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1 Abstrakt česky 
 
Karcinom pankreatu je maligní onemocnění s nepříznivou prognózou. V současnosti se 

diagnostika karcinomu pankreatu opírá zejména o zobrazovací metody CT, MR a EUS, 

protože spolehlivý biomarker karcinomu pankreatu není dostupný. Za úspěch je v současné 

klinické praxi považováno, pokud se podaří selektovat pacienty vhodné k chirurgické resekci, 

v této skupině je celkové přežití mírně lepší než ve skupině, kde chirurgický výkon není 

technicky možný.  

Předkládaná disertační práce se v první části zabývá testováním již zavedených zobrazovacích 

diagnostických metod používaných v běžné praxi EUS a EUS FNA a navíc moderními 

vyšetřovacími možnostmi s využitím kontrastní endosonografie (CEH EUS) a srovnání 

přesnosti zmiňovaných metod. Byla potvrzena dominantní role EUS FNA. 

V další fázi práce byl testován metodický postup EUS FNA odběru a předúpravy vzorku 

pankreatické tkáně s ohledem na množství a kvalitu pro epigenetická vyšetření a rovněž 

testováním prognostické role KRAS a miR-21. Bylo zjištěno, že nejvhodnějším zdrojem 

biologického materiálu pro DNA a miRNA analýzy jsou cytologické nátěry, kde je 

kontaminace nenádorovou tkání nízká, a i když prognostická role KRAS je zanedbatelná, miR-

21 vykazuje značné rozdíly v přežívání pacientů v závislosti na míře exprese. 

V poslední části práce byl kladen důraz na vývoj a testování nových metod vhodných 

k detekci karcinomu pomocí vyšetření krevní plazmy. Jedná se o kombinaci 

spektroskopických metod a metabolomické analýzy. Ve spektrech byly identifikovány oblasti, 

které ukazují na patologické změny asociované s KP, zejména kolísající hladiny karotenoidů a 

aromatických aminokyselin, strukturní alterace proteinů a lipidů. Metabolomická analýza 

umožnila určit molekuly se specifickou vazbou ke kancerogenezi – tyrosin a guanosin a jejich 

deriváty, dále např. 8-isoprostan nebo deriváty karnitinu, jež úzce souvisejí s oxidační stresem 

a poškozením buněčných membrán či genetické informace indukovanými přítomností 

karcinomu. Testovaná metodika vykázala vyšší výkonnostní charakteristiky než současně 

využívaný klinický marker CA 19-9.  
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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 KRAS 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. 
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3 Cíle 
 
V práci byl největší důraz kladen na diagnostiku karcinomu pankreatu pomocí zavedených 

zobrazovacích metod a jejich moderních alternativ, a dále na genetickou a molekulární 

diagnostiku s ohledem na jejich potenciál do budoucnosti. Zde je uveden výčet hlavních cílů 

disertační práce: 

 

1. Diagnostika karcinomu pankreatu pomocí endosonografie  

Tato část disertační práce poskytuje pohled na srovnání diagnostické přesnosti při 

EUS, CEH EUS a EUS FNA a rovněž na význam interobservační shody mezi různými 

endoskopujícími lékaři při provádění EUS a CEH EUS. 

 

2. Diagnostika KP a využití materiálu získaného pomocí EUS FNA 

V další části disertační práce bylo cílem hodnocení senzitivity KRAS testu s použitím 

různých typů vzorků pacientů s tumory pankreatu a testování vlivu přítomnosti mutace 

KRAS na prognózu přežití těchto pacientů. Dále byla práce doplněna o analýzu exprese 

miR-21 u pacientů s KP ve vzorcích EUS FNA a o zhodnocení prognostické role miR-

21 vyjádřené délkou celkového přežití pacientů s KP, rovněž o hodnocení rozdílů 

exprese miR-21 mezi dvěma způsoby zpracování EUS jehlou aspirované tkáně.  

 

3. Diagnostika KP na základě analýzy biomolekul krevní plazmy  

Poslední část přináší výsledky práce z testování nových molekulárních metod 

diagnostiky KP, kde hlavním cílem bylo srovnání senzitivity a specificity jediného 

klinicky dostupného biomarkeru CA19-9 a nového spektrálního sérového biomarkeru. 

Jako navazující projekt byla analýza menších molekul s pomocí metabolomického 

vyšetření.  
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4 Bunganič B, Laclav M, Dvořáková 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 Cíle 
Porovnání diagnostické přesnosti EUS, CEH EUS a EUS FNA v diagnostice karcinomu 

pankreatu a míry interobservační shody mezi různými endoskopujícími lékaři u EUS a CEH 

EUS. 

4.2 Metodika 
Do studie bylo podle inkluzních kritérií zařazeno 116 pacientů s tumorem detekovaným a 

popsaným na CT vyšetření. Medián věku byl 67.5 let (minimum 38 a maximum 86 let), 54 

z celkového počtu bylo žen a 62 mužů. Z celkového počtu bylo detekováno a potvrzeno 73 

pacientů s karcinomem pankreatu, 14 s neuroendokrinním tumorem, 20 s jinými tumory.  

4.3 Výsledky 
4.3.1 Diagnóza karcinomu pankreatu pomocí EUS 
Senzitivita, specificita, negativní prediktivní hodnota a pozitivní prediktivní hodnota a 

přesnost EUS pro diagnózu 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, κ = 0,45, Spearman R = 0,45) 

4.3.2 Diagnóza karcinomu pankreatu pomocí CEH EUS 
Senzitivita, specificita, NPV, PPV a přesnost CEH EUS pro diagnózu 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, κ = 0,60, Spearman R = 0,62)  

4.3.3 Diagnóza karcinomu pankreatu pomocí EUS FNA 
Senzitivita, specificita, NPV, PPV a přesnost 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, κ = 0,75, Spearman R = 0,76) 

4.3.4 Interobservační shoda  
Interobservační shoda mezi pozorovateli pro EUS marker KP byla dobrá (κ = 0,75) a ta pro 

CEH EUS byla průměrná (κ = 0,59 pro arteriální fázi a κ = 0,68 pro „wash out“ ve venózní 

fázi). 

4.4 Závěr a zhodnocení cílů a hypotéz  
CEH EUS je metoda umožňující přesnější identifikaci karcinomu pankreatu s vyšší přesností 

než konvenční EUS. Zejména pokud se objeví hypoecnhancement v průběhu venózní fáze, 

nazývané „wash out“, maligní etiologie tumoru je vysoce pravděpodobná. V určení diagnózy 
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NET má EUS a CEH EUS nižší přesnost, včetně statistické významnosti. Nejvyšší přesnost 

má v diagnostice karcinomu pankreatu EUS FNA, která je právem pokládaná za metodu 

„zlatého standardu“. V případě, že EUS FNA není indikována či je kontraindikována, přináší 

aplikace CEH EUS v diagnostice KP vyšší přesnost než EUS samotná. Interobservační shoda 

v hodnocení nálezů EUS a CEH EUS je přijatelná, navíc u CEH EUS panuje nejlepší shoda 

ve venózní fázi v případě odplavení kontrastní látky (wash out). 

5 Bunganič B, Hálková T, Benešová L et al. Vyšetření mutace KRAS v 
EUS-FNA preparátech pacientů 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 Cíle 
Stanovení senzitivity KRAS testu s použitím vzorků získaných EUS FNA a odběrem krve u 

pacientů s tumory pankreatu a testování vlivu přítomnosti mutace KRAS na prognózu přežití 

těchto pacientů. Vedlejším cílem byl výpočet senzitivity, specificity, pozitivní prediktivní 

hodnoty a negativní prediktivní hodnoty EUS a EUS FNA. 

5.2 Materiál a metody 
Do studie bylo zahrnuto celkem 147 pacientů s tumorem pankreatu, kteří podstoupili 

vyšetření EUS s FNA a následný odběr krve. V souboru bylo 118 pacientů s karcinomem 

pankreatu, 26 pacientů s chronickou pankreatitidou a 3 pacienti s neuroendokrinním tumorem. 

Skupinu pacientů s karcinomem tvořilo 64 mužů ve věku průměrně 69 ± 9 let (rozmezí 44 až 

92 let) a 54 žen ve věku průměrně 66 ± 9 let (rozmezí 44 až 87 let) s KP ve stádiu II (n = 3), 

III (n = 53) a IV (n = 58). K vyšetření byl použit lineární echoendoskop GF-UCT 180 a 

ultrazvukový přístroj Prosound Alpha 10. K EUS FNA byly použity jehly Pro-Core 19G a 

22G, Expect 19G a 22G a standardní jehly Olympus 22G. Část bioptického vzorku byla 

uchována nativní ve stabilizačním roztoku při -20 °C, část byla zpracována do cytologického 

nátěru. Suché cytologické nátěry byly doručeny na patologii, kde byly vzorky fixovány a 

barveny roztokem Giemsa Romanovski. Na cytologických preparátech byla cytopatologem 

vyznačena oblast s majoritním výskytem nádorových buněk (minimálně 80 %) a vzorky byly 

poté odeslány na genetickou analýzu. Z cytologických preparátů byl mikrodisekován materiál 

z vyznačené oblasti nádorových buněk a přenesen do mikrozkumavky. DNA pak byla z obou 

typů materiálu izolována speciálním kitem. Ze vzorku krve byla nejprve dvojí centrifugací 

separována plazma a bezprostředně zmražena na -20 °C. Ve zmraženém stavu byla dopravena 
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do genetické laboratoře, kde byla z plazmy izolována cirkulující tumorová DNA (ctDNA) 

kitem. Detekce somatických mutací genu KRAS byla ve všech třech typech vzorků provedena 

metodou polymerázové řetězové reakce (PCR) s následnou heteroduplexní analýzou pomocí 

kapilární gelové elektroforézy. K testu prognostické role mutace KRAS byly využity pouze 

cytologické preparáty, u kterých byla dosažena nejvyšší senzitivita. Pacienti byli rozděleny do 

skupiny s KRAS mutací a bez KRAS mutace. Byla stanovena korelace přítomnosti KRAS 

mutace s prognózou (celkovým přežitím) pomocí Kaplan-Meierovy metody a křivky přežití 

obou skupin pacientů byly porovnány pomocí log-rank testu. Za statisticky významné byly 

považovány hodnoty P ˂ 0,05. 

5.3 Výsledky 
5.3.1 Diagnostika pomocí endosonografie 
Byla vypočtena senzitivita, specificita, pozitivní prediktivní hodnota a negativní prediktivní 

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

5.3.2 Diagnostika pomocí EUS FNA  
Celková senzitivita FNA pro karcinom pankreatu činila 88 %, specificita 100 %, PPV 100 %, 

NPV 20 %. Jako nekonkluzivních bylo patologem označeno 13 % vzorků.  

5.3.3 Genetická analýza 
Celkem bylo na přítomnost KRAS mutace testováno 147 nativních aspirátů všech pacientů 

podstupujících EUS FNA, 118 cytologických preparátů a 94 vzorků plazmy pacientů 

s karcinomem pankreatu. U pacientů s NET a CHP byly ke KRAS testu použity pouze nativní 

buněčné aspiráty se záchytem 0/3 (0 %) respektive 4/26 (15 %). Pro skupinu pacientů s 

karcinomem pankreatu byly k dispozici všechny 3 typy vzorků, přičemž nejvyšší senzitivity 

detekce (záchytu) KRAS mutace bylo dosaženo při použití cytologických preparátů (90 %). V 

nativních aspirátech, byla mutace detekována pouze v 78 %, tedy výsledky vyšetření v těchto 

vzorcích byly z 22 % falešně negativní. Nejnižšího záchytu bylo dosaženo při detekci 

z plazmy, kde bývá DNA pocházející z nádoru (ctDNA) obecně přítomna ve velmi nízkých 

koncentracích. Výsledný záchyt KRAS mutace v ctDNA byl pouze 27 %. U 4 z 28 pacientů s 

CHP detekována mutace KRAS. U žádného nebyl karcinom iniciálně cytologicky 

diagnostikován. V průběhu klinického sledování byl potvrzen karcinom pankreatu u 2 

pacientů, 1 pacient předčasně zemřel pro komplikace alkoholového deliria, 1 pacient byl 

aktuálně indikován k resekčnímu výkonu, který však odmítl. Srovnání přežití pacientů s 

mutovaným KRAS oproti nemutovanému (wt KRAS) nepřineslo statisticky významný rozdíl v 

prognóze. 
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5.3.4 Závěr a zhodnocení cílů a hypotéz práce 
Vyšetřování KRAS mutace z EUS FNA preparátů je dostatečně senzitivní. Specificita KRAS 

testu je natolik vysoká, že pozitivita s vysokou přesností signalizuje malignitu, naproti tomu 

negativní výsledek svědčí spíše pro benigní etiologii. Přínos je především u pacientů s 

chronickou pankreatitidou, kde nebyla na základě ostatních klinických faktorů indikována 

resekce. V případě průkazu přítomnosti mutace KRAS by měla být resekce znovu zvážena 

vzhledem k vysokému riziku skrytého karcinomu pankreatu. Pro využití KRAS jako 

prediktivního markeru ovšem prozatím nejsou dostatečné klinické důkazy. 

 

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 Cíle 
Cílem této práce byla analýza exprese miR-21 u pacientů s KP ve vzorcích získaných pomocí 

EUS-tenkojehlové biopsie a zhodnocení prognostické role miR-21 vyjádřené délkou 

celkového přežití pacientů s KP. Mezi sekundární cíle patřilo hodnocení rozdílů exprese miR-

21 mezi 2 způsoby zpracování EUS jehlou aspirované tkáně, a to standardní EUS FNA, kdy 

jsou odebrané vzorky uloženy do nativního stabilizačního roztoku, a dále cytologickými stěry 

odebranými pod EUS navigací (EUS FNC).   

 

6.2 Metodika 
 
Pacienti a materiál použitý ve studii odpovídá metodice popsané v předchozí publikaci, 

přičemž ve výsledku bylo zpracováno 91 vzorků pomocí EUS FNC. Při hodnocení exprese 

miR-21 se postupovalo dle speciálního protokolu. Prognostická role miR-21 byla testována ve 

smyslu celkového přežívání s použitím Kaplan-Meierovy metody. Nejprve byl vypočítán 

medián relativní exprese miR-21 ve všech 118 vzorcích s KP. Každá hodnota vyšší než 

medián byla považována za nadměrnou expresi a hodnoty nižší než medián za nízkou expresi. 

Celkové přežití pacientů bylo počítáno od doby stanovení diagnózy KP.  Aby bylo možné 

hodnotit vzorek pacientů jako homogenní skupinu, ty, kteří zemřeli z důvodu jiné příčiny (n = 

7) anebo byli operovaní (n = 13), byli ze studie exkludováni. Ve zbývající skupině (n = 91) 

byla posuzována souvislost přežití  mírou exprese miR-21. Celkové přežití pro vysoké i nízké 
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hodnoty exprese miR-21 bylo vyhodnoceno Kaplan-Meierovou analýzou s použitím 

statistického softwaru MedCalc. Křivky přežívání byly srovnávány pomocí long-run testu na 

5% statistické hladině významnosti (p > 0.5).  

6.3 Výsledky 
6.3.1 Prediktivní role exprese miR-21 
Byla potvrzena negativní prediktivní hodnota exprese miR-21, výsledky jsou srovnatelné 

s experimenty s materiálem z resekátů.  

6.3.2 EUS FNC 
Z materiálu získaného při vyšetření EUS FNC byla nízká exprese miR-21 zaznamenána u 48 

pacientů, celkové přežití v této skupině bylo 200 dní, u 43 pacientů byla zaznamenána vysoká 

exprese miR-21 s celkovým přežitím 128 dní. Kaplan-Meierova analýza ukázala na statisticky 

významný rozdíl v přežívání mezi nízkou a vysokou expresí miR-21 (p = 0.02).  

6.3.3 EUS FNA 
Z materiálu získaného při vyšetření EUS FNA, byla nízká exprese miR-21 zaznamenána u 43 

pacientů s mediánem přežití 208 dní a u 48 pacientů byla zaznamenána vysoká exprese miR-

21 s celkovým přežitím 117 dní (p = 0.06). 

 
6.4 Diskuze, závěr a zhodnocení výsledků cílů a hypotéz práce 
Metoda EUS FNC není zatím rutinně používána k molekulární genetické analýze získaných 

vzorků, ale dle dosažených výsledků je dostatečně přesná a do budoucna bude vhodnou 

metodou k odběru testovaného materiálu. Mohla by posloužit všem jedincůms KP, obzvlášť 

skupině inoperabilních pacientů. Ve FNA je speciální médium, ale s malou frakcí maligních 

buněk a excesivním množstvím buněk stromatu (90 % celého materiálu). (Neesse A 2011 

Jun) Pro tuto konkrétní analýzu exprese miR-21 se však zdá, že důležitější je primární 

zpracování a označení konkrétní nádorové populace „na skle“, které umožňuje provedení 

mikrodisekce, jak je tomu při FNC. Z důvodu, že bylo doposud hodnocení molekulárních 

markerů prováděno pouze z resekátů, byly hodnocené výsledky efektu molekulární 

diagnostiky u KP sporné. Díky FNC je nyní průkazně dodáván selektovaný materiál zcela 

vhodný k další podrobné genetické a molekulární analýze. Podrobnější studium genetického 

pozadí stromatu je dalším výhledem do budoucna. 
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7 Bunganič B, Šťovíčková L, Tatarkovič M et al. Molekulárně 
spektroskopická analýza krevní plasmy: cesta k diagnostice karcinomu 
pankreatu? Gastroent Hepatol 2015, 69(6): 518-524. 

 
7.1 Cíle 
 
Cílem pilotní studie je srovnání senzitivity a specificity jediného klinicky dostupného 

biomarkeru CA19-9 a nového spektrálního sérového biomarkeru. 

 

7.2 Materiál a metody 
Do této pilotní studie bylo zařazeno 10 pacientů s KP a 23 kontrolních jedinců v průměrném 

věku 66 ± 7, resp. 61 ± 8 let. Ve všech případech se jednalo o pokročilá stádia III a IV. 

V rámci odběru krve bylo provedeno základní biochemické vyšetření, včetně stanovení 

hladiny sérového albuminu, celkové bílkoviny, glykémie a hladiny CA 19-9.  

Po punkci žíly a odběru krve byla provedena centrifugace vzorků; následně byly získané 

frakce krevní plazmy zamrazeny, transportovány v termoboxu při teplotě suchého ledu (-78 

°C) na VŠCHT Praha, kde byly nadále skladovány v hlubokomrazicím boxu při teplotě -80 

°C. Rozmrazené vzorky byly analyzovány kombinací různých spektroskopických metod. 

Pro odlišení pacientů s karcinomem pankreatu a kontrolní skupiny, byla získaná spektrální 

data vyhodnocena lineární diskriminační analýzou (LDA) v programu XLSTAT (Addinsoft, 

Francie). Pro vybrané oblasti spekter, ve kterých jsou obsaženy informace o struktuře 

plazmatických biomolekul a jejich možné změny, byl vytvořen statistický model, u nějž byla 

zároveň stanovena senzitivita a specificita. K ověření jeho platnosti a vypovídací schopnosti 

byla rovněž provedena křížová validace typu leave-one-out (LOOCV) a výpočet hodnot pro 

křivku receiver operating characteristics (ROC). 

 
7.3 Výsledky  
7.3.1 Ramanova spektroskopie 
V průměrných Ramanových spektrech pacientů s KP a kontrolních jedinců jsou patrné tři 

intenzivní pásy náležící především vibracím karotenoidů (1006, 1156 a 1517 cm-1), které jsou 

přítomny v plasmě v nízkých koncentracích. U skupiny kontrolních jedinců byla pozorována 

několikanásobně vyšší intenzita těchto pásů v porovnání s pacienty, což naznačuje možnou 

roli karotenoidů v procesu kancerogeneze. 

Ve spektrech je zároveň možné pozorovat změnu intenzity pásů typických pro proteiny 

s vysokým obsahem alfa-helikální struktury, a to především u 1270 cm-1 v oblasti rozšířeného 

amidu III, který odpovídá vibracím peptidové vazby. V krvi rovněž přítomné sacharidy a 
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lipidy jsou zastoupeny pásy 960 a 1450 cm-1, jejichž intenzita byla nižší v případě pacientů s 

KP. 

7.3.2 Ramanova optická aktivita 
Ve spektrech Ramanovy optické aktivity byla zaznamenána skupina pásů proteinů v oblastech 

amidu I (1645, 1674 cm-1) a amidu III (1248, 1311, 1345 cm-1). Spektrální průběh v těchto 

oblastech je opět typický pro proteiny s vysokým obsahem alfa-helikálních struktur. Výrazné 

pozitivní pásy 1156 a 1517 cm-1 vyskytující se ve spektrech kontrolních jedinců mohou být 

přiřazeny karotenoidům, přičemž některé z nich se překrývají s pásy aromatických 

aminokyselin.  

7.3.3 Elektronový cirkulární dichroismus 
Ve spektrech ECD dominují tři pásy charakteristické pro sekundární strukturu proteinů. 

Pozitivní pás 192 nm a dva částečně se překrývající negativní pásy 209 a 222 nm jsou 

výsledkem elektronových přechodů v rámci peptidové vazby. Intenzita a tvar těchto pásů se 

mění v závislosti na sekundární struktuře peptidového řetězce. Průběh spekter odpovídá 

proteinům s vysokým obsahem alfa-helikální struktury, které jsou v krvi zastoupeny převážně 

lidským sérovým albuminem. Je patrné, že v případě pacientů s KP mají všechny tři uvedené 

pásy nižší intenzitu než ve spektrech kontrolních jedinců. 

Jelikož byly některé změny ve spektrech pacientů s KP a kontrolních jedinců obtížně 

pozorovatelné, byla získaná spektrální data vyhodnocena vícerozměrnými statistickými 

metodami. 

7.4 Závěr a zhodnocení cílů a hypotéz práce 
Časná diagnostika KP s cílem detekce operabilního stádia vyžaduje identifikaci efektivního 

biomarkeru. Je testováno několik kandidátů ze skupiny biomarkerů časného karcinomu 

pankreatu, ale zatím nejsou dostupné pro běžnou klinickou praxi. CA 19-9 je sice klinicky 

dostupný, ale jako marker časného karcinomu není vyhovující. V této studii byla testována 

specificita a senzitivita nového spektrálního biomarkeru, charakterizovaného vybranými 

změnami všech biomolekul krevní plazmy. Pro obě sledované charakteristiky bylo dosaženo 

hodnot ~ 90 %, což je více než doposud publikované výsledky pro CA 19-9. Získané 

výsledky korespondují s patogenezí KP. Karotenoidy, jako ústřední regulační prvek funkce 

stelate cells, které se prokazatelně podílí na patogenezi KP, se jeví se jako příslib do budoucna 

vhodný k dalšímu testování na větším souboru pacientů. Jedním z dalších úkolů je 

spektroskopické vyšetření rizikových pacientů s recentně diagnostikovanou poruchou 

glukózové tolerance, pacientů s premaligním stádiem karcinomu a familiárními rizikovými 

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

 
8.1 Cíle 
V této práci byla kromě analýzy větších molekul (jako v předchozí publikaci) provedena 

analýza menších molekul s pomocí metabolomického vyšetření. Byly provedeny dvě analýzy, 

první k detekci a kvantifikaci klinicky relevantních markerů oxidativního stresu popisovaného 

u nádorových onemocnění a druhá, tzv. multimarker screening sloužící k identifikaci 

potenciálních markerů, které by mohly mít reálný klinický významné. 

8.2 Metodika 
Vzorky krevní plazmy byly odebrané náhodně 5 subjektům s KP a 5 zdravým kontrolám 

k obou zmíněným metabolomickým analýzám. K detekci markerů oxidativního stresu byl 

použit spektrometrický systém. Byla provedena kapalinová chromatografie a ke kvantifikaci 

byla použita hmotnostní spektrometrie. Detekované markery byly kvantifikovány za použití 

komerčně dostupných standardů zakoupených od Cayman Chemicals. Pro účely identifikace 

potenciálních markerů KP byla využita databáze Human Metabolome Database.  

8.3 Výsledky 
8.3.1 Klinicky známé markery spojované s karcinogenezí 
Prvním krokem metabolomické studie bylo stanovení hodnot klinicky známých markerů 

oxidativního stresu spojovaných s karcinogenezí, které nebyly doposud využity v diagnostice 

KP. Významné zvýšení hladin derivátů tyrosinu, tj. ortho-, chloro a nitro-tyrosinu, 

demonstruje podíl oxidativního a nitrosativního stresu, nejpravděpodobněji způsobeného 

vznikem vysoce reaktivních radikálů v průběhu růstu tumoru. Oxidativní stres spolu 

s narušením fosfolipidových membrán je také reflektován vyššími hodnotami 8-isoprostanu u 

pacientů s KP.  Navíc jsme ve skupině KP pozorovali možné poškození genetické informace 

indikované mírným zvýšením hladin 8-hydroxyguanosinu a 8-hydroxy-2‘-deoxyguanosinu. I 

když byly rozdíly v rámci leukotrienové kaskády nevýrazné, aktivace imunitního systému 

pacientů byla zřejmá z významně vyšších hladin leukorienu B4, primárního markeru zánětu.  

8.3.2 Identifikace nových metabolitů typických pro KP 
Druhým cílem metabolomické studie bylo identifikovat sloučeniny, jejichž pozměněné 

hladiny by byly typickým znakem KP. Zatím nebyly detekované metabolity kvantifikovány, 

pouze byly srovnávány intenzity jejich signálů.  Převážná většina identifikovaných metabolitů 

je zapojena do procesů buněčné signalizace, spravování energetického metabolismu buněk a 
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zajištění integrity a stabilitu buněčných membrán, tedy do procesů, které jsou při nádorovém 

růstu poškozené.  

8.4 Závěr a zhodnocení cílů a hypotéz práce 
Metabolomická analýza potvrdila signifikantní změny na celulární / molekulární úrovni 

vedoucí především k oxidativnímu stresu a k narušení lipidového metabolismu a 

energetického řízení v průběhu procesu karcinogeneze KP. Kromě detekce klinicky 

uznávaných markerů oxidativního stresu (deriváty 8-isoprostanu a tyrosinu), jejichž propojení 

s karcinomy bylo prokázáno u jiných malignit, jako například karcinomy prsu či plic, byly 

také identifikovány molekuly (lysofosfatidylcholin, dekanoyl-karnitin atd.), které doposud 

nebyly s KP spojovány a mohly by se tak stát vhodnými kandidátními markery. 
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