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1 Abstrakt ¢esky

Karcinom pankreatu je maligni onemocnéni s nepiiznivou prognozou. V soucasnosti se
diagnostika karcinomu pankreatu opird zejména o zobrazovaci metody CT, MR a EUS,
protoze spolehlivy biomarker karcinomu pankreatu neni dostupny. Za spéch je v soucasné
klinické praxi povazovano, pokud se podati selektovat pacienty vhodné k chirurgické resekei,
v této skupiné je celkové preziti mirné lepsi nez ve skupiné€, kde chirurgicky vykon neni
technicky mozny.

Predkladana disertacni prace se v prvni ¢asti zabyva testovanim jiz zavedenych zobrazovacich
diagnostickych metod pouzivanych v bézné praxi EUS a EUS FNA a navic modernimi
vySetfovacimi moznostmi s vyuzitim kontrastni endosonografie (CEH EUS) a srovnani
pfesnosti zminovanych metod. Byla potvrzena dominantni role EUS FNA.

V dal$i fazi prace byl testovan metodicky postup EUS FNA odbéru a piedupravy vzorku
pankreatické tkané s ohledem na mnozstvi a kvalitu pro epigenetickd vySetfeni a rovnéz
testovanim prognostické role KRAS a miR-21. Bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsSim zdrojem
biologického materidlu pro DNA a miRNA analyzy jsou cytologické natéry, kde je
kontaminace nenadorovou tkani nizka, a i kdyZ prognosticka role KRAS je zanedbatelna, miR-
21 vykazuje zna¢né rozdily v prezivani pacientl v zavislosti na mife exprese.

V posledni casti prace byl kladen diiraz na vyvoj a testovani novych metod vhodnych
k detekci karcinomu pomoci vySetfeni krevni plazmy. Jednd se o kombinaci
spektroskopickych metod a metabolomické analyzy. Ve spektrech byly identifikovany oblasti,
které ukazuji na patologické zmény asociované s KP, zejména kolisajici hladiny karotenoidd a
aromatickych aminokyselin, strukturni alterace proteint a lipidi. Metabolomicka analyza
umoznila ur¢it molekuly se specifickou vazbou ke kancerogenezi — tyrosin a guanosin a jejich
derivaty, dale napft. 8-isoprostan nebo derivaty karnitinu, jez tizce souviseji s oxidacni stresem
a poskozenim bunéfnych membran ¢i genetické informace indukovanymi piitomnosti
karcinomu. Testovana metodika vykazala vys$i vykonnostni charakteristiky nez soucasné

vyuzivany klinicky marker CA 19-9.



2 Abstrakt anglicky

Pancreatic cancer is a malignant disease with an unfavorable prognosis. Currently, the
diagnosis of pancreatic cancer is based mainly on CT, MR and EUS imaging methods,
because a reliable biomarker of pancreatic cancer is not available. It is considered a success in
the current clinical practice if patients suitable for surgical resection can be selected, because
in this group the overall survival is slightly better than in the group where surgery is not
technically possible.

In the first part, the presented dissertation focuses on testing of already established imaging
diagnostic methods used in common practice, i.e. EUS and EUS FNA, as well as modern
examination possibilities, such as contrast endosonography (CEH EUS), and the comparison
of the accuracy of the methods used. The dominant role of the EUS FNA was confirmed.

In the next phase of the work, the methodological procedure of EUS FNA collection and the
preprocessing of pancreatic tissue samples was tested with regard to the quantity and quality
for epigenetic examination and further testing using the prognostic role of KR4S and miR-21.
It has been suggested that cytological smears are the most suitable source of biological
material for DNA and miRNA analysis, where non-tumor tissue contamination is low.
Although the prognostic role of KRAS is negligible, miR-21 showed differences in patient
survival depending on its expression levels.

In the last part of the work, emphasis was placed on the development and testing of new
methods for cancer detection using blood plasma testing via a combination of spectroscopic
methods and metabolomics. Specific areas have been identified in the spectrum, which
determine pathological changes associated with pancreatic cancer, especially fluctuating
levels of carotenoids and aromatics, structural alterations in proteins and lipids. Metabolomics
allowed for the identification of certain molecules with specific connenction to carcinogenesis
- tyrosine and guanosine and their derivatives, 8-isoprostane, or carnitine derivatives - which
are closely related to oxidative stress, cell membrane or genetic information damage induced
by the presence of cancer. The tested methodology showed higher performance characteristics

than the currently employed clinical marker CA 19-9.



3 Cile

V praci byl nejvétsi diraz kladen na diagnostiku karcinomu pankreatu pomoci zavedenych
zobrazovacich metod a jejich modernich alternativ, a dale na genetickou a molekularni
diagnostiku s ohledem na jejich potencidl do budoucnosti. Zde je uveden vycet hlavnich cilii

diserta¢ni prace:

1. Diagnostika karcinomu pankreatu pomoci endosonografie

Tato cast disertani prace poskytuje pohled na srovnani diagnostické piesnosti pfi
EUS, CEH EUS a EUS FNA a rovnéz na vyznam interobservacni shody mezi riiznymi
endoskopujicimi lIékaii pti provadéni EUS a CEH EUS.

2. Diagnostika KP a vyuziti materialu ziskaného pomoci EUS FNA

V dalsi ¢asti disertacni prace bylo cilem hodnoceni senzitivity KRAS testu s pouzitim
riznych typt vzorka pacientll s tumory pankreatu a testovani vlivu pfitomnosti mutace
KRAS na progndzu preziti téchto pacientll. Déle byla prace doplnéna o analyzu exprese
miR-21 u pacientli s KP ve vzorcich EUS FNA a o zhodnoceni prognostické role miR-
21 vyjadiené délkou celkového preziti pacienti s KP, rovnéz o hodnoceni rozdil

exprese miR-21 mezi dvéma zplisoby zpracovani EUS jehlou aspirované tkané.

3. Diagnostika KP na zikladé analyzy biomolekul krevni plazmy

Posledni ¢ast ptfinasi vysledky prace ztestovani novych molekularnich metod
diagnostiky KP, kde hlavnim cilem bylo srovnani senzitivity a specificity jediného
klinicky dostupného biomarkeru CA19-9 a nového spektralniho sérového biomarkeru.
Jako navazujici projekt byla analyza menSich molekul s pomoci metabolomického

vySetieni.



4 Bungani¢ B, Laclav M, Dvorakova T et al.: Accuracy of EUS and CEH
EUS for the diagnosis of pancreatic tumours. Scand J Gastroenterol.
2018; 53(10-11):1411-1417.

4.1 Cile
Porovnani diagnostické piesnosti EUS, CEH EUS a EUS FNA v diagnostice karcinomu

pankreatu a miry interobservacni shody mezi riiznymi endoskopujicimi lékati u EUS a CEH
EUS.

4.2 Metodika

Do studie bylo podle inkluznich kritérii zafazeno 116 pacientii s tumorem detekovanym a
popsanym na CT vySetfeni. Median véku byl 67.5 let (minimum 38 a maximum 86 let), 54
z celkového poctu bylo zen a 62 muzi. Z celkového poctu bylo detekovano a potvrzeno 73

pacientl s karcinomem pankreatu, 14 s neuroendokrinnim tumorem, 20 s jinymi tumory.

4.3 Vysledky

4.3.1 Diagnéza karcinomu pankreatu pomoci EUS
Senzitivita, specificita, negativni prediktivni hodnota a pozitivni prediktivni hodnota a

piesnost EUS pro diagnézu karcinomu pankreatu byla 83,1% (CI 72,34-90,95 %), 62,5% (CI
43,69-78,90 %), 83,1 % (CI 75,64-88,62 %), 70,7 % (CI 48,24-74,88 %) a 78,6 % (CI
67,34-84,46 %). (p < 0,001, k = 0,45, Spearman R = 0,45)

4.3.2 Diagnoza karcinomu pankreatu pomoci CEH EUS

Senzitivita, specificita, NPV, PPV a piesnost CEH EUS pro diagnézu karcinomu pankreatu
byla 94,5 % (CI 86,56-98,49 %), 61,7% (CI 43,56-77,83), 84,1 % (CI 77,53—-89,09 %), 84 %
(CI 66,14-93,38 %) a 84,1 % (CI 75,79-90,46 %), (p<0,001, « = 0,60, Spearman R = 0,62)
4.3.3 Diagn6za karcinomu pankreatu pomoci EUS FNA

Senzitivita, specificita, NPV, PPV a ptesnost pro EUS FNA a karcinom pankreatu byla 87,6%
(CI 77,88-94,2%), 91,2% (CI 76,32-98,14%), 95,5% (CI 87,83-98,44%), 77,5% (CI 64,93—
86,50%) a 88,8% (CI 81,23-94,07%), (p<0,001, « = 0,75, Spearman R = 0,76)

4.3.4 Interobservacni shoda

Interobservacni shoda mezi pozorovateli pro EUS marker KP byla dobra (x = 0,75) a ta pro
CEH EUS byla primérna (x = 0,59 pro arteridlni fazi a « = 0,68 pro ,,wash out” ve vendzni
fazi).

4.4 Zavér a zhodnoceni cill a hypotéz

v

CEH EUS je metoda umoziujici ptesnéjsi identifikaci karcinomu pankreatu s vyssi presnosti
neZ konvencni EUS. Zejména pokud se objevi hypoecnhancement v pribéhu vendzni féze,

nazyvané ,,wash out“, maligni etiologie tumoru je vysoce pravdépodobnd. V urceni diagnézy



NET mé4 EUS a CEH EUS niz§i piesnost, véetné statistické vyznamnosti. Nejvyssi presnost
ma v diagnostice karcinomu pankreatu EUS FNA, ktera je pravem pokladana za metodu
»Zlatého standardu®. V piipadé, ze EUS FNA neni indikovana ¢i je kontraindikovéna, ptinasi
aplikace CEH EUS v diagnostice KP vyssi pfesnost nezZ EUS samotna. Interobserva¢ni shoda
v hodnoceni nalezi EUS a CEH EUS je pfijatelna, navic u CEH EUS panuje nejlepsi shoda

ve vendzni fazi v ptipad¢ odplaveni kontrastni latky (wash out).

5 Bungani¢ B, Halkova T, BeneSova L et al. VySetfeni mutace KRAS v
EUS-FNA preparatech pacientii s tumorem pankreatu [KRAS mutation
assay on EUS-FNA specimens from pacients with pancreatic mass]. Cas
Lek Cesk. 2016;155(1):48-51.

5.1 Cile
Stanoveni senzitivity KRAS testu s pouzitim vzorkl ziskanych EUS FNA a odbérem krve u

pacientdl s tumory pankreatu a testovani vlivu pritomnosti mutace KRAS na progndzu preziti
téchto pacientl. VedlejSim cilem byl vypocet senzitivity, specificity, pozitivni prediktivni
hodnoty a negativni prediktivni hodnoty EUS a EUS FNA.

5.2 Material a metody

Do studie bylo zahrnuto celkem 147 pacientli stumorem pankreatu, ktefi podstoupili
vysetieni EUS s FNA a nasledny odbér krve. V souboru bylo 118 pacientli s karcinomem
pankreatu, 26 pacientl s chronickou pankreatitidou a 3 pacienti s neuroendokrinnim tumorem.
Skupinu pacientl s karcinomem tvofilo 64 muzl ve véku pramérne 69 + 9 let (rozmezi 44 az
92 let) a 54 Zen ve véku primérné 66 + 9 let (rozmezi 44 az 87 let) s KP ve stadiu II (n = 3),
III (n = 53) a IV (n = 58). K vySetfeni byl pouzit linearni echoendoskop GF-UCT 180 a
ultrazvukovy pftistroj Prosound Alpha 10. K EUS FNA byly pouzity jehly Pro-Core 19G a
22G, Expect 19G a 22G a standardni jehly Olympus 22G. Cast bioptického vzorku byla
uchovana nativni ve stabilizacnim roztoku pii -20 °C, ¢ast byla zpracovéana do cytologického
natéru. Suché cytologické natéry byly doruceny na patologii, kde byly vzorky fixovany a
barveny roztokem Giemsa Romanovski. Na cytologickych preparatech byla cytopatologem
vyznacena oblast s majoritnim vyskytem nadorovych bun¢k (minimalné 80 %) a vzorky byly
poté odeslany na genetickou analyzu. Z cytologickych preparati byl mikrodisekovan material
z vyznacené oblasti nadorovych bunék a prenesen do mikrozkumavky. DNA pak byla z obou
typll materialu izolovéna specidlnim kitem. Ze vzorku krve byla nejprve dvoji centrifugaci

separovana plazma a bezprostiedn¢ zmrazena na -20 °C. Ve zmrazeném stavu byla dopravena



do genetické laboratofe, kde byla z plazmy izolovana cirkulujici tumorovda DNA (ctDNA)
kitem. Detekce somatickych mutaci genu KRAS byla ve vSech tiech typech vzorki provedena
metodou polymerazové fetézové reakce (PCR) s néaslednou heteroduplexni analyzou pomoci
kapilarni gelové elektroforézy. K testu prognostické role mutace KRAS byly vyuZity pouze
cytologické preparaty, u kterych byla dosaZena nejvyssi senzitivita. Pacienti byli rozdéleny do
skupiny s KRAS mutaci a bez KRAS mutace. Byla stanovena korelace piitomnosti KRAS
mutace s prognézou (celkovym piezitim) pomoci Kaplan-Meierovy metody a kiivky preziti
obou skupin pacientii byly porovnany pomoci log-rank testu. Za statisticky vyznamné byly
povazovany hodnoty P < 0,05.

5.3 Vysledky

5.3.1 Diagnostika pomoci endosonografie
Byla vypoctena senzitivita, specificita, pozitivni prediktivni hodnota a negativni prediktivni

hodnota pro EUS, které dosahovaly 82,9 %, 45,5 %, 82,9 % a 45,5 %.

5.3.2 Diagnostika pomoci EUS FNA
Celkova senzitivita FNA pro karcinom pankreatu ¢inila 88 %, specificita 100 %, PPV 100 %,

NPV 20 %. Jako nekonkluzivnich bylo patologem oznaéeno 13 % vzorkd.

5.3.3 Genetické analyza
Celkem bylo na pfitomnost KRAS mutace testovano 147 nativnich aspiratt vSech pacientt

podstupujicich EUS FNA, 118 cytologickych preparati a 94 vzork plazmy pacientl
s karcinomem pankreatu. U pacientli s NET a CHP byly ke KRAS testu pouZity pouze nativni
bunécné aspiraty se zachytem 0/3 (0 %) respektive 4/26 (15 %). Pro skupinu pacientd s
karcinomem pankreatu byly k dispozici vSechny 3 typy vzorku, pficemz nejvyssi senzitivity
detekce (zachytu) KRAS mutace bylo dosazeno pii pouziti cytologickych preparati (90 %). V
nativnich aspiratech, byla mutace detekovana pouze v 78 %, tedy vysledky vySetieni v téchto
vzorcich byly z22 % faleSné¢ negativni. Nejniz§iho zachytu bylo dosazeno pii detekci
z plazmy, kde byva DNA pochézejici z nddoru (ctDNA) obecné pfitomna ve velmi nizkych
koncentracich. Vysledny zachyt KRAS mutace v ctDNA byl pouze 27 %. U 4 z 28 pacientl s
CHP detekovana mutace KRAS. U Zadného nebyl karcinom inicidlné cytologicky
diagnostikovan. V prib¢hu klinického sledovani byl potvrzen karcinom pankreatu u 2
pacientdi, 1 pacient predcasn¢ zemiel pro komplikace alkoholového deliria, 1 pacient byl
aktudln¢ indikovan k resekénimu vykonu, ktery vSak odmitl. Srovnani pieziti pacientd s
mutovanym KRAS oproti nemutovanému (wt KRAS) nepftineslo statisticky vyznamny rozdil v

prognoze.



5.3.4 Zéavér a zhodnoceni cill a hypotéz prace
Vysetfovani KRAS mutace z EUS FNA preparatt je dostatecné senzitivni. Specificita KRAS

testu je natolik vysokd, Ze pozitivita s vysokou pifesnosti signalizuje malignitu, naproti tomu
negativni vysledek svéd¢i spiSe pro benigni etiologii. Pfinos je pfedevSim u pacientd s
chronickou pankreatitidou, kde nebyla na zaklad¢ ostatnich klinickych faktord indikovana
resekce. V piipadé prikazu pfitomnosti mutace KRAS by méla byt resekce znovu zvazena
vzhledem k vysokému riziku skrytého karcinomu pankreatu. Pro vyuZziti KRAS jako

prediktivniho markeru ovSem prozatim nejsou dostatecné klinické dikazy.

6 Benesova L, Halkova T, Bunganic B et al. Comparison of Native
Aspirates and Cytological Smears Obtained by EUS-Guided Biopsies
for Effective DNA/RNA Marker Testing in Pancreatic Cancer. Pathol
Oncol Res. 2020 Jan;26(1):379-385.

6.1 Cile

Cilem této prace byla analyza exprese miR-21 u pacienti s KP ve vzorcich ziskanych pomoci
EUS-tenkojehlové biopsie a zhodnoceni prognostické role miR-21 vyjadiené délkou
celkového preziti pacientli s KP. Mezi sekunddrni cile patfilo hodnoceni rozdilt exprese miR-
21 mezi 2 zpisoby zpracovani EUS jehlou aspirované tkané, a to standardni EUS FNA, kdy
jsou odebrané vzorky ulozeny do nativniho stabilizacniho roztoku, a dale cytologickymi stéry

odebranymi pod EUS navigaci (EUS FNC).

6.2 Metodika

Pacienti a materiadl pouzity ve studii odpovidd metodice popsané v predchozi publikaci,
pricemz ve vysledku bylo zpracovano 91 vzork pomoci EUS FNC. Pfi hodnoceni exprese
miR-21 se postupovalo dle specialniho protokolu. Prognosticka role miR-21 byla testovana ve
smyslu celkového piezivani s pouzitim Kaplan-Meierovy metody. Nejprve byl vypocitdn
median relativni exprese miR-21 ve vSech 118 vzorcich s KP. Kazdd hodnota vys§i nez
median byla povaZzovéana za nadmérnou expresi a hodnoty niz§i nezZ median za nizkou expresi.
Celkové preziti pacientli bylo pocitano od doby stanoveni diagnézy KP. Aby bylo mozné
hodnotit vzorek pacientii jako homogenni skupinu, ty, ktefi zemfieli z divodu jiné pficiny (n =
7) anebo byli operovani (n = 13), byli ze studie exkludovani. Ve zbyvajici skupiné (n = 91)

byla posuzovana souvislost pieziti mirou exprese miR-21. Celkové pieziti pro vysoké i nizké
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hodnoty exprese miR-21 bylo vyhodnoceno Kaplan-Meierovou analyzou s pouzitim
statistického softwaru MedCalc. Kiivky ptfezivani byly srovnavany pomoci long-run testu na

5% statistické hladin€ vyznamnosti (p > 0.5).

6.3 Vysledky

6.3.1 Prediktivni role exprese miR-21
Byla potvrzena negativni prediktivni hodnota exprese miR-21, vysledky jsou srovnatelné

s experimenty s materidlem z resekatt.

6.3.2 EUSFNC
Z materialu ziskaného pfi vySetfeni EUS FNC byla nizk4 exprese miR-21 zaznamenéana u 48

pacienti, celkové pieziti v této skupiné bylo 200 dni, u 43 pacientli byla zaznamenéna vysoka
exprese miR-21 s celkovym pfezitim 128 dni. Kaplan-Meierova analyza ukézala na statisticky
vyznamny rozdil v pfezivani mezi nizkou a vysokou expresi miR-21 (p = 0.02).

6.3.3 EUS FNA
Z materialu ziskaného pii vySetfeni EUS FNA, byla nizka exprese miR-21 zaznamenana u 43

pacientll s medianem pfteziti 208 dni a u 48 pacientl byla zaznamenana vysoka exprese miR-

21 s celkovym ptezitim 117 dni (p = 0.06).

6.4 Diskuze, zavér a zhodnoceni vysledki cilii a hypotéz prace
Metoda EUS FNC neni zatim rutinné pouZzivana k molekuldrni genetické analyze ziskanych

vzorkl, ale dle dosazenych vysledkl je dostatecné pfesna a do budoucna bude vhodnou
metodou k odbéru testovaného materidlu. Mohla by poslouzit vS§em jedinciims KP, obzvIlast
skupin¢ inoperabilnich pacienti. Ve FNA je specialni médium, ale s malou frakci malignich
bunck a excesivnim mnozstvim bunék stromatu (90 % celého materidlu). (Neesse A 2011
Jun) Pro tuto konkrétni analyzu exprese miR-21 se vSak zda, Ze dilezitéjsi je primarni
zpracovani a oznaceni konkrétni naddorové populace ,,na skle“, které umoziuje provedeni
mikrodisekce, jak je tomu pifi FNC. Z divodu, ze bylo doposud hodnoceni molekularnich
markerii provadéno pouze zresekatl, byly hodnocené vysledky efektu molekularni
diagnostiky u KP sporné. Diky FNC je nyni prikazné¢ doddvan selektovany material zcela
vhodny k dals$i podrobné genetické a molekularni analyze. Podrobnéjsi studium genetického

pozadi stromatu je dalSim vyhledem do budoucna.
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7 Bunganic B, Stovickova L, Tatarkovi¢ M et al. Molekularné
spektroskopicka analyza krevni plasmy: cesta k diagnostice karcinomu
pankreatu? Gastroent Hepatol 2015, 69(6): 518-524.

7.1 Cile

Cilem pilotni studie je srovnani senzitivity a specificity jediného klinicky dostupného

biomarkeru CA19-9 a nového spektralniho sérového biomarkeru.

7.2 Material a metody
Do této pilotni studie bylo zatazeno 10 pacientti s KP a 23 kontrolnich jedinct v primérném

veku 66 £ 7, resp. 61 = 8 let. Ve vSech piipadech se jednalo o pokrocila stadia III a IV.
V ramci odbéru krve bylo provedeno zdkladni biochemické vySetfeni, vCetné stanoveni
hladiny sérového albuminu, celkové bilkoviny, glykémie a hladiny CA 19-9.

Po punkci zily a odbéru krve byla provedena centrifugace vzorkd; nasledné byly ziskané
frakce krevni plazmy zamrazeny, transportovany v termoboxu pii teplot¢ suchého ledu (-78
°C) na VSCHT Praha, kde byly nadale skladovany v hlubokomrazicim boxu pii teploté -80
°C. Rozmrazené vzorky byly analyzovany kombinaci riiznych spektroskopickych metod.

Pro odliSeni pacienti s karcinomem pankreatu a kontrolni skupiny, byla ziskanad spektralni
data vyhodnocena linearni diskriminacni analyzou (LDA) v programu XLSTAT (Addinsoft,
Francie). Pro vybrané oblasti spekter, ve kterych jsou obsaZeny informace o struktufe
plazmatickych biomolekul a jejich mozné zmény, byl vytvoren statisticky model, u néjz byla
zaroven stanovena senzitivita a specificita. K ovéteni jeho platnosti a vypovidaci schopnosti
byla rovnéz provedena kiizova validace typu leave-one-out (LOOCV) a vypocet hodnot pro

ktivku receiver operating characteristics (ROC).

7.3  Vysledky

7.3.1 Ramanova spektroskopie
V prumérnych Ramanovych spektrech pacientli s KP a kontrolnich jedincii jsou patrné tfi

intenzivni pasy naleZici predev§im vibracim karotenoid® (1006, 1156 a 1517 cm™), které jsou
ptitomny v plasm¢ v nizkych koncentracich. U skupiny kontrolnich jedincii byla pozorovana
nékolikandsobné vyssi intenzita téchto pasti v porovnani s pacienty, coz naznacuje moznou
roli karotenoidl v procesu kancerogeneze.

Ve spektrech je zaroven mozné pozorovat zménu intenzity pasu typickych pro proteiny
s vysokym obsahem alfa-helikalni struktury, a to pfedevsim u 1270 cm™ v oblasti rozsifeného

amidu III, ktery odpovida vibracim peptidové vazby. V krvi rovnéz ptfitomné sacharidy a
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lipidy jsou zastoupeny pasy 960 a 1450 cm-1, jejichZ intenzita byla nizsi v ptipad¢ pacientil s
KP.

7.3.2 Ramanova opticka aktivita
Ve spektrech Ramanovy optické aktivity byla zaznamendna skupina past proteind v oblastech

amidu 1 (1645, 1674 cm™) a amidu IIT (1248, 1311, 1345 cm™). Spektralni pribéh v téchto
oblastech je opét typicky pro proteiny s vysokym obsahem alfa-helikéalnich struktur. Vyrazné
pozitivni pasy 1156 a 1517 cm™ vyskytujici se ve spektrech kontrolnich jedincti mohou byt
pritazeny karotenoidiim, ptficemz nékteré znich se prekryvaji spasy aromatickych
aminokyselin.

7.3.3 Elektronovy cirkularni dichroismus
Ve spektrech ECD dominuji tii pasy charakteristické pro sekundéarni strukturu proteind.

Pozitivni pas 192 nm a dva casteCné se piekryvajici negativni pasy 209 a 222 nm jsou
vysledkem elektronovych ptfechodii v rdmci peptidové vazby. Intenzita a tvar téchto past se
méni v zavislosti na sekundarni struktuife peptidového fetézce. Prubéh spekter odpovida
proteiniim s vysokym obsahem alfa-helikalni struktury, které jsou v krvi zastoupeny prevazné
lidskym sérovym albuminem. Je patrné, Ze v ptipadé pacientii s KP maji vSechny tfi uvedené
pasy nizsi intenzitu nez ve spektrech kontrolnich jedinci.

Jelikoz byly nékteré zmény ve spektrech pacientt s KP a kontrolnich jedinciti obtizné
pozorovatelné, byla ziskana spektralni data vyhodnocena vicerozmérnymi statistickymi

metodami.

7.4 Zavér a zhodnoceni cili a hypotéz prace
Casna diagnostika KP s cilem detekce operabilniho stddia vyzaduje identifikaci efektivniho

biomarkeru. Je testovano nékolik kandidati ze skupiny biomarkerli ¢asného karcinomu
pankreatu, ale zatim nejsou dostupné pro béznou klinickou praxi. CA 19-9 je sice klinicky
dostupny, ale jako marker ¢asného karcinomu neni vyhovujici. V této studii byla testovana
specificita a senzitivita nového spektradlniho biomarkeru, charakterizovaného vybranymi
zménami vSech biomolekul krevni plazmy. Pro obé sledované charakteristiky bylo dosazeno
hodnot ~ 90 %, coz je vice nez doposud publikované vysledky pro CA 19-9. Ziskané
vysledky koresponduji s patogenezi KP. Karotenoidy, jako ustfedni regulacni prvek funkce
stelate cells, které se prokazatelné podili na patogenezi KP, se jevi se jako ptislib do budoucna
vhodny k dalSimu testovani na vétSim souboru pacientid. Jednim z dalSich ukold je
spektroskopické vySetfeni rizikovych pacientli s recentné diagnostikovanou poruchou
glukézové tolerance, pacientli s premalignim stddiem karcinomu a familidarnimi rizikovymi

syndromy.
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8 Habartova L, Bungani¢ B, Tatarkovi¢ M et al. Chiroptical spectroscopy
and metabolomics for blood-based sensing of pancreatic cancer.
Chirality. 2018 May;30(5):581-591

8.1 Cile

V této praci byla kromé analyzy vétSich molekul (jako v ptfedchozi publikaci) provedena
analyza mens$ich molekul s pomoci metabolomického vysetieni. Byly provedeny dvé analyzy,
prvni k detekci a kvantifikaci klinicky relevantnich markert oxidativniho stresu popisovaného
u nadorovych onemocnéni a druhd, tzv. multimarker screening slouzici k identifikaci
potencialnich markert, které by mohly mit realny klinicky vyznamné.

8.2 Metodika

Vzorky krevni plazmy byly odebrané¢ ndhodné¢ 5 subjektim s KP a 5 zdravym kontrolam
k obou zminénym metabolomickym analyzam. K detekci markerd oxidativniho stresu byl
pouzit spektrometricky systém. Byla provedena kapalinova chromatografie a ke kvantifikaci
byla pouzita hmotnostni spektrometrie. Detekované markery byly kvantifikovany za pouZziti
komeréné dostupnych standardii zakoupenych od Cayman Chemicals. Pro tcely identifikace

potencidlnich markertd KP byla vyuzita databaze Human Metabolome Database.

8.3 Vysledky

8.3.1 Klinicky zndmé markery spojované s karcinogenezi
Prvnim krokem metabolomické studie bylo stanoveni hodnot klinicky znamych markert

oxidativniho stresu spojovanych s karcinogenezi, které nebyly doposud vyuzity v diagnostice
KP. Vyznamné zvySeni hladin derivatd tyrosinu, tj. ortho-, chloro a nitro-tyrosinu,
demonstruje podil oxidativniho a nitrosativniho stresu, nejpravdépodobnéji zpiisobeného
vznikem vysoce reaktivnich radikald v pribéhu rlstu tumoru. Oxidativni stres spolu
s narusenim fosfolipidovych membran je také reflektovan vys$simi hodnotami 8-isoprostanu u
pacientd s KP. Navic jsme ve skupin¢ KP pozorovali mozné poskozeni genetické informace
indikované mirnym zvysenim hladin 8-hydroxyguanosinu a 8-hydroxy-2°‘-deoxyguanosinu. I
kdyZz byly rozdily v ramci leukotrienové kaskddy nevyrazné, aktivace imunitniho systému

pacientl byla zfejmé z vyznamné vysSich hladin leukorienu B4, primarniho markeru zanétu.

8.3.2 Identifikace novych metabolitl typickych pro KP
Druhym cilem metabolomické studie bylo identifikovat slouceniny, jejichz pozménéné

hladiny by byly typickym znakem KP. Zatim nebyly detekované metabolity kvantifikovany,
pouze byly srovndvany intenzity jejich signali. Pfevazna vétSina identifikovanych metabolith

je zapojena do procesti bunécné signalizace, spravovani energetického metabolismu bunék a
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zajisténi integrity a stabilitu bunéénych membran, tedy do procest, které jsou pii nddorovém
rustu poskozené.

8.4 Zavér a zhodnoceni cili a hypotéz prace
Metabolomicka analyza potvrdila signifikantni zmény na celuldrni / molekuldrni trovni

vedouci pfedevSim k oxidativnimu stresu a knaruSeni lipidového metabolismu a
energetického fizeni v pribéhu procesu karcinogeneze KP. Kromé detekce klinicky
uzndvanych markerd oxidativniho stresu (derivaty 8-isoprostanu a tyrosinu), jejichz propojeni
s karcinomy bylo prokdzano u jinych malignit, jako napfiklad karcinomy prsu ¢i plic, byly
také identifikovany molekuly (lysofosfatidylcholin, dekanoyl-karnitin atd.), které doposud
nebyly s KP spojovany a mohly by se tak stdt vhodnymi kandidatnimi markery.
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