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1. Abstrakt

Karcinom pankreatu (PDAC) je zdvaznou malignitou se stoupajici incidenci.
Vétsina pacientll je diagnostikovana v pokrocilych stadiich onemocnéni.
Nejuzivanéjsi parametr CA19-9 nema dostate¢nou efektivitu v diagnostice
casnych forem PDAC ¢i pro screening. Vzhledem k poznatkim o interakcich
mezi extracelularni matrix (ECM), bunikami nadorového stroma a bunkami
PDAC, se slibnym cilem vyzkumu jevi pankreatické stelatni bunky. Tyto

buniky produkuji vétsinu ECM pankreatického tumoru a akumuluji retinol.

Cilem disertacni prace bylo analyzou Sirokého spektra parametrt popsat
cirkulujici biomarker nebo jejich panel, ktery by dokazal odlisit
nemetastazujici PDAC od pacientt s diabetem 2. typu (T2DM), chronické
pankreatitidy (ChP) a zdravych kontrol. Dal$im cilem bylo v tomto souboru

pacientii zmé¢ftit hladiny retinolu a ATRA a ur€it jejich vyznam.

U celkem 220 pacientii s PDAC, ChP, T2DM a u zdravych kontrol jsme
stanovovali riznymi biochemickymi metodami, pfedev§im imunochemicky
metodou ELISA koncentrace fady specialnich a bézné vysetrovanych
parametrl. Na zakladé¢ rozdili mezi jednotlivymi skupinami jsme definovali
panely biomarkert, jejichz efektivitu jsme porovnavali s CA19-9. Déle jsme
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detekci

stanovili v téchto skupinach koncentrace retinolu a ATRA.

Vysledkem prace jsou panely biomarkert, které zlepsuji efektivitu CA19-9
nebo tento marker zcela nahrazuji. Panel ,,CA19-9, AAT, IGFBP2, albumin,
ALP, Reg3a, HSP27“ detekuje PDAC mezi T2DM, panel ,,S100A11, CA72-4,
AAT, CA19-9, CB, MMP-7, S100P-s, Reg3a“ odlisi PDAC od ChP, panel
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»~MMP-7, Reg3a, sSICAMI1, OPG, CB, feritin odli§i PDAC od zdravych
jedinct, panel ,,CA19-9, S100P-plazma, AAT, albumin, adiponectin, IGF-1,
MMP7, S100A11° odlisi PDAC od ostatnich. VSechny panely maji vyssi
efektivitu nez CA 19-9 (p<0,05). Pii vylouceni CA19-9 odlisi panel ,,CEA,
HbA1c, AST, HDL-cholesterol, prealbumin, SAA, IGF-2, CB“ PDAC od
zdravych kontrol 1épe nezli v porovnani s CA19-9. Dale jsme prokazali
signifikantni pokles hladin retinolu u PDAC v srovnéni s ostatnimi skupinami
a pokles koncentraci ATRA u PDAC ve srovnani se zdravymi kontrolami a

diabetiky.

Vysledky prace dokladaji heterogenni biochemické zmény doprovazejici
rozvoj PDAC. Ziskané panely zlepsuji diagnostiku PDAC ve srovnani
s CA19-9. Zaroven potvrzuji roli retinoidii v rozvoji PDAC, jakkoli vysledky

nepotvrzuji jejich vyuzitelnost jako biomarkeru ¢asného PDAC.
2. Abstract

Pancreatic cancer (PDAC) is malignancy with increasing incidence. Most of
the patients are diagnosed in advanced stages of the disease. Due to its low
efficacy CA19-9 is neither useful for identification of early PDAC nor for its
screening. There is strong evidence about the relationship between
extracellular matrix (ECM), tumour stroma and PDAC cells. Thus, retinol
storing pancreatic stellate cells which produce majority of ECM seem to be
promising target of the research.

The aim of this work was to analyse to broad spectre of circulating biomarkers
and define one or more biomarkers, which can identify PDAC among chronic
pancreatitis (ChP), type 2 diabetes mellitus (T2DM) and healthy controls.
Another goal was to measure levels of ATRA and retinol in these groups and
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define their role as a biomarker. We used several methods, mainly ELISA, to
measure concentrations of many common and special parameters in 220
patients with PDAC, T2DM, ChP and healthy controls. Based on the
differences in concentrations, panels of biomarkers were defined, and their
efficacy was compared to CA19-9. We used high performance liquid
chromatography (HPLC) with UV detection to determine the serum levels of
retinol and ATRA among those groups.

The result of our study are panels of biomarkers which define PDAC among
other groups better (p<0,05) than solitary CA19-9. Panel ,,CA19-9, AAT,
IGFBP2, albumin, ALP, Reg3a, HSP27“detects PDAC among T2DM, panel
»S100A11, CA72-4, AAT, CA19-9, CB, MMP-7, S100P-s, Reg3a“ detects
PDAC among ChP, panel ,,MMP-7, Reg3a, SICAMI1, OPG, CB, ferritin
detects PDAC among controls better that CA 19-9. After exclusion of CA19-9
from the panels, set of markers ,,CEA, HbAlc, AST, HDL-chol., prealbumin,
SAA, IGF-2, total protein“ detects PDAC among healthy controls better than
solitary CA19-9.

We also proved significantly lower levels of retinol in PDAC compared to
other groups and significant decrease of ATRA levels in PDAC compared to
healthy controls and T2DM.

The results confirm heterogenic changes accompanying PDAC. Although not
suitable as a diagnostic biomarker of early PDAC, retinol and ATRA seem to

have important role in PDAC pathogenesis.



3. Uvod

Karcinom pankreatu (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) patii
umrti na maligni onemocnéni celosvétove a jeho incidence v rozvinutych
zemich neustale stoupa. (Rahib L. et al., 2021) V soucasné dobé¢ je jedinou
metodou, kterd vede k tplnému vyléceni PDAC chirurgicka terapie.
Podminkou tspésné chirurgické 1écby je dosazeni RO resekcee, tj.
odstranéni nddoru s dostate¢nym lemem zdravé tkané pii neptitomnosti
diseminace onemocnéni. Bohuzel, u vétSiny pacienti je v dob¢ diagnozy
PDAC jiz v natolik pokrocilém stadiu, Ze je kurativni resekce nemozna.
Existuje cela fada rizikovych faktort PDAC. Rozsahla metaanalyza 117
studii publikovana r. 2015 popisuje jako rizikové faktory mj. chronickou
pankreatitidu, metabolicky syndrom, koufeni, diabetes mellitus ¢i
rodinnou zatéz. (Lang J. et al., 2021, Maisonneuve P. et al., 2015)
Samotné bunky PDAC tvofii jen malou ¢ast hmoty maligniho tumoru. Cca
90 % tumoru tvoii pankreatické stroma — extracelularni matrix,
neovaskularizace, imunitni buriky a fada dalsich bun¢k — zejména

s nadorem asociované fibroblasty (cancer associated fibroblasts CAF).
Vzhledem k nepoméru malignich bunék a zbytku stroma lze predpokladat,
ze nadorové stroma se bude aktivné podilet na vyvoji nddoru, a Ze
interakce mezi organismem, pankreatickym stroma a nadorovymi

bunikami je potencidlnim prostorem pro diagnostiku a terapii PDAC.
4. Hypotézy a cile prace

Chronicka pankreatitida, PDAC a T2DM jsou onemocnéni s komplexnimi

dopady na organismus. Domnivame se, Ze analyzou Sirokého spektra
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parametrl lze identifikovat specifické biomarkery nebo jejich skupiny,
které umozni ¢asnou diagnostiku karcinomu pankreatu i mezi rizikovymi
skupinami pacient. Potencialnim zdrojem novych biomarkert mtze byt i
vztah mezi buiikami nadorového stroma, zejména pankreatickymi
stelatnimi bunkami, a butikami nadorovymi. Vzhledem k vlivu PSC,
retinolu a ATRA na fyziologii pankreatu se domnivame, ze zmény

v koncentracich ATRA a retinolu mohou korespondovat s rozvojem
patologickych stavii pankreatické tkané, ptipadné slouzit jako biomarker

PDAC.
Konkrétni cile prace, jejimz zakladem jsou dvé studie:
Studie I : Biomarkery u karcinomu pankreatu

a/ analyzovat koncentrace potencialnich biomarkert u pacienti s ChP, T2DM

a PDAC a zdravych kontrol

b/ stanovit biomarker nebo jejich panel, ktery by umoznil rozliseni PDAC od

ostatnich zkoumanych skupin s vétsi efektivitou nezli CA19-9.

Studie II: Hladiny retinolu a ATRA u pacienti s PDAC, ChP,
T2DM a zdravych kontrol

¢/ stanovit a porovnat koncentrace retinolu a ATRA u pacientti s ChP, T2DM a

PDAC a zdravych kontrol

d/ ovéfit mozny potencial retinolu a ATRA jako diagnostického biomarkeru

PDAC

e/ popsat eventualni korelace mezi ATRA, retinolem a dal§imi stanovovanymi

potencionalnimi biomarkery



5. Material a metodika

Do studie I (Biomarkery u karcinomu pankreatu) byly zahrnuty osoby

s karcinomem pankreatu, chronickou pankreatitidou, diabetem 2. typu a
odpovidajici zdravé kontroly. Celkem bylo zatazeno celkem 186 pacientd, 60
pacientti s T2DM, 47 pacientti s chronickou pankreatitidou, 28 pacienti

s PDAC ve I-11I stadiu a 51 zdravych kontrol

Do studie II (Hladiny retinolu a ATRA u pacienti s PDAC , ChP, T2DM a
zdravych kontrol) bylo zafazeno celkem 220 pacientl. 59 pacientd

s diabetem 2. typu, 37 pacientd s chronickou pankreatitidou, 64 pacientli

s karcinomem pankreatu (5 v 1. Stadiu, 8. ve II. stadiu, 14 ve III. stadiu, 37 ve

IV. stadiu) a 51 zdravych kontrol.

Vzorky zilni krve byly ziskavany odbérem do zkumavek bez ptidani
antikoagulancii k ziskani séra. K ziskani plazmy byly vzorky odebirany do
zkumavek s EDTA. Zakladni biochemické parametry byly stanovovany

v ramci béznych vysetieni krve. Vzorky krve k analyze specialnich parametrt
byly centrifugovany pfi rychlosti 1450 ot./min a ptfed provedenim analyzy
skladovany v hlubokomrazicim boxu pii -80°C. Laboratorni méteni vybranych
markert byla provedena v Ustavu 1ékatské biochemie a laboratorni
diagnostiky VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a 1. 1ékarské fakulty

Univerzity Karlovy v Praze.

Sérové hladiny IGF-1, IGF-2, IGFBP-1. IGFBP-2, IGFBP-3 byly
stanovovany pomoci kitit ELISA firmy Mediagnost, Némecko. Koncentrace
osteopontinu, TIMP-1, MCP-1, HSP-27, MMP-9 a ICAM-1 byly stanoveny
pomoci ELISA kit firmy eBioscience (nyni Invitrogen). Koncentrace HSP60,



HSP70 byly stanovovany metodou ELISA kity firmy StressMarq, Kanada).
Pro stanoveni koncentraci proteinu MMP-7 jsme pouzili metodu ELISA firmy
R&D Systems, USA. Koncentrace DJ-1, ALCAM, CEACAM-1 jsme mé&fili
pomoci metody ELISA kity Abnova,Taiwan. Parametry adiponektin, SRAGE,
MIC-1, Reg 1a, midkine, leptin, OPG, TFF1, S100A6, REG3A, S100A11 a
PANDER byly stanovovany metodou ELISA v laboratotfich Biovendor
(Biovendor Laboratorni medicina, s.r.o., Ceska republika).

Parametry, které byly soucasti béznych vysetfeni, byly stanoveny
automatickymi analyzatory v Centralni biochemické laboratoii ULBLD 1. LF
UK a VFN. Zakladni biochemické parametry byly zméfeny analyzatorem
Modular Roche (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim, Némecko).
Koncentrace CEA, CA19-9 byly stanovovany pomoci chemiluminescence
automatickym analyzatorem Architekt, Abbott, USA. Parametry CA 72-4,
insulin, C-peptid byly méfeny pomoci chemiluminescence analyzatorem
Modular, Roche, Némecko; AFP bylo stanoveno pomoci chemiluminescence

na analyzatoru Centaur, Siemens, Némecko;

6. Vysledky

6.1. Vysledky Studie I: biomarkery u karcinomu
pankreatu
Nameétené koncentrace jednotlivych parametrii uvadime v tabulce 1. Na
zéakladg zjisténych rozdild mezi jednotlivymi skupinami byly pomoci dvou
statistickych metod (logistické regrese a metody strojového uceni
,»hahodny les*) definovany panely, pomoci kterych Ize odlisit PDAC od
ostatnich skupin. (tabulka 2)
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PDAC, T2DM CHP ZDRAVE P
STADIUM KONTROLY | HODNOTY
I (ANOV A,
TUKEYHO
TEST)
pramér+SD prumer+SD prumer+SD prumer+SD
AAT (g/) | 2£0,5 1,540,3 1,740,4 1,440,2 T 995, 888,
%%%
ADIPONEKTIN | 23602,5+14 18033,8+75 21072,3+1219 | 17303,1+7783
(ng/ml) | 223,1 09,3 3.2 =45
ALBUMIN (g/l) | 40,1+4,2 45,1£3,7 45,1+4,6 45422 e 958, RRE,
%%%
ALCAM (pg/ml) | 214,6+£65,8 199,6+86,5 196,276 171,7+£62,2
ALP (ukat/l) | 2,5£3,6 1£0,3 1,8+2 1+0,2 BEE, %%%
ALT (ukat/) | 0,9+0,8 0,6+0,3 0,6£0,5 0.5£02 -
AMS-P (ukat/l) | 1,143 0,440,2 0,7+0,8 0,420,2
APO-B (g/) | 1202 10,3 10,3 12403 "
AST (ukat/l) | 0,8+0,7 0,5+0,2 0,5+0,3 0,4+0,1 TS 88, %%
CA19-9 (kU/) | 1108,6+297 14,2+10,4 22,8+57,8 9,4+6,1 PR B
94 %%%
CA72-4 (kU/) | 6,7+14,9 22422 2,1£2.8 1,941,9 .55, &8, %%
CEA (ug/) | 3,343,6 1,741,2 2+1,5 10,6 £ BRRY FEES
CEACAM (NG/ML) | 89,3+95,3 47,2448,1 75,6+75,8 46,9£11,9 88, %%
CHOL (mmol/l) | 4,8+1,1 4,7+1,1 4,8+12 5,741,1 %
C-PEPTID (nmol/l) | 0,8+0,5 1,1+0,4 0,7+0,3 0,8+0,2 &
CRP (mg/ml) | 22,2+44,5 43452 9,4+19,5 3+4 R D, TR
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DJ-1 (ng/ml)
FERRITIN (ug/l)
GGT (ukat/l)
HBAI1C (mmol/mol)

FRUKTOSAMIN
(umol/l)

GLYKEMIE (mmol/l)
HDL-CHOL (mmol/l)

HSP27 (pg/ml)

HSP60 (mg/ml)

HSP70 (ng/ml)
IGF-1 (ng/ml)
IGF-2 (ng/ml)
IGFBP-1 (ng/ml)
IGFBP-2 (ng/ml)

IGFBP-3 (ng/ml)

INZULIN (U/ml)
LEPTIN (ng/ml)
MCP-1 (pg/ml)

MIC-1 (pg/ml)

MIDKINE (ng/ml)

52,3+85,1

358,7£371,1

4,4+10,5

45,5+11,6

247,1+44.,6

6,842,4

1,2+0.4

2485,6+140
0,4

4963,7+138
3,1

32,8433,2

124,64+51,1

535,8+183,6

11,848,1

597+295,9

2427,3+552,
8

9,2+£7,5

12,3£11,3

897,6+785,2

3715,9+£233
6,1

0+0

18,1£11,1

211,4+229,9

0,7+0,7

49,5+29,3

261,4+59,2

7,5+2,3
1,3+0,3

1499,4+834,
4

4226,7+142
6,6

19,3+30,4
162,4+56,7
743,1£236,5
5,5+4,6
299,6+198,9

2622+686,3

14,4485

19,4+143

690,3+537,7

3351,8+202
2,2

0+0,1
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38,4+35,6

207,6+197,5

2,6+8,6

42,6+12,9

245+37.9

6,142,8

1,4+0,6

1712,6+634,5

4639,2+1440,
1

27,6+25,8

170,2+82,5

646,6+200,7

12,9+11,9

575,6£272,2

2483,8+587,5

8,68

6,4+8,3

786,4+595,1

2789+1953,2

0,4+2.3

38,2+39.9

124,5+119,6

0,5+0,3

34,845,5

229,8+17

4,9+0,6

1,5+0.,4

1838,3+1059,
5

5157+1749,1

24,7+26,6

184,7+46,1

744,7+127,6

6,7+£6,6

330,7+143

2695,8+411,3

8,7+3,8

13,5¢12,4

812,9+823,4

1257+733,7

0+0,1

> R&

*xE 040000

* & %

*HE 040000

o

**x, 85, &&&, %

X 8, &, %%%

*EE, R&&, %%%

** R&&, %

*E, R&E&, %%%

*xx g

*HE 9000




MMP-7 (ng/ml)

MMP-9 (ng/ml)
OPG (pmol/l)
PANDER (ng/ml)
PCT (ug/))
PREALBUMIN (g/l)
REGIA (ng/ml)
REG3A (U/ml)
S100A11 (ng/ml)
810046 (ng/ml)

S100P-
PLAZMA(ng/ml)

S100P-SERUM (ng/ml)
SAA (mg/ml)

SATURACE
TRANSFERRINU (%)

SLCAM-1 (ng/ml)
SRAGE (pg/ml)
TAG (mmol/l)
TFFI (ng/ml)
TIMP-1 (ng/ml)

CB (&)

TRANSFERRIN (g/)

2,3£1,1

202+179,7

8+3

9,3£20,8

0,2+0,1

0,2+0,1

264,1+203,3

685,4+555,8

7,2+6,1

99,2+105,9

13,6+17,8

17+13,4

28,8+58,2

24123

577+209,9

550,5+213

1,4+0,7

3,63

655,9£290

66+7,8

2,404

1,5+0,7

197+180,5
6,412
10,5227
0,2+0,1
0,3+0,1
171,8+107,4
315+287,4
5+6,6
46+25,1

5,5+4,9

8,9+4,3

10,7£26,2

26,3+10,7

405,2+104
530+175,1
1,8+1
3,5£3,9
619,1+748,6

70,8+5,1

2,940,6
13

1,5+1

197,7+173

7,245

4,6+15,3

0,2+0,1

0,3+0,1

175,6+116,9

469,9+513,8

3,7£2,1

75,7£34,6

4,3£3,6

14,2+6,7

26,4+62,6

32,4+11,7

510,5+202,7

614,84234.4

1,4+1,1

343

556,7£252,2

71,4+6,1

2,7+0,5

0,9£0,5

140,7+124.,9

4,8+1,5

5,5£15,1

0,2+0,1

0,3£0,1

89,8+42.8

173,9£90,9

3,6£2,5

68,9£37,9

4,544

11,9+6,8

5,5£3,2

26,6+12,1

377,1£75,9

54342214

1,441

1,4+1

458,1£126,6

71,1+4,8

2,9£0,5

588, &8,
%%%

HE 04000

*Ex, 88, R&&, %%

*H* S R&& %%%

*HE R, %%%

**, 55, %%

xRS

*xx, 895, &8,
%%%

** R&&, %

*EE, B&E&, %%%

*H® 0000

588, &,
%%%

*E, R&&, %%%




VITAMIN B12 (pmol/l) | 472,942182 | 409.4+161,5 | 456242743 | 410,1£114,1 |

Tabulka 1: Koncentrace méienych parametrii u jednotlivych sledovanych skupin.

p -hodnoty ANOVA testu a Tukeyho testu:

*: p < 0.05 ANOVA; **p < 0.01 ANOVA; ***p < 0.001 ANOVA

$:p <0.05 PDAC vs ChP; 88 p < 0.01 PDAC vs ChP; $38 p < 0.001 PDAC vs ChP
&: p <0.05 PDAC vs T2DM; && p < 0.01 PDAC vs T2DM; &&& p < 0.001 PDAC vs
T2DM

%: p < 0.05 PDAC vs zdravé kontroly; %% p < 0.01 PDAC vs zdravé kontroly, %%% p
< 0.001 PDAC vs zdrave kontroly

Zkratky: PDAC karcinom pankreatu, T2DM — diabetes mellitu 2. typu, ChP — Chronickd
pankreatitida, RF — random forest; LR - logisticka regrese; AAT — alfa-1-antitrypsin;
ALCAM -aktivovand adhezni molekula leukocytii;, ALP : alkalicka fosfataza; ALT:
alaninaminotransferaza;, AMS-P — pankreaticka amyldza; ApoB — apolipoprotein B;

AST aspartataminotransferdaza; CA19-9 — karbohydrat antigen 19-9; CA72-4 —
karbohydrat antigen 72-4; CB- celkova bilkovina, CEA - karcinoembryondlni antigen,
CEACAM - carcinoembryonic antigen-related adhesion molecules; CRP C-reaktivni
protein; DJ-1 (ng/ml) protein deglyklaza DJ-1; GGT - y-glutamyltransferaza;, HbAlc:
glykovany hemoglobin, HDL-chol: lipoprotein o vysoké hustoté; HSP - protein
teplotniho Soku; Chol — cholesterol; IGF — insulin bodobny riistovy faktor;, IGFBP -
IGF vazebny proejn; INS — inzulin; MCP-1- monocyte chemoattractant protein -1; MIC-
1 — inhibicni cytokine makrofagu; MMP-— matrixova metaloproteindza ; OPG -
osteoprotegerin; PCT — procalcitonin, Prealb — prealbumin,; Reg - regenerating
protein; SAA — sérovy amyloid A; sSICAM — solubilni mezibunécna adhezni molekula,
SRAGE — solubilni receptor konecnych produktii pokrocilé glykace; TAG —
triacylglycerol; TFF1 — trefoil factor 1; TIMP-1 (ng/ml) tkanovy inhibitor
metaloproteinaz 1. PANDER — z pankreatu odvozeny factor (PANcreatic DERived facto
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AUC Specificita Senzitivita

RE IR cawg NPT o g caros FPEZ oo 1R caweg RFRER
CA19-9 CAl9-9 CA19-9
PDAC V5 T2DM 092 080 082 075 |0B9 081 093 083 089 064 071 0,67
PDAC V5 CHP 090 076 075 053 |070 038 084 056 080 086 0.57 0.50
PDACVSKONTROLY 088 085 078 087 |085 076 084 080 L00 085 0.71 0.83
PDACVSDM,CHP, 081 083 080 079 |087 090 08 081 08 071 071 0.67
KONTROLY

Tabulka 2: Efektivita panelii ziskanych logistickou regresi i metodou random forest v
odliseni PDAC od ostatnich skupin ve srovnani s CA19-9. Nejvyssi hodnoty jsou
vyznaceny tucné

RF — random forest:

PDAC vs T2DM: CA19-9, AAT, IGFBP2, albumin, ALP, Reg34, HSP27

PDAC vs ChP: S100411, CA72-4, AAT, CA19-9, CB, MMP-7, S100P-s, Reg3A4a

PDAC vs kontroly: MMP-7, Reg3A, sICAM1, OPG, CB, ferritin

PDAC vs T2DM, ChP, kontroly: CA19-9, SI00P, AAT, albumin, adiponektin, IGF-1,
MMP-7, S100411
LR — logistickd regrese:

PDAC vs T2DM: prealbumin, IGFBP-2, DJ-1, MIC-1, CA72-4

PDAC vs ChP: IGF-1, S100411, Reglalfa

PDAC vs kontroly: IGF-2, S100411, Reg3A4

PDAC vs T2DM, ChP, kontroly: albumin, AAT, SI00P, CRP, CA19-9, TFFI a
MMP-7
RF s vyloucenim CAI19-9

PDAC vs T2DM: HSP27, prealbumin, inzulin, IGF-2, SAA, DJ-1, CB, CEA

PDAC vs ChP: SAA, Leptin,CB, Prealbumin, HSP60, DJ-1, TAG

PDAC vs kontroly: CEA, HbAlc, AST, HDL-chol, Prealbumin, SAA, IGF-2, CB

PDAC vs T2DM, ChP, kontroly: SAA, prealbumin, HSP27, CB, adiponektin, CEA,
IGF-2, AMS-P
Zkratky: AAT — alfa-1-antitrypsin; ALP : alkalicka fosfatiza;, AMS-P — pankreaticka
amylaza; AST : aspartataminotransferaza, AUC — plocha pod kiivkou, CAI19-9 —
karbohydrat antigen 19-9; CA72-4 — karbohydrat antigen 72-4; CB: celkova
bilkovina, CEA: karcinoembryonalni antigen; ChP — chronicka pankreatitida. HDL-
chol — lipoprotein o vysoké hustoté; DJ-1 protein deglyklaza DJ-1;HbAIc —
glykovany hemoglobin; HSP —protein teplotniho Soku, IGF — inzulinu podobny riistovy
faktor; IGFBP - protein vazajici IGF,; INS- inzulin, LR — logisticka regrese.. MIC-1 —
makrofagy inhibujici cytokin -4; MMP—matrixova metaloproteinaza; OPG -
osteoprotegerin; PDAC — karcinom pankreatu Reg - regeneracni protein;, RF —
random forest; SAA — sérovy amyloid A; sICAM — soluble Intercellular Adhesion
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molecule; TAG — triacylglycerol; TFF1 — trefoil factor 1; TIMP: tkanovy inhibitor
metaloproteindz, T2DM — diabetes mellitus 2. typu.

6.2. Vysledky Studie II: Hladiny retinolu a ATRA u
karcinomu pankreatu, chronické pankreatitidy a

T2DM

Hladiny retinolu byly vyznamné nizs$i (vyjadieno jako priimeér + smérodatna
odchylka) u PDAC: (0,44+0,18mg/1) ve srovnani s T2DM (0,65+0,19 mg/l,
p<0,001), ChP (0,60+0,18mg/l, p< 0,001) and zdravymi kontrolami
(0,61£0,15mg/1, p<0,001).

Rozdily mezi jednotlivymi ,,nekarcinomovymi‘ skupinami nebyly statisticky
vyznamné, nicméné byl zde patrny trend postupného poklesu hladin retinolu
od nejvyssich koncentraci u zdravych kontrol, nasledovanych T2DM , ChP a
konce PDAC.

Koncentrace all-trans-retinové kyseliny byly u PDAC signifikantné snizeny ve
srovnani s T2DM (1,14+0,49ug/1 vs 1,37+0,56ug/1, p<0,001) a zdravymi
kontrolami ( (1,14+0,49ng/1 vs 1,43%0,55png/1, p<0,001). Rozdily mezi PDAC
a ChP nebyly statisticky vyznamné.

Dale jsme analyzovali hladiny retinol a ATRA napfic jednotlivymi stadii

PDAC.

Hladiny obou latek u pacientt ve 111, a IV, stadiu PDAC byly statisticky

vyznamné nizsi nezli u zdravych kontrol, T2DM i ChP.

Stadium III PDAC (ATRA: 1,08+0,47 ug/l; retinol: 0,424+0,19 mg/l) a IV
PDAC (ATRA: 1,07+0,45 ng/l, , retinol: 0,40+0,15 mg/1) vs zdravé kontroly
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(ATRA: 1,43+0,55 pg/l, retinol: 0,61+0,15 mg/l) a T2DM (ATRA: 1,37+0,56
ug/l, retinol: 0,65+0,19 mg/1).

Rozdil mezi PDAC v I. a Il. stadiu a mezi non-PDAC skupinami nebyl

statisticky vyznamny.

Dale byly prokazany korelace mezi retinolem a prealbuminem ((PDAC rs:
0,75, p<0,001; CHP: 0,69, p<0,001; T2DM: 0,60, p<0,001 a zdravé kontroly
rs 1 0,83, p<0,001).

U pacienti s T2DM byla prokazana negativni korelace mezi IGFBP -2 a
ATRA (rs: -0,63, p<0,001).

Statisticky vyznamné korelace vSak nebyly prokazany ani mezi CA 19-9,
lipidy, celkovou bilkovinou CRP ¢i albuminem. Vysledky potvrzuji zatim
nezastupitelnou tlohu CA19-9 mezi biomarkery karcinomu pankreatu.
Zaroven se vSak podafilo nalézt fadu parametrt, které¢ efektivitu CA 19-9
zvySuji. Rovnéz se nam podarilo definovat panely biomarkert, které se co do

efektivity CA 19-9 vyrovnaji nebo jej i predci.

Hladiny ATRA a retinolu se u pacientll s PDAC signifikantné li§i od zdravych
kontrol i diabetikti druhého typu. Naopak, rozdil mezi pacienty s chronickou
pankreatitidou a PDAC nebyl vyznamny. V ¢asnych stadiich PDAC nejsou

hladiny ATRA ani retinolu statisticky vyznamné odlisné od ostatnich skupin.

7. Diskuse

Nase prace ukazuje, Ze pridani biomarkert k CA19-9 je moznou cestou

zvyseni efektivity tohoto markeru.
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V naSem souboru se ukazalo jako vyhodnéjsi stanovit pro odliseni PDAC od
kazdé z ostatnich zkoumanych skupin (zdravé kontroly, ChP, T2DM)
specificky panel biomarkerd. To miize byt zpiisobeno tim, Ze nékteré
patologické procesy probihajici u pacientt v rizikovych skupinach (ChP a
T2DM), jsou pfitomné i u pacientl s PDAC. Naopak, mechanismy vedouci
k rozvoji PDAC se u jednotlivych rizikovych skupin a zdravych jedinct
mohou lisit, coz se mtize odrazet i v rozdilnych koncentracich jednotlivych
zkoumanych parametrti. NevyfeSenou otazkou ovsem je, zdali rozdilna
skladba diagnostickych paneli pro jednotlivé skupiny néjakym zpiisobem
reflektuje pripadné odli$né patofyziologické pozadi PDAC, piipadné jeho

samotny fenotyp.

V prvni studii byla v diagnostickych panelech identifikovana skupina
biomarkerd, jejichz skladba je velmi heterogenni. Jde o latky, které se ptimo
podileji na rozvoji maligniho procesu (DJ-1, HSP27, IGF 1-2, IGFBP, MICI1,
MMP7, Reg3A, S100A11, S100P, sSICAM1, TFF1), biomarkery
nutriéné/metabolického stavu organismu (feritin, albumin, prealbumin,
celkova bilkovina) a parametry zanétu (CRP, adiponektin, AAT, OPG, SAA).
Tyto parametry mohou z¢4sti odrazet malnutri¢ni stav a pfitomnost
zanétlivych zmén u PDAC ¢i ChP, coz je povazovano za negativni
prognosticky faktor PDAC, zejména je-li pfitomna sarkopénie ¢i kachexie.

(Dell'Aquila E. et al., 2020)

Vysledky inicialni studie poukazuji na vyznamnou roli pankreatického stroma.
U tady biomarkerti obsaZenych v definovanych panelech - MMP-7, TTF- 1,
ICAM-1, OPG, IGF1-2, IGFBP2 byla v minulosti prokazana souvislost

s metabolismem pankreatickych stelatnich bun¢k i PDAC, pricemz ICAM-1
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v nasi studii byl, na rozdil od studie Gruppa et al. prokézan jako potencialni
biomarker PDAC. (Grupp K. et al., 2018) Ackoli je dysbalance mezi
matrixovymi metaloproteinazami a jejich inhibitory (TIMP) jednou

z charakteristik PDAC, paradoxné jsme neprokazali vyznam TIMP coby

biomarkerd karcinomu pankreatu.

Vyznam REG proteinil v patogenezi PDAC byl popsan, nicméné jejich role

coby biomarkeru neni zcela jednozna¢na (Wang L. et al., 2022). V této praci
vSak REG3A prokézal svou roli v odliseni PDAC od ostatnich skupin (ChP,

T2DM, zdravé kontroly).

Midkine je ristovy faktor, jehoz role v patogenezi PDAC je dobte znama, ale
jehoz prognosticky ¢i diagnosticky vyznam u PDAC nebyl dosud prokazan.
(Grupp K. et al., 2018) Midkine byl v nasi praci, pokud je ndm znamo, poprvé
testovan jako diagnosticky marker PDAC. Jeho schopnost podilet se na

diagnostice PDAC jsme vSak neprokazali.

Vyznamnou tlohu v odliseni PDAC od T2DM a ChP — dvou rizikovych
skupin PDAC mohou hrat S100 proteiny (S100p a S100A11) obsazené

v panelech ziskané jak regresnim modelem, tak pomoci metody strojového
uceni. Tyto proteiny se Géastné regulace transkripce, diferenciace a proliferace
bun¢k PDAC. Protein S100p je svazan se signalnimi drahami RAGE, které

jsou v tkani PDAC vysoce exprimovany.

Zjisténé biomarkery rovnéz sdileji fadu spolecnych signalnich drah, které
ovliviyji. Naptiklad DJ-1, S100A11, HSP-27, IGFBP-2, MIC 1 a IGF shodné
ovliviiyji PI3K/AKT /mTOR drahu, coz z ni ¢ini zajimavy potencialni

terapeuticky cil (Stanciu S. et al., 2022)
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Spojujicim ¢lankem mezi buntkami PDAC a nadorovym stroma jsou
pankreatické stelatni bunky. Jejich aktivace je izce svazana s metabolismem

retinolu.

Hladiny retinolu, stejn¢ jako ATRA — jeho aktivniho metabolitu — byly v nasi
praci (s vyjimkou ATRA u ChP vs PDAC) u pacienti s PDAC statisticky
vyznamné niz§i nezli v ostatnich skupindch. Jednoznacny je v nasi praci
pokles koncentraci retinolu i ATRA u generalizovaného PDAC (IV stadium),
coz z téchto latek ¢ini potencidlni biomarker pokrocilého / neresekabilniho

onemocnéni.

Zmény v koncentraci retinolu 1ze u malnutri¢nich pacientl se zavaznou
malignitou oCekavat. V nasi praci jsme vSak neprokazali korelaci nékterych
ostatnich markerti malnutrice (BMI, albumin, celkova bilkovina) s retinolem
¢i1 ATRA. V tvahu je nutno vzit i fakt, Ze jen cca 33 % cirkulujiciho retinolu

odrazi ptijem jeho prekurzorti v potrave. (Li Y. et al., 2014)

Ani sniZeny piijem vitaminu A nema zjevné vliv na celkové riziko PDAC, jak

prokazala metaanalyza 18 studii z r 2016. (Huang X. et al., 2016)

Lze tedy uvazovat o tom, Ze na poklesu sérovych hladin retinolu se podili i
jiné faktory nezli malnutrice. Sérové koncentrace ATRA a retinolu tak jsou

potencidlnimi biomarkery pokrocilosti PDAC.

Uspé&sné vyuziti ATRA jako terapeutické modality v 16¢bé nékterych
zhoubnych onemocnéni (napt. promyelocytarni leukemie) a jeji tésny vztah k
PSC a PDAC z ni ¢ini zajimavy bod zajmu vyzkumu terapie PDAC. (Lo-Coco
F. etal., 2013, Wang K. et al., 2019, Kakwere H. et al., 2020, Kocher HM. et
al., 2020)
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Retinol, ATRA a chronicka pankreatitida

Studie, zabyvajici se hladinami retinoid u ChP nam dévaji mnohdy
protichidné informace. (Duggan SN. et al., 2014) V dostupnych pracich se
prevalence deficitu retinolu u ChP pohybuje v rozmezi 3-15,9 % (Sikkens EC.
et al., 2013, Martinez-Moneo E. et al., 2016) U naseho souboru pacientti jsme

deficit retinolu (c <0,15mg/1) prokazali u 2,08 % pacientt.

Nizké hladiny retinolu u ChP mohou mit n¢kolik pti¢in. Pfedng, u pacientd, u
nichz je ChP zptisobena alkoholem, mize byt negativné ovlivnéno vstiebavani
zivin, véetné karotenoidu, z traviciho traktu. Deficit retinolu miize byt téz
zpusoben snizenou schopnosti vstiebavat vitaminy rozpustné v tucich pfi
rozvinuté exokrinni insuficienci. Chronicka bolest doprovazejici ChP miize

vést k naruSeni/snizeni pfijmu potravy a tedy malnutrici.

Navzdory vySe zminénému se hladiny retinolu ¢i ATRA v naSem souboru
vyznamné neliSily od T2DM ¢i zdravych kontrol. Domnivame se tedy, ze
snizené hladiny retinolu u pacientd s ChP by mohly byt jistym ,,varovnym
znamenim* vedoucim k bliz§imu vySetfovani pficiny tohoto poklesu, nebot’ je

nelze vysvétlit pouhou pritomnosti ChP.

Retinol a ATRA u T2DM

Podobné jako u ChP i u T2DM jsou vysledky studii hodnoticich hladiny
retinoidl nejednotné potazmo protichtidné. (Krempf,M. et al., 1991, Taneera J.

et al., 2021)

Nase prace tedy alespon ¢aste¢né prispiva do skladanky patofyziologie
metabolismu retinoidi u T3DM, PDAC a ChP. Zdali popsané snizeni hladin

ATRA a retinolu u PDAC a ChP — chorob charakteristickych aktivaci
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stelatnich bunék a tvorbou ECM — odrazi zvysenou aktivitu PSC muze byt
predmétem dalSiho vyzkumu. Rovnéz lze ptepokladat, ze snizené hladiny
ATRA v pokrocilych stadiich PDAC nejsou jen odrazem nutri¢niho stavu
pacientt, nebot’ nekoreluji s n€kterymi dal§imi zndAmymi markery malnutrice
(BMLI, celkova bilkovina). Za fyziologickych okolnosti jsou hladiny retinolu a
ATRA udrzovany uvoliovanim jaternich zasob a pankreatické stelatni buiiky
pravdépodobné hraji v této regulaci jen minimalni tlohu. Mechanismus, ktery
za poklesem sérového retinolu a ATRA je rovnéz potencialnim cilem dal$iho
vyzkumu. Otazkou také ztistava, zdali jsou nizké koncentrace ATRA a retinolu
u PDAC doprovodnym fenoménem nebo se podili i na dalsi progresi tohoto
onemocnéni. Navzdory praci Hana et al. popisujici zmény hladin ATRA a
retinolu jako doprovodnou znamku rozvoje T2DM, i navzdory tomu, ze ATRA
i retinol jsou pravdépodobné¢ dilezitymi faktory podilejicimi se na vyvoji a
spravné funkci pankreatickych ostritvkil, jsme na naSem souboru neprokazali
statisticky vyznamné zmény hladin obou latek ve srovnani se zdravymi

kontrolami. (Han Y. et al., 2021)

8. Zavér:

Analyzou Sirokého spektra parametrti jsme prokazali statisticky vyznamné
rozdily mezi PDAC, T2DM, chronickou pankreatitidou a zdravymi
kontrolami. T€chto odlisnosti jsme vyuzili k definovani diagnostickych panelt

PDAC a zhodnoceni vyznamu ATRA a retinolu pro diagnostiku PDAC.

a/ v ramci Studie I — ,,Biomarkery u karcinomu pankreatu* jsme mezi
skupinami probandd s PDAC, chronickou pankreatitidou, T2DM a zdravymi

kontrolami prokazali signifikantni (p <0,05) rozdily v koncentracich celé fady
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parametrd: AAT, adiponektin, albumin, ALP, ALT, AST , CA19-9, CA72-4,
CEA, CEACAM, cholesterol, C-peptid, CRP, DJ-1, ferritin, GGT, glykémie,
HDL cholesterol, HSP27, IGF-1, IGF-2, IGFBP-1, IGFBP-2, inzulin, MIC-1,
MMP-7, osteoprotegerin, prokalcitonin, prealbumin, REG1A, REG3A,
S100A11, S100A6 , S100P, ICAM-1, triacylglycerol, TFF1, celkova bilkovina

a transferin.

b/ Na zéklad¢ téchto rozdilt jsme vytvofili fadu paneli, které zlepSily
efektivitu CA19-9 v diagnostice nemetastazujiciho karcinomu pankreatu nebo

jej zcela nahradily.

Panel ,,CA19-9, AAT, IGFBP2, albumin, ALP, Reg3a, HSP27* odlisi PDAC
od pacientd s T2DM. Panel ,,S100A11, CA72-4, AAT, CA19-9, CB, MMP-7,
S100P-s, Reg3a“ identifikuje PDAC mezi pacienty s chronickou
pankreatitidou. Panel ,,MMP-7, Reg3a, sSICAM1, OPG, CB, feritin“ odlisi
karcinom pankreatu od zdravych kontrol a panel ,,CA19-9, S100P-plazma,
AAT, albumin, adiponektin, IGF-1, MMP7, ST00A11* odlisi PDAC od
ostatnich skupin. VSechny uvedené panely biomarkerti dosahuji vyssi

efektivity nezli solitdrni CA19-9.

Definovali jsme také nékteré panely, které, ackoli jejich soucasti nebyl CA19-
9, dosahovaly srovnatelné nebo vyssi efektivity v identifikaci PDAC mezi
probandy s ChP, T2DM ¢i zdravymi kontrolami. Panel ,,CEA, HbAlc, AST,
HDL-chol, prealbumin, SAA, IGF-2, CB* je efektivnéjsi nezli CA19-9

v odliseni PDAC od zdravych kontrol a panel ,,SAA, prealbumin, HSP27, CB,
adiponektin, CEA, IGF-2, AMS-P* je srovnatelny s CA 19-9 v odliSeni PDAC

od ostatnich skupin.
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Midkine byl jako potencialni diagnosticky marker PDAC hodnocen dle
dostupné literatury poprvé, nicméné jeho schopnost coby biomarkeru PDAC
jsme neprokazali. Reg3A a DJ-1 a ICAM-1 jsme v nasi praci poprvé
identifikovali jako potencialni cirkulujici markery PDAC. Tyto vysledky bude
ale vhodné ov¢rit na uzeji definovanych a zejména rozsahlejsich souborech

pacientti.

¢/ Prokazali jsme signifikantni pokles hladin retinolu a ATRA u pacient
s karcinomem pankreatu. Zaroven popisujeme tendenci k poklesu koncentraci
ATRA i retinolu u patologii pankreatické tkan¢ (jakkoli v pripadé T2DM a
ChP se nejedna o statisticky signifikantni pokles.

d/ Vysledky nasi prace nepotvrzuji ATRA ani retinol jako diagnostické
markery ¢asného PDAC, nebot’ ¢asna stadia tohoto onemocnéni nedokazi

odlisit od pacientti s ChP, T2DM ani od zdravych kontrol.

e/ Analyzou korelaci mezi ATRA, retinolem a ostatnimi méfenymi
parametry jsme prokazali korelaci mezi retinolem a prealbuminem-jeho
transportnim proteinem. Dale jsme prokazali u pacientti s T2DM negativni
korelaci mezi IGFBP2 a ATRA, coz naznacuje mozny vztah mezi IGF-
mediovanymi signalnimi drahami a metabolismem ATRA u tohoto

onemocnéni.

Nase prace tedy celkové potvrzuje dilezitost interakce nadorového
stroma s nadorovymi buiikami jakoZto diagnostického i terapeutického cile.
Vzhledem k tomu, Ze moZznosti diagnostiky ¢asného PDAC je stale velmi

limitované, mtize v budoucnu vyraznégji ke zlepSeni terapie tohoto onemocnéni
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prispét spolu s rozvojem onkologické terapie i identifikace biomarkeri, které

sveédci pro ucinnost jednotlivych modalit onkologické 1éCby.
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