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Souhrn

Vychodiska: Duktalni adenokarcinom pankreatu (pancreatic ductal adenocarcinoma - PDAC)
je nejcastéjsi maligni onemocnéni pankreatu charakterizované extrémné $patnou prognézou
z velké ¢&asti kvali problému s véasnou diagnézou a nedostatecnym pokrokem v personalizaci
|é¢by. Ze viech dostupnych lécebnych strategii zlstava totalni resekce nadoru v jeho ¢asném
stadiu jedinym prostfedkem k dosazeni dlouhodobého pieziti. Nicméné i radikdIni chirurgicka
resekce nemusi v nékterych piipadech poskytnout pfinos pro preziti pacientd. Vhodny vybér
pacientd, ktefi budou mit benefit z resekéniho vykonu, je proto velice dilezity. Materidl a me-
tody: Do této studie bylo zafazeno 24 PDAC pacientq, ktefi podstoupili chirurgickou resekci
a u kterych byl k dispozici pfedopera¢né odebrany vzorek krevni plazmy. Pacienti byli zafazeni
do dvou prognostickych skupin podle jejich preziti — 12 pacientll se Spatnou progndzou (me-
didn celkového preziti 10 mésicl) a 12 pacientd s dobrou prognézou (median celkového pre-
Ziti 25 mésicu). Technologie sekvenovani nové generace byla pouzita pro screening mikroRNA
(miRNA) s rozdilnymi hladinami mezi obéma skupinami pacientti PDAC. Knihovny cDNA byly
pfipraveny pomoci QIAseq miRNA Library Kit (Qiagen) a sekvenovanim pomoci ptistroje Ne-
xtSeg500 (Illumina). Vysledky: Porovnanim profilG exprese miRNA pacientd z dobré a Spatné
prognostické skupiny jsme identifikovali celkem 61 miRNA, které mély mezi témito dvéma
skupinami signifikantné rozdilné hladiny (p < 0,05). Celkem 21 miRNA vykazovalo zvy$enou
expresi a 40 miRNA vykazovalo snizenou expresi u skupiny pacient(l se $patnou prognézou ve
srovnani s pacienty s dobrou prognézou. Zdvér: Tato pilotni studie popisuje rozdily v expresi
miRNA v piedoperacni plazmé u PDAC pacient(l s kratsim a delsim celkovym piezivanim. Tato
zjisténi naznacuji, ze plazmatické miRNA by v budoucnu mohly slouzit jako mozné biomarkery
umoznujici identifikovat pacienty s PDAC, ktefi budou mit klinicky benefit z radikalni chirur-
gické resekce.
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VYUZITI SEKVENOVANI NOVE GENERACE V ANALYZE CIRKULUJICICH MIKRORNA JAKO PREDIKTIVNICH BIOMARKERU

Summary

Background: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common malignancy of pancreas, characterized by extremely poor prognosis
largely due to problem with early diagnosis and lack of progress in personalization of therapy. Of all available treatment strategies, radical sur-
gical resection of the tumour in its early stage remains the only possibility how to reach long-term survival. However, even a technically perfect
surgical resection may still not provide a survival benefit for all PDAC patients. Appropriate selection of patients for surgical resection is one the
important medical needs in management of PDAC patients. Material and methods: To this study we enrolled 24 PDAC patients who underwent
surgical resection and preoperatively collected their blood plasma specimends. Patients were divided into to two prognostic groups according
to their overall survival — 12 patients with poor prognosis (median overall survival 10 months) and 12 patients with good prognosis (median
overall survival 25 months). Small RNA sequencing technology was applied to screen for microRNAs (miRNA) with differential levels between
both PDAC patient’s group. cDNA libraries were prepared using QlAseq miRNA Library Kit (Qiagen) and sequencing by NextSeq500 instrument
(Ilumina). Results: When miRNA expression profiles of the PDAC patients from good and poor prognostic groups were compared, 61 miRNAs
were identified to have significantly different plasma levels between the two groups (p < 0.05). A total of 21 miRNAs showed increased expression
and 40 miRNAs showed decreased expression in a group of patients with poor prognosis compared to patients with good prognosis. Conclu-
sion: This study demonstrated differences in miRNA expression profiles in preoperative plasma specimens of PDAC patients with short and long
overall survival. Our observations indicate that after independent validations plasma miRNAs might become useful biomarkers for identification

of PDAC patients having clinical benefit from surgical resection of the tumour.
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Vychodiska

Duktalni adenokarcinom pankreatu
(pancreatic ductal adenocarcinoma
- PDACQ) vznika z duktalniho epitelu
a predstavuje nejbéznéjsi histologicky
typ malignit slinivky bFisni [1]. PDAC
se v celosvétovém méfitku stal ¢tvrtou
hlavni pFi¢cinou Umrti souvisejicich s na-
dory. Vysoka umrtnost PDAC je disled-
kem agresivnibiologické povahy nadoru,
ktera je spojena s jeho rychlou progresi
vedouci ¢asto k pozdni diagnostice v po-
krocilych neresekovatelnych stadiich.
Z téchto ddvodu je PDAC charakteris-
tické jednim z nejhorsich preziti vibec -
pouze 5-7 % pacient( Zije déle nez 5 let
od stanoveni diagnézy [2,3]. Radikalni
resekce nadoru je preferovanou léceb-
nou metodou, kterd mize poskytnout
nejlepsi pfinos pro preziti u pacientd po-
vazovanych za technicky resekovatelné
v ¢asném stadiu onemocnéni. Nicméné
Cast pacientd, ktefi podstoupili radikalni
resekci, vykazuje ¢asnou recidivu v di-
sledku pfitomnosti nedetekovatelnych
mikrometastaz pfispivajicich ke Spat-
nému preziti a resekce jako takové pro
né nepfedstavuje klinicky benefit [4].
V dusledku toho tito pacienti nedosa-
huji pfinosu pro preZiti ve srovnani s pa-
cienty v pokrocilych stadiich nemoci,
ktefi jsou IéCeni pouze systémovou che-
moterapii. Proto je velmi zadouci vy-
vinout biomarkery, které by umoznily
pomoci predoperacniho vysetieni iden-

tifikovat pacienty, ktefi nebudou ziska-
vat zjevny klinicky benefit z radikalni
resekce, a usetfit je zatézujiciho chirur-
gického vykonu. MikroRNA (miRNA) jsou
molekuly o délce pfiblizné 18-25 nuk-
leotidU, které pUsobi jako regulatory ge-
nové exprese na posttranskripéni Urovni
a umoznuji regulaci > 50 % vsech kéduji-
cich gent [5,6]. MiRNA byly spojeny s ini-
ciaci, progresi a promoci PDAC [7].Vzhle-
dem k tomu, Ze hladiny miRNA mohou
reflektovat pfitomnost fady patologic-
kych procest v¢. PDAC a jsou pfitomny
v télnich tekutinach [8], jako je krevni
plazma, predstavuji tyto molekuly po-
tencidlné velice slibné biomarkery také
ve vyzkumu PDAC.

Material a metody

Studie byla schvélena Etickou komisi Fa-
kultni nemocnice Brno. Pacienti byli za-
fazeni do studie po podpisu informo-
vaného souhlasu a pfedoperacné jim
byl odebran vzorek 5ml periferni krve,
ktery byl pouzit pro pfipravu krevni
plazmy. Pro Gcely této studie byla na-
sledné pouzita takto ziskana krevni
plazma od celkem 24 pacientl s histo-
logicky potvrzenym PDAC, ktefi pod-
stoupili chirurgickou resekci. Na zékladé
doby pfreziti byli pacienti rozdéleni do
dvou prognostickych skupin - 12 pa-
cientll s PDAC se Spatnou progndézou
(median celkového preziti 10 mésica),
12 pacient s PDAC s dobrou progné-

zou (median celkového preziti 25 mé-
sict). Celkova RNA obohacend o kratké
RNA byla extrahovéna z 200 pl krevni
plazmy a déle pouzita k pfipravé sekve-
nacnich knihoven pro sekvenovani krat-
kych RNA. Smés knihoven obsahujicich
ekvimolarni mnozstvi kazdé knihovny
byla sekvenovéna s pouzitim sekvena-
toru NextSeq 500 (lllumina). Hodnoty
exprese miRNA byly ziskany nastrojem
Chimira. Ziskané sekvence byly mapo-
vany proti miRBase, umoziujicim az
dva nesoulady v sekvenci. Dalsi ana-
lyzy byly provedeny s pouzitim balikl
R/Bioconductor. MiRNA s < 20 ready
byly vynechany z analyzy. Pocty readd
byly pfedem normalizovany pridanim
normaliza¢nich faktor( v rdmci balicku
edgeR a DESeq2 a dale mezi vzorky
normalizované funkci voom v bali¢ku
LIMMA. Po stanoveni hladin normali-
zované exprese byly miRNA porovnény
mezi PDAC pacienty se $patnou pro-
gnoézou a PDAC pacienty s dobrou pro-
gndézou a testovany pomoci linedrniho
regresniho modelu. Ziskané hodnoty
p byly adjustovény korekci na mno-
hocetné testovani hypotéz metodou
Benjamini-Hochberg.

Vysledky

V analyzovanych vzorcich bylo identifi-
kovano celkem 1 626 rdznych miRNA;
635 miRNA mélo > 20 ¢teni na jeden vzo-
rek a bylo zahrnuto do nasledné analyzy.
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Z nich bylo identifikovdno 61 miRNA,
které mély vyznamné odlisné plazma-
tické hladiny mezi dvéma prognostic-
kymi skupinami (p < 0,005). Z téchto
miRNA bylo zjisténo, ze 21 vykazuje vy-
znamné vy33i hladiny v plazmé pacient(i
se $patnou prognoézou a 40 miRNA maiji
nizsi hladinu ve srovnéni's témi s dobrou
prognézou.

Diskuze a zavér

Radikélni resekce nddoru zdstava jedi-
nou lé¢bou, kterd nabizi $ancina dlouho-
dobé preziti pacientl s PDAC. Vzhledem
k vysoké morbidité spojené s radikal-
nimi chirurgickymi vykony PDAC je v3ak
prioritou identifikovat nové prognos-
tické markery, které mohou byt pfedo-
peracné pouzity k identifikaci pacientd,
u nichz je nepravdépodobné, Zze budou
mit klinicky benefit z chirurgické re-

sekce. Pokroky v transla¢nim onkologic-
kém vyzkumu rozsifily spektrum novych
biomarker( pochazejicich z krve, jako
jsou miRNA, které maji velky potencial
stdt se novym ndstrojem pro prognos-
tikaci pacientd s PDAC nezavisle nebo
v kombinaci s néstroji, které jsou v sou-
¢asnosti k dispozici. Vysledky uvedené
v této pilotni studii potvrdily, Ze sekve-
novani nové generace je velice vhod-
nou technologii pro screening poten-
cidlnich miRNA biomarkerl, které by
mohly byt pouzity pro dalsi klinické tes-
tovani. Soucasné tato studie odhalila
rozdily v preoperacnich plazmatickych
hladindch miRNA mezi pacienty s PDAC
majicimi kratsi a delsi celkové prezivani.
Tyto vysledky naznacuji slibny potencidl
plazmatickych miRNA jako mozného na-
stroje pro raciondlni indikaci lé¢by u pa-
cientli s PDAC.
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