pfi pouziti “spike” pro normalizaci metody. Panel vysetfenych
miRNA (miR-21, miR-96, miR-148a, miR-155, miR-196a a miR-217) byl doplnén o miR-
210.

MiR-21 se v PDAC uplatiiuje jako onkogen, podporujici proliferaci, metastazovani a
chemorezistenci nadorovych bunék. Exprese miR-21 v PDAC byla hodnocena ve vice
studiich. Pfi pouziti U6 pro normalizaci byl median exprese miR-21 v nadoru zvysen 2.2krat
(Bloomston et al. 2007). Podobn¢ 1 Zhang et al. (2009) a Hong et al. (2014) popsali pii pouziti
stejné interni kontroly signifikantni zvySeni exprese miR-21 v PDAC, v nékterych nadorech
byla jeji hladina zvySena az 6888krat (Zhang et al. 2009). V jiné studii duRieu et al. (2010)
pozorovali pfi pouziti kombinace U6 a 5S jako endogenni kontroly 20.1 nasobné zvyseni
miR-21. V souladu s literdrnimi udaji byla i v nasi studii v nadorech prokazana zvysSena
exprese miR-21, naméfené vysledky exprese miR-21 byly signifikantné ovlivnény pouzitou
normalizaéni kontrolou. Nejniz§i primérnd hodnota byla relativné k U6 (5.5 ndsobné
zvyseni), nejvyssi primérnd hodnota miR-21 byla zjisténa pfi normalizaci k U91 (17.71
nasobné zvyseni). Zjist€né hodnoty exprese miR-21 se zménily na 7.03nasobek v piipadé
miR-16 (p <0.01) a na 14.56nasobek pii “spike” (p <0.01). Hladina miR-21 byla ve vzorcich
PDAC zahrnutych do druhé studie téZ signifikantné zvySena (primérné 12.01krat, nejvyssi

elevace v nadoru byla 72 nasobnd).

Onkogenni miR-155 je kli¢ovou soucasti regulace signaliza¢ni drahy p53 a je zvySené
exprimovana v PDAC. Zhang et al. (2009) pfi normalizaci k U6 popsali az 52krat zvySenou
expresi v jednotlivych nadorech; Ma et al. (2013) zméfili 2.11 nasobné zvySeni v jejich
souboru pacientil s toutéz endogenni kontrolou. V nasi studii byla v nddorech zjisténa zvySena
exprese miR-155, s vyznamnou variaci pfi pouZiti riznych vnitinich kontrol pro normalizaci:
amplifikace miR-155 byla 15.1 nésobnd relativné k “spike” (p < 0.01); 5.05 nasobna k U6 (p
< 0.01); 6.39 nasobnd k miR-16 (p < 0.01) a 13.36 ndsobnad k U91 (p < 0.01). V nasem
souboru pacientii s PDAC v druhé studii byla téz prokazana zvySena exprese miR-155

(pramérné 22.9krat, nejvyssi hodnota exprese byla 232 nésobna).

MiR-196a hraje v PDAC roli onkogenu, modulaci NFkB inhibitoru a ma pfispivat k
proliferaci a invazivit¢ nadorovych bunék. Exprese miR-196a je v PDAC deregulovana;
Zhang et al. (2009) popsali v jednotlivych nadorech pii normalizaci k U6 signifikantni
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intertumoralni variabilitu jeji hladiny. Wang et al. (2009) demonstrovali pfi pouziti miR-16
jako endogenni kontrolu 16.0 nasobné zvyseni ve vzorcich krevni plazmy pacientd s PDAC.
V prvni préaci byla exprese miR-196a mirné¢ zvySena relativné pfi normalizaci k “spike”
(1.09krat) a U91 (1.13krat), aniz by byl vysledek statisticky signifikantni (p > 0.05). Hladina
miR-196a byla statisticky vyznamné snizena relativné k U6 (2.22krat, p < 0.01) a
nevyznamng snizena k miR-16 (1.35krat, p > 0.05). V nasi skupin¢ 54 nemocnych s PDAC
v druhé studii byla prokadzana vysokd intertumoralni variabilita v hladindch miR-196a,
exprese byla v jednotlivych piipadech 15krat snizend az 25.9krat zvySena. Rozdily v expresi

miR-196a mezi vzorky PDAC a nenadorové kontroly ale nebyly statisticky.

Mir-210 hraje v PDAC roli onkogenu, uplatiiujici se pii hypoxické odpovédi
nadorovych bunék. Exprese miR-210 byla v PDAC studovana v mensi mife, jeji elevace byla
prokadzana v resekatech pankreatu (Szafranska et al. 2007; Greither et al. 2010) a
v pankreatické Stavé (Wang et al. 2014). V nasi studii jsme prokdzali signifikantni zvySeni

exprese miR-210 (pramérné 15.68krat, nejvyssi hodnota 181krat) v PDAC.

MiR-96 mé v PDAC funkci tumor-supresoru, podili se na regulaci exprese KRAS.
Literarni udaje tykajici se exprese miR-96 ve vzorcich PDAC jsou znacné protichtidné.
Analyza pomoci mikroarraye prokdzala v nadorové tkani 1.77 ndsobné zvysSeni miR-96 v
porovnani s chronickou pankreatitidou (Bloomston et al. 2007). Pfi pouziti RT-qPCR bylo
naopak zjiSténo 4.35 nasobné sniZeni v naddoru pfi normalizaci exprese k miR-24 (Szafranska
et al. 2007). Hong et al. (2014) a Feng et al. (2014) popsali v PDAC aZ osmindsobné snizeni
miR-96 pfi normalizaci k U6. V nasi studii jsme pozorovali vyznamny rozdil ve vysledcich
exprese miR-96 ziskanych pii pouziti rGznych kontrol pro normalizaci metody. Hodnota
exprese miR-96 v PDAC nevykazovala signifikantni zmény pii normalizaci pomoci “spike”
(p > 0.05) a U91 (p > 0.05). Exprese miR-96 byla ovSem vyznamné down-regulovana, kdyz
byla métena relativné k U6 (3.22krat, p < 0.01) nebo miR-16 (2.32krat, p < 0.01). V druhé
studii jsme prokdzali vyznamny pokles hladiny miR-96 ve vzorcich PDAC, v porovnani

snizeni).

MiR-148a je v PDAC tumor-supresorem, inhibujicim proliferaci nddorovych buné¢k a
zamezujicim jejich epitelidlné-mezenchymalnimu pfechodu. Exprese miR-148a je v PDAC
sniZena, ptic¢inou je hypermetylace promotorové oblasti kédujiciho genu (Hanoun et al. 2010).
Bloomston et al. (2007) a Jamieson et al. (2012) popsali pfi pouziti mikroarraye primérné, 5.5
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nasobné a 7.14 ndsobné snizeni exprese. Szafranska et al. (2007) stanovili pomoci RT-qPCR,
pfi normalizaci k miR-24, 6.15 ndsobné sniZzeni miR-148a. Normalizace relativné k U6
prokazala 2.5 nasobnou a 2.86 nasobnou down-regulaci v PDAC (Zhang et al. 2009; Ma et al.
2013). V prvni studii nebyl prokazan signifikantni rozdil v expresi miR-148a pii normalizaci
k “spike” (p > 0.05), nebo k U91 (p > 0.05). Na druhou stranu, exprese miR-148a byla
signifikantné snizenda pii pouziti U6 (1.33krat, p < 0.01) a miR-16 (2.04krét, p < 0.01) pro
normalizaci. Nase druha studie neprokazala vyznamné snizeni v expresi miR-148a
ve vySetfenych ptipadech PDAC, v porovnani s nenddorovou tkani pankreatu (p > 0.05).
Hladina miR-148a ale byla snizend ve vice ptipadech PDAC, az 55 nasobné relativné

s kontrolou.

MiR-217 je dalSi tumor-supresor modulujici funkci signaliza¢ni drahy KRAS/Akt.
Snizend exprese miR-217 byla zjisténa ve vice studiich PDAC. Szafranska et al. (2007)
popsali az desetindsobné relativni snizeni v nadorech, pii normalizaci k miR-24. Hladina
miR-217 byla v nddorech 2krat sniZena pti normalizaci k 18S (Greither et al. 2010) a 3.91krat
sniZzena pii normalizaci k U6 (Ma et al. 2013). Hong et al. (2014) popsali pii pouziti U6 az
62.5 nasobné snizeni exprese miR-217 v PDAC. V jedné praci nebyla v nddorovych bunkach
PDAC izolovanych po mikrodisekci detegovana exprese miR-217, jejim zdrojem v dalSich
publikacich byly pravdépodobné slozky nadorového mikroprostiedi (Munding et al. 2011).
V souladu s literaturou byla exprese miR-217 v nasem souboru PDAC signifikantné sniZzena
pii normalizaci s kazdou studovanou kontrolou. Nejvétsi snizeni (24.39krat) bylo relativné k
U6 a nejmensi (7.19krat) bylo pii pouziti kombinace U6+U91. V naSich vzorcich PDAC
v druhé studii byla hladina miR-217 signifikantn€ sniZena. V patnacti vzorcich s nadorem

nebyla exprese miR-217 detegovana.

Kromé zmén exprese jednotlivych miRNA jsme v druhé studii zjistili ve vzorcich
PDAC 1 vyznamnou pozitivni korelaci exprese tfi oncomiRNA. Vysoké hladiny miR-21
souvisely s elevaci miR-155 (p = 0.48, p < 0.01) a miR-210 (p = 0.36, p < 0.01). Tento nalez
sved¢i pro jejich moznou kooperaci ve vzniku a v progresi PDAC (Moriyama et al. 2009;
Gironella et al. 2007; Ho et al. 2010). Pozitivni korelace byla patrna také mezi tumor-
supresorovymi miR-148a a miR-217 (p = 0.27, p = 0.048), kde u obou bylo v nadorech
zjiSténo snizeni hladin. Tyto miRNA jsou zapojeny do regulace bunécné proliferace (Feng et
al. 2016; Zhao et al. 2010), jejich soubéznd deaktivace mtize hrat dilezitou roli v procesu

kancerogeneze. Negativni korelace byla prokazana mezi snizenou expresi miR-96 a zvysSenim
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miR-196a vnadorech (p = 0.42, p < 0.01). MiR-96 je inhibitorem KRAS, sniZujicim
proliferaci nddorovych bunék (Yu et al. 2010; Feng et al. 2014); miR-196a naopak podporuje
proliferaci a migraci nadorovych bun¢k a omezuje apoptéozu (Liu et al. 2013; Huang et al.
2013). Down-regulace miR-96 spolu s up-regulaci miR-196a mize byt vyznamnym krokem v

postupujici kancerogenezi.

6.3 Vztah histologické stavby PDAC k expresi vybranych miRNA a k preziti nemocnych

Nase druha studie byla zaméiena i na urCeni vztahu exprese vybranych miRNA k
histologickym charakteristikim PDAC; tomuto tématu byla podle literarnich udaji dosud
vénovana jen mald pozornost. Prokdzali jsme vyznamnou korelaci zvySené hladiny miR-148a
a miR-217 s tubularnim uspofadanim nadoru (p = 0.39, p = 0.0030; p = 0.28, p = 0.0396).
Hodnoty miR-148a navic vykazovaly negativni korelaci s disociativnim rastem (p = -0.28, p
= 0.0338). Zjisténad asociace zvySené hladiny miR-155 s vys$§i mitotickou aktivitou bunék
PDAC (p = 0.27, p = 0.0468) muze souviset s pfedpokladanou roli této miRNA v modulaci
bunééného cyklu, vin vitro podminkadch byla zvySena hladina miR-155 spojena s vyssi
proliferacni aktivitou nddorovych buné¢k a s inhibici apoptdzy (Gironella et al. 2007). V jedné
studii bylo zjisténo zvySeni hladiny miR-21 unizce diferencovanych piipadi PDAC
(Giovanetti et al. 2010), porovnani exprese miR-21 s histologickou stavbou néadori vsak
nebylo v této praci provedeno. V naSi praci vztah exprese studovanych miRNA ke stupni

diferenciace nadort nebyl prokazan.

Mitotickd aktivita nadorovych bunék byla z morfologickych parametri nadoru
nejvyznamnéjsi pii korelaci s OS a PFS (p = 0.0093 a p = 0.0063). Hranice 3 mit6éz na 10
HPF 40x umozZnila urcit pacienty s dobrou a se Spatnou prognézou. Mikroskopické
uspotadani nddoru nebylo asociovano s progndzou pacientll. Solidné trabekularni uspotradani
bylo pfi univariantni analyze na hranici vyznamnosti s OS (p = 0.058). Nebyly patrny rozdily

v progndze mezi stiedné a Spatné diferencovanymi karcinomy (p > 0.05).

6.4 Vztah exprese sledovanych miRNA k progresi nadoru a délce preziti nemocnych

K nejdilezitéjSim prognostickym ukazatelim PDAC patii rozsah lokalni progrese
nadoru v dobé diagnodzy a piitomnost uzlinovych, poptipad¢ vzdalenych metastdz. Kurabilni
resekce naddoru v dobé€ diagnézy je mozna pouze u 10-15 % nemocnych (Vincent et al. 2011).
Udaje o intervalu mezi chirurgickou resekci nadoru a progresi nemoci (PFS) byly dostupné u
42 pacientli, s medianem tfindcti mésict. Celkové pteziti (OS) nemocnych bylo od 1 do 81
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mésict, s medianem 19 mésicii. Sedm pacientl bylo bez relapsu po 20-81 mésict, vSichni tito
nemocni prezivali az do konce sledovani. Pozitivni resekéni okraj byl asociovéan s kratSim
PFS (p = 0.005). Vaskularni invaze signifikantné korelovala s kratSim OS pacienti (p =
0.036). Vztah exprese miRNA v chirurgickych resekatech nebo v télesnych tekutinach od
nemocnych s PDAC k progresi nddoru byl dosud malo studovan. Bylo zjisténo, ze s lokalni
nadorovou progresi a s pfitomnosti uzlinovych metastaz je spojena elevace miR-21, miR-
130b, miR-139b, miR-141, miR-146a, miR-155, miR-196a, miR-216a, miR-628 a miR-720
(Jamieson et al. 2012; Zhou et al. 2016; Lemberger et al. 2019) a snizeni miR-148a (Peng et
al. 2017). Ur€eni vyznamu hladiny miRNA v progresi PDAC ale neni v literatufe
jednoznacné, naptiklad Schultz et al. (2012) v souboru 170 piipadi PDAC vztah zmén
exprese miRNA k pokrocilosti nddord neprokdzali. Ani nase hodnoceni neodhalilo statisticky
signifikantni vztah exprese vybranych miRNA k velikosti nddord, k pfitomnosti perineurdlni
propagace, vaskuldrni invaze nebo metastdz do lymfatickych uzlin. Patrnd byla pozitivni

korelace hladin miR-210 s vékem pacientt (p=0.35).

Navzdory vyznamnym pokrokim v protinddorové terapii nedoSlo ke zlepSeni preziti
pacient s PDAC. Dosud byl identifikovan vétSi pocet miRNA, u kterych byl zjistén vztah
jejich hladiny k prognéze pacientti (Wald et al. 2017). VétSina praci hodnoticich vliv zmén
exprese miRNA na délku pfeziti byla provedena retrospektivng, s malym poctem pacienttl.
Soucasti nasi prace bylo zjistit, zda existuje vztah exprese vybranych miRNA k délce preziti

nemocnych s PDAC.

Nejvice prozkoumanym prognostickym markerem u malignich nadort ze skupiny
miRNA je onkogenni miR-21 (Zhu et al. 2014). Prognosticky vyznam exprese miR-21 v
resekatech PDAC byl ptredmétem vice studii (Dillhoff et al. 2008; Giovannetti et al. 2010;
Hwang et al. 2010; Jamieson et al. 2012; Nagao et al. 2012; Kadera et al. 2013;
Papaconstantinou et al. 2013, Dhayat et al. 2015) a meta-analyz (Zhu et al. 2014; Frampton et
al. 2015; Negoi et al. 2017); v souboru 2000 nemocnych s PDAC byl zjistén signifikantni
vztah zvySené exprese miR-21 ke zkradceni OS a PFS. V literatufe vSak neni uplnd shoda
ohledn¢ prognostického vyznamu miR-21. Schultz et al. (2012), Ali et al. (2015) a Calatayud
et al. (2017) neprokazali statisticky vyznamnou vazbu exprese miR-21 na délku pieziti v

souboru 225, 37 a 165 pacientd.

Zvysend exprese miR-155 pfedstavovala v jedné studii, spolu s miR-21, nezavisly

prediktivni faktor pro délku OS pacientti s PDAC (Papaconstantinou et al. 2013). Souvislost
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zvySené exprese této miRNA s kratsi délkou pieziti u PDAC byla potvrzena i v dalsi studii
(Greither et al. 2010). Ma et al. (2013) a Calatayud et al. (2017) popsali zvySenou expresi

miR-155 v PDAC, bez statisticky vyznamného ovlivnéni OS pacientt.

MiR-196a predstavuje u PDAC jednou z prvnich miRNA, kde byl zjistén vztah
k délce pieziti pacienti. ZvySend exprese miR-196a spolu s elevaci miR-219 v resekovanych

PDAC byla spojena se zkracenim OS pacientl (Bloomston et al. 2007).

Zvysena exprese miR-210 v resekatech PDAC byla v jedné praci asociovana s kratsi
délkou pteziti operovanych nemocnych (Greither et al. 2010). Naproti tomu studie zamétena
na vztah hladiny miR-210 ve vzorcich plazmy k pfeziti pacienti s PDAC ukézala, ze jeji

sniZzend hladina souvisi s horsi progndézou nemocnych (Yu et al. 2017).

MiR-96 se u PDAC uplatituje jako tumor-supresor; v jedné praci byla prok4zana

souvislost jeji snizené exprese se zkracenim OS (Li et al. 2014).

Vztah snizené hladiny miR-148a k délce preziti pacienti s PDAC byl dosud malo
studovan; korelace jeji -3p formy (miR-148*) spfezitim byla dosud identifikovana jen
v jedné préaci. SniZeni exprese miR-148a* resekatech PDAC bylo nezavislym prognostickym

ukazatelem pro kratsi délku pteziti (Schultz et al. 2012).

U PDAC nebyl v literatufe dosud prokazan vztah exprese miR-217 k délce OS a PFS
nemocnych (Ma et al. 2013; Vychytilova-Faltejskova et al. 2015).

Vice studii se zabyvalo analyzou dat z miRNA sekvenace pankreatickych nadort
obsazenych v databazi TCGA, s cilem identifikovat miRNA predikujicich délku OS pacientt
(Zhou et al. 2016; Liang et al. 2018; Shi et al. 2018; You et al. 2019). Slozeni panell se
znaén¢ liSilo mezi jednotlivymi publikacemi. MiR-21 byla uvedena jako prognosticky
vyznamna pouze Vv jedné z publikaci (Zhou et al. 2016). ZjiSt€né rozdily v prognosticky
vyznamnych miRNA mohou souviset s odliSnou strukturou studii a rozdilnou analyzou dat.
V naSem vysSetieni skupiny 160 resekovanych PDAC z databazy TCGA nesouvisela exprese
zadné ze studovanych miRNA se zkracenou délkou OS pacientt.

V nasi praci jsme vztah zmén exprese nami sledovanych miRNA (miR-21, miR-96,
miR-148a, miR-155, miR-196, miR-210 a miR-217) k d¢lce OS a PFS pacienti s PDAC

neprokazali.
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7 ZAVER

Moznosti praktického vyuziti detekce miRNA v nadorové tkani a v télesnych
tekutinach pro ¢asnou diagnézu PDAC a pro stanoveni prognézy nemocnych jsou v soucasné
dob¢ intenzivné diskutovany. MiRNA, kratké nekodujici RNA molekuly uplatiiujici se v post-
transkripcni regulaci genové exprese, hraji vyznamnou roli v kancerogenezi a progresi
nadort. Predlozena disertacni prace byla zamétfena na urceni optimalni endogenni kontroly
pro normalizaci exprese ve tkanich PDAC a na uplatnéni prognostického vyznamu vybranych

miRNA u nemocnych s PDAC. K hlavnim vysledktim prace patfi:

1) Byla prokézana odlisna hladina U6, U91 miR-16 a cel-miR-39 ve vzorcich resekati PDAC
a v nenadorové tkani pankreatu. Endogenni vnitini kontroly U6, U91 a miR-16 vykazovaly
vyznamnou intertumoralni variabilitu. Jako nejstabilnéjsi endogenni kontrola pro normalizaci
pfi stanoveni exprese miRNA ve tkdni PDAC pomoci RT-qPCR se podle algoritmu
NormFinder ukazala U91.

2) Naméiené hodnoty exprese miR-21, miR-96, miR-148a, miR-155, miR-196a a miR-217
v nddorové tkani se signifikantné li§i v zavislosti na zvolené kontrole. Tato okolnost muize
znacn¢ limitovat porovnatelnost vysledkli mezi studiemi pouzivajicimi odlisné strategie

normalizace pro kvantifikaci exprese miRNA v PDAC.

3) V souboru 54 nemocnych s PDAC byly prokazany rozdily v expresi miR-21, miR-96, miR-
155, miR-210 a miR-217 ve vzorcich z resekatli nadoru, v porovnani s nenadorovou tkani

pankreatu.

4) Byl prokazan vztah zvySené exprese miR-148a a miR-217 k tubuldrnimu uspotadani
nadoru. Snizend exprese miR-148a souvisela s disociativnim ristem v PDAC. Elevovana

exprese miR-155 korelovala se zvySenou mitotickou aktivitou nadorovych bunck.

5) Nebyla prokazana souvislost zménéné exprese vybranych miRNA s pokrocilosti nédoru,
stupném diferenciace, ptitomnosti uzlinovych metastdz, perineurdlni propagace a
lymfovaskularni invaze. Exprese vybranych miRNA nesouvisela s celkovou délkou preziti

pacientll s PDAC, ani s délkou pteziti do progrese nadoru.
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