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1 TEORETICKY UVOD

1.1 Karcinom pankreatu

Ceskéa republika zaujima piedni misto v incidenci karcinomu pankreatu,
kterd vroce 2012 dosahla 18 ptipadi na 100 000 obyvatel. Zaroven je toto
onemocnéni 3. nejCastéj$i ptfi¢inou umrti na zhoubné nadory. I pfes usilovny
vyzkum, znacné pokroky v diagnostice a 1écbé zhoubnych nemoci, zlstava
prognoza karcinomu pankreatu stale infaustni. Jen u 20 % pfipadd je onemocnéni
zachyceno v ¢asném, operabilnim stadiu, jez je prognosticky pfiznivéjsi. Pacienti
V tomto stadiu nemoci dosahuji Sletého celkového prezivani 31,5 %. Nicméné 80 %

pacientil je diagnostikovano ve stadiu pokrocilé choroby, kdy celkové Sleté preziti

dosahuje pouze 2,7 %.(1)

Makroskopicky se karcinom pankreatu jevi jako Spatné ohranicena Zluto-bila
masa V prostfedi atrofické tkané s fibrozou a dilataci pankreatickych vyvoda.
Mikroskopicky se jedna o skalu dobie diferencovanych karcinomt se zachovalou
duktalni strukturou aZ po nizce diferencované sarkomatosni karcinomy
diagnostikovatelné pouze diky imunohistochemii. 85 % histologickych nélezii tvoti
infiltrujici duktalni adenokarcinom (PDAC), ktery je obecné oznafovan obecnym
terminem karcinom pankreatu.(2) Sklada se jednak z kompartmentu
diferencovaného glanduldrniho epitelu, tak 2z kompartmentu nadorovych
kmenovych bun¢k, které jsou zodpovédné za invazivitu, diseminaci a radio-
chemorezistenci tohoto nddoru. Kromé toho je karcinom pankreatu charakteristicky
desmoplastickym  stromatem, bohatym na  myofibroblasty, lymfocyty
a extracelularni kolagen. Toto hypovaskularizované stroma vytvaii hypoxické
prostiedi, potlatuje imunitni odpoveéd’ a tvoii bariéru proti pruniku cytostatik do

nadorovych bunék.(3)



1.1.1 Etiologie a onkogeneze

Pti¢iny  vzniku karcinomu pankreatu jsou spojovany  jednak
s environmentalnimi riziky, ale rovnéz stadou okupacnich rizik a genetickych
faktor. Mezi environmentalni rizika souvisejici s nezdravym zivotnim stylem se
fadi napt. sedavy zpusob zivota a zvySeny body mass index (BMI), které vedou ke
vzniku karcinomu pankreatu.(4) V fadé epidemiologickych studii byla rovnéz
potvrzena vyznamna souvislost mezi diabetem mellitem a karcinomem pankreatu,
k jehoz karcinogenezi prispiva hyperinsulinémie, hyperglykémie a zvySena hladina
volnych mastnych kyselin.(5) Dal$im nezanedbatelnym rizikovym faktorem je
zvysena konsumpce alkoholu (vice nez 60 ml etanolu/den).(6) Toto zvySené riziko
pravdépodobné souvisi s metabolickymi pochody, které rovnéz vedou ke vzniku
alkohol-asociované chronické pankreatitidy. Na podkladé oxidace etanolu alkohol
dehydrogenéazou a cytochromem P450 E1 vznika fada toxickych metabolitd, jako je
acetaldehyd nebo volné kyslikové radikaly. Tyto metabolity zptsobuji zanétlivé
zmé&ny jak exokrinni, tak endokrinni sloZky pankreatu, s uvolnénim prozanétlivych
mediatort jako jsou cytokiny, NF-xB, COX-2, indukujici chronickou pankreatitidu.
Poskozeni bunéénych organel, genetické mutace a poSkozeni DNA pak ptispiva ke
vzniku karcinomu pankreatu. Stejné¢ tak osobni anamnéza pankreatitidy byla
potvrzena jako vyznamny rizikovy faktor vzniku karcinomu pankreatu.(7) Rovnéz
koufeni vyznamné zvysuje riziko vzniku karcinomu pankreatu, predevsim pokud je
ve spojitosti s pozitivni rodinnou anamnézou karcinomu pankreatu anebo
s anamnézou diabetu mellitu.(8) Pacienti s periodontalni nemoci a ztratou zubi maji
zvySené riziko karcinomu pankreatu, poukazujici na moZnou spojitost s oralnim
mikrobiomem.(9) Nicméné vysledky vyzkumu asociace oralniho mikrobiomu

se zvySenym rizikem vzniku karcinomu pankreatu jsou zatim protichidné.

Z okupacnich rizik pro vznik karcinomu pankreatu jsou v popiedi pfedevsim
expozice chemikaliim a tézkym kovim V pracovnim prostiedi, jako je beta-

naphthylamin, benzidin, pesticidy, asbest, benzen a chlorované uhlovodiky.(10)

Az u 10 % karcinomu pankreatu je popisovana dédi¢na forma nemoci.(11)
Riziko karcinomu pankreatu vzristd hlavné u pozitivni rodinné anamnézy
karcinomu pankreatu ve véku pod 50 let. Geneticky zéklad této predispozice je

vétsinou neznamy. V 80 % piipadu pacientl s pozitivni rodinnou anamnézou neni
1U



identifikovan geneticky podklad, nicméné karcinom pankreatu je spojen s celou
fadou dédi¢cnych syndromt.(12) Jednd se napf. 0 Peutz-Jeghersniv syndrom
zpusobeny zéarodeCnou mutaci STK11l. Tito jedinci maji zvySené riziko nejen
karcinomu pankreatu, ale rovnéz kolorektalniho karcinomu. U Familiarniho
atypického névového syndromu se jedna o zarode¢nou mutaci CDKN2A. Riziko
karcinomu pankreatu je zvySeno 20-47krat oproti bézné populaci.(13) Typicky je
zaCatek nemoci v mladém veéku. Lynchiiv syndrom je nejCastéjsi forma geneticky
podminéného kolorektalniho karcinomu. Jedna se o zarode¢nou mutaci geni DNA
mismatch repair (MMR), a to LH1,MSH2, MSH6, PMS2. Tito pacienti maji zvySené
riziko karcinomu pankreatu 9-11krat.(14) Familiarni pankreatitida je spojena
s mutacemi genti PRSS1, SPINK1 a CFTR. Odhadované riziko vzniku karcinomu
pankreatu je zvySen 26 az 87krat.(15) Nicméné jedna z dominantnich mutaci
identifikovana u pacienti s hereditarnim karcinomem pankreatu je zarodec¢na
mutace genia BRCAL1 a BRCAZ2. Oba dva geny jsou zapojeny do reparacnich procesti
dvojitych zlomi Sroubovice DNA cestou homologni rekombinace. Mutace téchto
genll zplisobuje akumulaci dvojitych zlomit DNA, jez vede ke genomové instabilité
a maligni transformaci. Zarode¢né mutace téchto gent predisponuji ke karcinomu
prsu, ovaridlnimu karcinomu, karcinomu pankreatu, ale rovnéz ke karcinomu
prostaty. U neselektovanych pacientd s karcinomem pankreatu se tato mutace
vyskytuje ve 4-7 %.(16) Pro onemocnéni je typicky zacatek v mlad$im véku.
BRCAL/2 jsou soucasti signalni drahy Fanconiho anémie. Zarode¢né mutace dalSich
gentl této drahy jako napt. PALB2, FANCC a FANCG rovnéz zvysuji riziko vzniku
karcinomu pankreatu.(17)

Onkogeneze karcinomu pankreatu je slozitym a komplexnim procesem,
kterému je vénovan intenzivni vyzkum. Diky rozsahlym genomovym analyzam
bylo identifikovano 32 rekurentnich genti, které jsou soucasti 10 signdlnich drah
aktivovanych u PDAC. Jedna se o signalni drahy KRAS, TGF-, WNT, NOTCH,
ROBO/SLIT, G1/S transici, SWI-SNF, DNA opravy a RNA procesy.(18)

90 % PDAC vykazuje aktivujici bodovou mutaci onkogenu KRAS2 (Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog) na chromosomu 12p, a to hlavné v kodonu 12
a 13. Tato aktivujici mutace vede k nepfetrzité aktivaci signalnich drah, které jsou

dulezité pro iniciaci, rist a diseminaci nadoru. KRAS signalni draha je velmi
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komplexni a dynamickd, spojena s dal$imi efektorovymi drdhami na riznych
urovnich, které jsou dale napfi¢ propojeny a regulovany zpétnymi klickami.(19)
Ctyti hlavni efektorové drahy nachézejici se pod KRAS proteinem (downstream)
uvadéné u PDAC jsou RAF/MAPK, PI3K/PDK1/AKT, RAL guanine nucleotide
exchange factor a RIN1/ABL signalni draha. Aktivace téchto drah zpisobuje

zvysenou proliferaci, pfezivani nadorovych bunék a inhibici apoptdozy.(20-23)

Signalni draha TGF-J je iniciovana aktivaci a uvolnénim TGF-B1. TGF-f1
je aktivovan signaly, které vedou k podpote bunééného rustu a proliferace. TGF-1
se vaze na receptor TGFBRII, ktery se nachdzi na bunééném povrchu. Tento
komplex pak reguluje aktivaci Smad signalni drahy. Dochazi k fosforylaci Smad?2
a 3 proteint, které spoleéné¢ se Smad4 reguluji transkripci. Aktivovany Smad
komplex je translokovan do bunééného jadra, kde se vaze na DNA sekvence, znamé
jako Smad vazebné elementy (SBEs). TGF-f muze byt rovnéz aktivovana
signalnimi drahami PI3K/proteinkinaza B (AKT), JNK/p38, MAPK a Rho
GTPazou. Jedné se o velmi komplexni drédhu, ktera v ptipadé¢ PDAC hraje dvoji
roli. TGF-p ma supresivni roli Vv ¢asnych stadiich karcinogeneze, nicméné
Vv pokroc¢ilém stadiu ziskava pro-onkogenni a pro-metastaticky charakter, kdy
rovnéz dochazi ke zvysené sekreci TGF-B. Dochazi ke stromalni aktivaci a indukci
epitelidlné-mezenchymalni transice (EMT), dale ke zvySené angiogenesi a supresi
protinadorové imunitni odpovédi. Navic je tato draha vyznamné aktivovana
u pankreatickych kmenovych bunék, které jsou charakteristické resistenci

k jakymkoliv modalitdm onkologické 1é¢by.(24)

Whnt/B—katenin signalni draha reguluje bunécnou diferenciaci a proliferaci.
Ve zdravych tkanich je inaktivovana a B-Katenin je degradovan. V cytosolu bunék
je formovan komplex proteinu adenomatézni polypozy tlustého stireva (APC),
axinu, kasein kindzy 1 a glykogen syntéza kinazy 3 (GSK3p). Tento komplex
fosforyluje P-katenin, ktery je tak pfipraven k ubiquitinaci a degradovan
v proteasomu. Pii aktivaci Wnt signalni drahy se Wnt vaZe na Frizzled and low
density lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5) a LRP6 receptory, ¢imz
dochazi k inhibici degradace [B-kateninu, ktery se hromadi v jadru buiky, kde
spole¢né s transkripénimi faktory T-cell factor/lymphoid enhancing factor
(TCF/LEF) zpusobi transkripci cilovych gentt Wnt signalni drahy, jako jsou c-myc
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a cyclin D1, fibronectin, COX 2, kyselina retinoovda, MMP-7. Wnt signalni draha se
fadi k embryonalnim signalnim draham, které jsou nutné pro fadnou organogenezi
béhem vyvoje plodu. Wnt spole¢né s Hedgehog signalni drahou je zapojena do
organogeneze pankreatu. Obé drahy se navzajem reguluji. Aktivace Hedgehog
signalni drdhy mulze zplsobit aberantni aktivaci Wnt u karcinomu pankreatu.
Aktivace, zvysena transkripce [B-Katenin cilovych gend a zvysena lokalizace
B-kateninu v jadie i v cytoplazmé vede ke zvySené bunééné proliferaci a inhibici

apoptozy.(25)

U karcinomu pankreatu je rovnéz aktivovana Hedgehog signélni draha.
Zvysena exprese Sonic hedgehog (SHH), secernovaného hedgehog ligandu, je
ziejma jak v PDAC, kde vede ke zvySené diseminaci nadoru, tak i Vv jeho
prekursorovych 1ézich, jako je intraepitelialni neoplasie. Exprese Hedgehog ligandu
neni detekovatelnd ve zdravé pankreatické tkani. Hedgehog ligandy se vazi na
Patched transmembranovy protein (PTC), ¢imz dochazi k aktivaci proteinu SMO
a transdukci signalu na transkripéni regulatory GLI rodiny. Nékteré prace poukazuji
na propojenost Hedgehog a KRAS signalni drahy u pankreatickych bunécnych linii.
Onkogen KRAS2 inhibuje degradaci GLI transkripénich faktord pies MAPK

signalni drahu a tim dochazi k neustalé aktivaci Hedgehog signalni drahy.(26)

RovnéZz signalni draha NOTCH hraje dulezitou roli v organogenezi
pankreatu. Tato drdha ovliviiuje bunécnou diferenciaci, proliferaci a apoptdzu.
Jedna z charakteristik Notch drahy je indukce lateralni inhibice, kdy jedna buiika je
aktivovana  k diferenciaci, zatimco ostatni sousedici bunky = zistavaji
v nediferencovaném stavu, v zavislosti na jejich ligandech a mikroprostredi. Pfi
interakci ligandu a receptoru dochazi k §tépeni Notch proteinti v transmembranové
doméné a uvolnéni Notch intracelularni domény (Notch-IC). Tato aktivni forma
Notch-IC je translokovana do nukleu a participuje V neoplastické bunécné
transformaci. V pankreatické karcinogenezi Notch signal vede ke zvySené expresi
TGF-a a expanzi nediferencovanych prekursorovych bunék. Notch je rovnéz
aktivovan EGF receptorem a vede ke zménam v bunééné diferenciaci. Clenové
Notch rodiny jsou rovnéz ruzné exprimovany v tkani karcinomu pankreatu
Vv porovnani se zdravou tkani. Jedna se predevsim o zvySenou expresi Notch-3

a Notch-4. Notch-3 byl zvySené zaznamenan v intratumoralnich nervech, coz
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objasniuje, pro¢ je karcinom pankreatu typicky vysokym stupném neuroinvase.

Notch ma rovnéz vliv na zvysenou expresi VEGF a angioinvazi.(27)

Proangiogenni efekt ma také signalni draha SLIT/ROBO. Navic tato draha
podporuje u karcinomu pankreatu diseminaci lymfatickymi cestami. Robo geny
koduji transmembranovy receptor, jehoz ligandem je SLIT protein. Tyto proteiny
jsou exprimovany predevsim v nervové tkani, ale i v dalSich orgadnech. Maji vliv na
bunécnou migraci, proliferaci, adhesi a smrt. ROBO receptor patii k superrodiné
imunoglobulint. Interakce SLIT/ROBO vede napi. aktivaci malych GTPaz jako
jsou ¢lenové rodiny Rho- RhoA, Racl a CDc42, které jsou hlavnimi regulatory
cytoskeletalni remodelace. Dale je aktivovana draha WNT/B-catenin s transkripci
catenin target genti. Naopak dochazi k inhibici signalni drahy AKT-mTOR. Role
této drahy v tumorigenezi je kontroversni. Zastava jak kancerogenni signal, tak
funguje jako tumor supresor inhibici bunééné invaze a migrace napi. u karcinomu

prsu.(28)

G1/S transice je stddiem v bunééném cyklu, kdy buiika ptechdzi z faze G1,
coz je faze rustu do faze S, kdy dochazi k replikaci DNA. Jedna se o kontrolni bod
DNA integrity. Pfi poruchach replikace DNA dochazi v tomto bodu k zastaveni
bunécného cyklu. Béhem transice buitka bud’ ptechazi do klidového stadia GO, nebo
se diferencuje. Probihaji DNA opravy a buika dale proliferuje. Pii poruse regulace
tohoto kontrolniho bodu dochézi k bunééné transformaci v maligni buitku. Béhem
transice Cyklin dependentni kinazy 4 a 6 (CDK 4/6) fosforyluji Rb protein
(retinoblastoma protein) a uvolni transkrip¢ni factor E2F, ktery spousti transici z G1
do S faze. Negativnimi regulatory G1/S transice jsou tumor supresorové geny jako
p53 apl6. Pokud buiika projde transici z G1 do S faze, pak dochazi k jejimu déleni
bez ohledu na dalsi mitogenni faktory. Inhibitor cyclin dependentni kindzy 2A
(CDKNZ2A) je gen ptitomny v mnoha tkanich a bunécnych typech. Tento gen koduje
protein p16, ktery inhibuje CDK4 a CDK6, ¢imz blokuje transici z G1 do S faze.
Dale koduje p14ARF, ktery aktivuje p53. Somatické mutace CDKN2A jsou bézné
u vétsSiny lidskych nadort. Odhaduje se, ze CDKN2A je druhy nejcastéjsi
inaktivovany gen po p53.(29)
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V onkogenezi karcinomu pankreatu hraji dilezitou roli i mechanismy
remodelace chromatinu. Jedna se napf. o SWI/SNF, coz je nukleosom remodelujici
komplex. Tento komplex vykazuje ATP-azovou aktivitu a muize destabilizovat
histon- DNA interakci v rekonstituovaném nukleosomu a regulovat transkripci gent
dilezitych pro bunécnou diferenciaci a rast. SWI/SNF komplex se skladd ze 2
hlavnich podjednotek BRM a BRGI1. Jejich expresi a roli jako tumor

supresorovému genu je vénovan rozsahly vyzkum.(30)

Karcinom pankreatu se vyznacuje mutacemi genu, které jsou soucasti
opravy DNA - DNA damage repair (DDR). Zarode¢né mutace nékterych DDR gent
jako jsou BRCA1L, BRCA 2, PALB 2, ATM, MLH1, MSH2 a MSH 6 jsou spojeny se
zvysenou predispozici k PDAC. Defekt v DDR vede ke genetickym alteracim, které
aktivuji onkogeny a eliminuji tumor supresory. U PDAC je nachdzena spojitost
mezi BRCA 1/2 mutaci, KRAS mutaci a deficience p 53. Dochazi ke genomické
instabilit¢ a potencialni terapeutické resistenci. Pfiblizné¢ 24 % PDAC spliuje
kritéria defektni DDR. Nicméné nadory s mutaci BRCA 1/2 a poruchou homologni
rekombinace jsou zvySen¢ senzitivni k agens poSkozujici DNA, jako jsou alkyla¢ni
latky a platinové derivaty. Novou moznosti v Ié€be téchto nddorti se jevi PARP

inhibitory, blokujici opravu DNA pomoci base excision repair.(31)

V neposledni fadé maji dulezitou roli v onkogenezi PDAC nekodujici
RNA. Jsou to RNA molekuly, které se castni translace, DNA replikace, RNA
splicing a epigenetické regulace. Nejsou translatovany do proteinii. Radi se k nim
transfer RNA (tRNA), ribozomalni RNA (rRNA), small interfering RNA (siRNA),
Piwi interacting RNA (piRNA), microRNA (miRNA), Y-RNA a small Cajal body
specific RNA (scaRNA). Tyto RNA reguluji genovou expresi a DNA replikaci. Je
jich 5 x vice nez kdédujicich RNA. Nekodujici RNA mohou byt transkribovany do
intergenetickych regionti nebo regiont zasahujicich do genii kodujicich proteiny.
Mutace Vv nekodujicich RNA vedou krozvoji neoplazie stejné jako mutace
kodujicich gend.(32)

Rozsahlé expresni analyzy umozZnily nejen novy pohled na karcinogenezi
pankreatu, ale rovnéZ pochopeni karcinomu pankreatu jako heterogenniho

onemocnéni. Na podkladé vyskytu jednotlivych mutaci byly definovany 4
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molekularni subtypy PDAC, které také koreluji s histopatologickou charakteristikou
nadoru. Prvnim molekuldrnim subtypem je squamédzni PDAC, charakteristicky
mutacemi TP53 a KDM6, upregulaci TP63, hypermetylaci pankreatickych
endodermalnich cell-fate genti. Celkoveé se jedna o genetickou sit’, ktera je dulezita
pro zanétlivou odpovéd’, reakci na hypoxii, metabolické pieprogramovani, aktivaci
TGF-p signalni drahy, MYC a autofagii. Vysoka exprese TP63 spolu s mutaci TP
53 podporuje mezenchymalni transformaci nadoru. Kromé¢ toho tento subtyp nadoru
je spojen s downregulaci gent, které fidi pankreatickou endodermalni diferenciaci
(napt. PDX1,MNX1, GATA6,HNF1B), coz vede ke ztrat¢ endodermalni identity
nadoru. Prognéza squamozniho subtypu nadoru je velmi nepfizniva, stejné jako
u histologie squamdzniho karcinomu pankreatu, proto tedy i stejny nazev. Druhym
subtypem je pankreaticky progenitorovy PDAC. Tento subtyp ma pifedevS§im
zvySenou expresi geni, které hraji roli ve vyvoji pankreatu a geny pro
metabolismus nadorové bunky. Z genii dulezitych ve vyvoji pankreatu se jedna
0 transkrip¢ni faktory FOXA2/3, PDX 1 a MNX1. Co se tyka metabolismu nadorové
buiiky, jsou to pfedevsim genetické programy regulujici oXidaci mastnych kyselin,
biosyntézu steroidi, metabolismus 1é¢iv a glykosylaci mucind. Progenitorovy
molekularni subtyp PDAC je charakteristicky co-exprimaci apomucini MUCSAC
a MUCL, které mohou slouzit jako biomarkery tohoto subtypu. Ttetim subtypem je
imunogenni PDAC s upregulaci imunitnich drah Gcastnicich se ziskané imunitni
suprese. V mnohém se podobad progenitorovému subtypu, je vSak spojen se
znanym imunitnim infiltratem. Genova exprese souvisi se signalni drahou B
bunék, bunék presentujicich antigen, CD4 T bunck, CD8 T bunck a Toll like
receptorll. Predominantni expresni profily se vztahuji hlavné na infiltrujici B a T
lymfocyty, jak cytotoxické tak regulujici. Upregulace CTLA4 a PD1 muze byt
potencialnim cilem pro lé¢bu novymi imunomodulatory, které¢ zatim u karcinomu
pankreatu neprokazaly uéinnost. Ctvrtym subtypem je aberantné diferencovany
endokrinni exokrinni nddor (ADEX). Tento subtyp nadoru vykazuje upregulaci
gend, které jsou dilezité v pozdé€jsich stadiich pankreatického vyvoje
a diferenciace. Reguluji KRAS aktivaci, exokrinni (NR5SA2 a RBPJL) a endokrinni
diferenciaci (NEUROD1 a NKX2-2).(18)
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1.1.2 Terapie a prognéza

Jedinym kurativnim ptistupem v 1é€bé PDAC je radikalni resekce. Pacienti
jsou indikovani k radikalni resekci, pokud dle zobrazovacich metod neni potvrzena
ptfitomnost vzddlenych metastdz, nedochazi k Sifeni tumoru do truncus coeliacus
a neni postizena arteria mesenterica superior. Zakladni radikalni operaci karcinomu
hlavy pankreatu je hemipankreatoduodenektomie odvozend od operace podle
Whipple-Kausche, pylorus zachovavajici varianta pak podle Traverso-Longmire.
Operacné je resekovan pravy oddil pankreatu s duodenem a kratkym oralnim
usekem jejuna, zlu¢nikem a ductus choledochus pfti zachovani téla a ocasu slinivky,
v ptipadé¢ Whippleovy operace i antrum Zaludku. Soucasti vykonu je odpovidajici
lymfadenektomie a nové i resekce mesopankreatu (tukovd tkdn s lymfatiky
a nervovymi pletenémi kolem arteria mesenterica superior a truncus celiacus).
Dalsi moznosti operacniho vykonu je v pfipadé centralni lokalizace, difuzniho ¢i
multilokularniho tumoru totalni pankreatektomie s lymfadenektomii. Tento vykon
je ovSem zatizen okamzitym vznikem diabetu mellitu pfi kompletni endokrinni
a exokrinni insuficienci. U tumori v levé Casti pankreatu je mozno provést distalni
pankreatektomii se splenektomii a lymfadenektomii. Operacni mortalita karcinomu
pankreatu se pohybuje mezi 1-16 %.(33) Operacni 1é¢bu v§ak podstupuje jen kolem
20 % nemocnych vzhledem kpozdni diagnostice a celkovému stavu

nemocnych.(34)

Pooperacné je indikovana adjuvantni chemoterapie na bazi nukleosidovych
analog, jako je gemcitabin a 5-fluorouracil v monoterapii. Adjuvantni chemoterapie
prodluzuje median celkového pieziti pacientd o nékolik mésict.(35) Postaveni
radioterapie Vv adjuvantni 1é€bé neni zcela jednoznacné. Vysledky studii
s adjuvantni radioterapii jsou protichidné. Nicméné ve studiich byly hodnoceny jak
rizné techniky provadéné radioterapie, tak celkové loziskové davky, které v fade
studii nedosahovaly dostatecné intenzity. V soucasné dob& se upfednostiuje
adjuvantni radioterapie pfedev§im u nadorl s mikroskopicky pozitivnimi

resekénimi okraji.(36)

Neoadjuvantni 1écba je poddvana v radmci potencialné resekabilniho
onemocnéni s cilem zvySeni pravdépodobnosti dosazeni RO resekce, to je

negativnich resekénich okraji. Jednotlivé chemoterapeutické rezimy s nebo bez
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kombinace s radioterapii jsou nyni pfedmétem probihajicich klinickych studii.
Standardni neoadjuvantni rezim dosud nebyl stanoven. Nicméné i pifes tuto
radikalni onkologickou terapii se u vétSiny pacientll rozvine recidiva nemoci do 2
let.(37) Navic 80 % pacientll piichazi ve stadiu inoperabilni nebo metastatické
nemoci, vyzadujici systémovou terapii, jejiz moznosti jsou zatim velmi

omezené.(38)

Zakladem systémové 1é¢by jsou opét nukleosidova analoga podavana bud’
v monoterapii nebo v kombinacnich rezimech. Gemcitabin v prvni linii paliativni
terapie metastatického PDAC prodlouzil celkové ptezivani pacienti o 3 mésice
oproti placebu, a dosahl medianu celkového piezivani 6 mésict.(39) Zvyseni
ucinnosti lécby prvni linie pfinesl az kombinovany rezim FOLFIRINOX
(oxaliplatina, irinotekan, a 5-fluorouracil). Nicméné¢ median celkového preziti
pacientll s inoperabilnim, ¢i metastatickym karcinomem pankreatu dosahuje stale

pouze 11 mésicli za cenu podstatného navyseni toxicity.(40)

FOLFIRINOX je spojen predevsim s cetnéj$i hematologickou toxicitou
grade 3 a 4, vCetn¢ febrilni neutropenie, s diareou a periferni senzorickou
neuropatii. Vzhledem k toxicité je proto povazovan predevsim za reZim vhodny pro
mlad$i pacienty, v dobrém vykonnostnim stavu (ECOG 0-1), bez vaznégjSich
komorbidit a s fyziologickou hladinou bilirubinu. Druhym kombina¢nim reZimem,
ktery pfinasi zvySeni Ui€innosti paliativni terapie prvni linie je kombinace pomérné
nového agens nab-paklitaxelu a gemcitabinu. Nab-paklitaxel je paklitaxel vazany
na nanocastici albuminu. Vazba paklitaxelu na nanocastici albuminu vede
k transcytoze pomoci albumin-specifického receptoru, a tim k vys$$im koncentracim
tohoto cytostatika v nadorové tkani. K vyssi koncentraci cytostatika v nadorové
tkani rovnéz prispiva vazba nab-paklitaxelu na SPARC proteiny (secreted protein
acidic and rich in cysteine), vyskytujici se v mikroprostiedi nadorovych bunék.
Kombinace nab-paklitaxel a gemcitabin vede k prodlouzeni celkového piezivani
pacientt o 1,8 mésice (median OS 8.5 vs. 6,7 mésicii) a zvySuje odpoveéd na 1écbu
ORR (23 % vs. 7 %) oproti monoterapii gemcitabinem. Lécba je dobie tolerovana
a nejcastéj$im typem toxicity grade 3/4 je hematologicka toxicita, predevsim

neutropenie.(41)

18



1.2 Postaveni taxanu v terapii karcinomu pankreatu

1.2.1 Mechanismus ucinku

Taxany patii mezi protinadorova lé¢iva poskozujici funkci mikrotubuld
cytoskeletu jejich zvySenou stabilizaci s ndslednym zastavenim mitézy. Hlavni
slouceniny pouzivané v klinické praxi jsou paklitaxel a docetaxel. Paklitaxel byl
poprvé izolovan z kury tisu Taxus brevifolia v roce 1962. Jeho protinadorova
aktivita byla prokazana v praci autortt Horvitz et al. v roce 1969. O 20 let pozd¢ji
byl syntetizovan z jehli¢i Taxus baccata L analog paklitaxelu — docetaxel, ktery ma
shodnou protinddorovou aktivitu jako paklitaxel, potvrzenou v fadé praci.(42)
Taxany se s vysokou afinitou reversibilné vazou na B podjednotky tubulinu
a podporuji jejich polymerizaci. Vysledny mikrotubulinovy polymer je velmi
stabilni a odolny vi¢i depolymerizaci. Tato inhibice mikrotubulinové dynamiky
zpusobuje poruchy mitotickych funkei jako je napf. tvorba mitotického vieténka
nebo segregace chromosomt, coz vede k mitotickému bloku a zastavé bunécného
cyklu ve fazi G2/M s vyvolanim nasledné apoptdzy. Presny mechanismus taxany
indukované apoptozy jesté nebyl zcela objasnén. Je ziejmé, ze se na ném podili jak
vnéjsi (extrinsicka) signalni draha aktivaci TNFa, tak vnitini (intrinsicka) signalni
draha aktivaci p53. Sty¢nym bodem obou drah je Bcl-2/Bax rheostat. Taxany
stimuluji Raf-1 kindzu, ktera aktivuje RAS protein, coz je centralni komponenta
signalni drahy mitogen aktivované protein kindzy (MAP kinaza). Aktivace Raf-1
kinazy vede k fosforylaci Bcl-2, ktery ztraci antiapoptotickou funkci.(43) Navic
aktivace Raf-1 kinazy zpsobuje akumulaci cyklinového inhibitoru p21, ktery hraje
dilezitou roli v intrinsické draze apoptozy. Existuji rovnéz dukazy poukazujici na
podil dalsich drah indukujicich bunétnou smrt, jako je napf. NFKB/kB signalni
draha, kterd mtze byt aktivovana paklitaxelem. Je zfejmé, Ze ackoliv nebyly zcela
objasnény veskeré detailni mechanismy cytotoxicity taxant, jedna se o velmi

komplexni proces.(44)
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1.2.2 Farmakokinetika

Taxany pouzivané V klinické praxi jsou podavany intravenozné.
Farmakokinetické studie prokazaly vysokou vazebnou kapacitu taxani (vice
nez 90 %) na plasmatické proteiny, vcetné lipoproteinti, alfa-1-glykoproteint
a albuminu.(45) Paklitaxel a docetaxel jsou hydrofobni slou¢eniny, které difunduji
pies bunétnou membranu. Nicméné existuji dikazy o pruniku taxanii do bunky
pomoci  solubilnich  membranovych  transportéri  (SLCs).  SLC21A8
(OATP1B3/SLCO1B3; OMIM: 605495) byl identifikovan jako nejefektivné;si
transportér pro docetaxel a hlavni regulator jeho absorpce v jatrech.(46) SLC22A7
(OAT2; OMIM: 604995) prokazal svou aktivitu v in vitro experimentech jako
hlavni transportér paklitaxelu.(47) Vylucovani taxant z buiiky je regulovano fadou
membranovych transportéru nadrodiny ATP-binding cassette transporters (ABCs),
véetné proteinti spojovanych s mnohoc¢etnou Iékovou rezistenci (MDR1/ABCB1,
MDR3/ABCB4, MRP1/ABCC1, MRP2/ABCC2, MRP7/ABCC10, ABCG2).(48,
49)

Taxany jsou metabolizovany v jatrech cytochromem P450, piedevSim
podrodinami izoenzymi CYP2C8, CYP3A4 a CYP3A.(50) Eliminace taxand
probiha z vEétsi casti exkreci do Zluce. Exkrece moci tvoii jen 5 % celkové
eliminace.(51) Clearance taxanti se pohybuje mezi 87 a 503 ml/min/m?. K
signifikantnimu snizeni clearance taxanti dochazi vékem, zvySenim hladiny alfa-1-
kyselych glykoproteini, zvySenou koncentraci albuminu a zvysenou aktivitou

jaternich enzyml. Clearance taxant je rovnéZ imérna ploSe télesného povrchu.

Synergicky efekt taxanti a jinych cytotoxickych latek je dobfe znam. Jedna
se predevSim o kombinaci taxani a nukleosidovych analog. Paklitaxel inhibuje
cytidin deaminazu, coz je enzym katalyzujici deaminaci gemcitabinu a tim i jeho
degradaci. Podani paklitaxelu v kombinaci s gemcitabinem tedy miize zvySovat
akumulaci gemcitabinu intratumoralné.(52) Navic taxany zvySuji hladinu
tymidinfosforylazy, coz je enzym dulezity pro konverzi kapecitabinu na aktivni
metabolit 5-fluorouracil. Tento synergismus tvofi teoreticky zaklad pro kombinaci
taxanu a nukleosidovych analog v rezimu GTX (gemcitabin, docetaxel,
kapecitabin), jehoz ucinnost byla studovana v 1é€bé PDAC a je detailné popsana

nize.(53)
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1.2.3 Formy taxant

Jelikoz paklitaxel ma velmi omezenou rozpustnost ve vodé¢, byl vyvinut
polyoxyethylenovy ricinovy olej (Cremaphor) k intravendzni aplikaci (Cre-
paclitaxel; Taxol, Bristol-Myers Squibb, New York, NY, USA). Docetaxel
(Taxotere, RP 56976, NSC 62850) je k dispozici jako koncentrat v rozpoustédle
polysorbatu 80, a muze byt kombinovan jak s fyziologickym roztokem, tak s 5%
glukozou. Ob¢ rozpoustédla, polyethylovany ricinovy olej i polysorbat 80,
prispivaji k toxicité¢ ve formé alergickych infusnich reakei pfi aplikaci paklitaxelu
i docetaxelu.(54) Zda se, ze vlivem rozpoustédel muze rovnéz dojit k vytvoreni
micel v plasmatickém kompartmentu pacienta, které obklopi aktivni latku a zméni

tak jeji farmakokinetiku v¢etné protinadorové aktivity.(55)

Z vyse popsanych divodi byly navrzeny nové strategie pro intravenosni
aplikaci taxant, které by vedly ke zmirnéni toxicity a zvyseni jejich protinadorové
aktivity, na podkladé zmén farmakokinetickych vlastnosti taxani. Mezi tyto
strategie fadi vazba taxani na nosice, jako napf. nanocastice albuminu a liposomy,

¢i jejich emulgace.

Paklitaxel vazany na nanocastici albuminu (nab-paklitaxel) miaze byt
jednoduSe fedén prostym fyziologickym roztokem. Nanocastice albumin vazaného
paklitaxelu (nab-paclitaxel; ABI 007 nebo Abraxane®; Celgene Inc, Odenton, MD)
jsou koloidni suspenzi, kterd je pfipravena homogenizaci lidského sérového
albuminu v podobné koncentraci jako je koncentrace albuminu v krvi (3 % — 4 %).
Vyssi Gcinnost této latky je spojena s vyssi koncentraci v tumor6zni tkani, coz je

umoznéno nasledujicimi mechanismy:

1. transcytozou zavislou na albumin-specifickych receptorech,
2. zvysenou perfuzi taxanl do nadorové tkan¢ a jejich retenci v nadorové tkani,
3. vazbou na SPARC proteiny (secreted protein acidic and rich in cysteine) ve

stromatu tumoru.

Nab-paclitaxel se vaze na albumin specifické receptory bunééné membrany, které

podporuji transcytézu nab-paklitaxelu endotelem do intersticidlniho prostoru
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nadorovych bunék. Zde je vazan na SPARC proteiny a dale difunduje do nadorové
bunky.(56)

V polymerickych micelach (Genexol-PM) je paklitaxel obklopen polymery,
které se skladaji z vnitini hydrofobni a vné&jsi hydrofilni ¢asti.(57) V kationtovych
liposomech, Endo-Tag paklitaxel (ET-paklitaxel), je paklitaxel zakotven v pozitivné
nabité¢ liposomdlni membran¢, kterd se preferencné¢ vaze na negativné nabity
endotel nadoru.(58) Zatimco nab-paklitaxel v kombinaci s gemcitabinem se jiz stal
standardem 1écby PDAC, polymerick¢é micely a ET-paklitaxel jsou zatim

pfedmétem probihajicich studii.

1.2.4 Taxany v 1é¢bé PDAC

Taxany prokazuji vysokou ucinnost v 1é¢bé Sirokého spektra typa nadort.
Taxany byly testovany rovnéz v 1é¢bé pacientl s karcinomem pankreatu, a to jak

v monoterapii, tak v kombinacnich rezimech. Ptehled studii uvadi Tabulky ¢. 1 - 4.

Tabulka ¢&. 1: Aktivita paklitaxelu v klinickych studiich

Klinicka studie Design Pacienti | Stadium Populace Rezim ORR (OF]
(rok) (N) nemoci pacientil (%) | (mésice)

Gebbia, 1996 Faze 11 14,00 | I, 1V Prvni linie Paklitaxel 175 mg/m2 kazdé 3 w 0,00 7,20

Whitehead, 1997 | Faze II 39,00 |11, IV | Prvni linie g%kFl“a"el 250 mgm2 kazdé 3w, G- | g9 | 509

Kim, 2008 Féze II 2800 |11V | Gem-refrakterni | FaKlitaxel 175 mg/m2 D1+ 5-FU 10,00 | 7,60
1000 mg /m2 kazdé 4 w

Lam, 2009 Faze Il 19,00 |1 IV | Prvni linie Paklitaxel 90 mg /m2 tydné x Ikazdé 4 | ¢ g | 4 g9
tydny + bryostatin

Oettle, 2000 Retrospekt | 18,00 | IV }i)r‘]';‘eha nebo tfeti | by jitaxel 55-88 mg/m2 tydné 500 | 430

Shukuya, 2010 | Retrospekt | 2300 | 111,V | Gem-refraktemi | DoKXl S0 mg/m2 tidnex3kazde 4190 | 349

Maeda, 2012 Retrospekt | 30,00 | Il IV | Gem-refrakterni \‘jvak“ta"el 80 mg/m2 tydné x 3kazdé4 | 1654 | 679

. S Paklitaxel 175 mg /m2 + CBDCA
Saab, 2014 Faze I1 35,00 i, v Prvni linie AUC 5 kazdé 3 w 21,00

Poznamky: Retrospekt. — retrospektivni, N- pocet pacientli, ORR- objektivni odpoveéd’, OS- celkové

prezivani, CBDCA- karboplatina, Gem-gemcitabin, G-CSF-granulocyte-colony stimulating factor,

AUC-area under curve, w-tyden
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Tabulka ¢. 2: Aktivita nab-paklitaxelu v klinickych studiich

Klinicka studie | Design Pacienti Stadium Populace Rezim ORR 0OS
pacientt
(rok) (N) nemoci (%) (mésice)
von Hoff Nab-paklitaxel 100, 125, 150 mg/m2
2011 ' Faze V1L 67 \Y Prvni linie + gem 1000 mg/m2 tydné x 3 kazdé 46,00 12,20
aw
Nab-paklitaxel 100 mg/m2 D4 + gem
Ko, 2012 Faze 1 15 \Y Prvni linie 750 mg/m2 D4 + cap 750 mg/m2 2x 14,00 7,50
denné D1-7 kazdé 2w
Hosein, 2012 | Fize Il 19 |m v | PDrubdnebo | Nab-paklitaxel 100 mg/m2 tydnex 3 | g g 7,30
tieti linie kazdé 4 w
Nab-paklitaxel 100 mg/m2 +
leukovorin 20 mg /m2+ oxaliplatina
Isacoff, 2012 Faze 1 40 v Prvni linie 75 mg/m2 tydné x 3 4w + kont. 5-FU 50,00 17,00
180mg/m2 D1-D14 + bevacizumab
5mg/kg D1,15
Leichman Nab-paklitaxel 125 mg/m2 +
' Faze Ib 19 11, vV Prvni linie gem1000 mg/m2 3x 4w+ erlotinib 43,00 9,30
2012 M
100 mg denné
. A Nab-paklitaxel 125 mg/m2 + gem
MPACT, 2013 | Faze Il 842 \Y Prvni linie 1000 mg/m? tydné x 3 kazdé 4 w 23,00 8,50
De Jesus- Nab-paklitaxel 125 mg/m2 + gem
Faze II 59 v Prvni linie 1000 mg/m2 tydné x 3 kazdé 4 w + 43,00 10.0
Acosta, 2014 . . "
vismodegib 150 mg denné
Poznamky: N-pocet pacientil, ORR- objektivni odpovéd’, OS-celkové pfezivani, gem-gemcitabin,
cap-kapecitabin, kont-kontinualné, D-den, w-tyden
Tabulka ¢. 3: Aktivita novych forem paklitaxelu v klinickych studiich
Design | Pacienti | Stadium | Populace Rezim ORR (OF]
Klinicka
studie, (rok) (N) pacientil (%) (mé&sice)
_ 144,
Lohr, 2012 | Faze Il | 200 LIV | Firstline | ET-Paklitaxel 11/22/ 44 mg/m2 2xtydné + 4,1/4,6/4,4/2,7
gem 1000 mg/m2 vs. gem
16,14,
Saif, 2010 | Fizell |56 v | Firstling | CPM-paklitaxel 435/300/350 mg/m2 700 | 650
kazdé 3 tydny

Poznamky: N-pocet pacientii, ORR- objektivni odpovéd’, OS-celkové pieZzivani, gem-gemcitabin

Tabulka ¢. 4: Aktivita docetaxelu v klinickych studiich

Klinicka Design | Pacienti Stadium Populace Rezim ORR 0OS
studie (rok) (N) nemoci pacientil (%) (mésice)

fgggw'ak's' Faze 11 33 (v Prvni linie | Docetaxel 100 mg/m2 3w 600 | 850

Rougier, 2000 | Faze I 43 11, 1IvV Prvni linie Docetaxel 100 mg/m2 3w 15,00 7,00

Okada, 1999 | Faze Il 21 11, 1IvV Prvni linie Docetaxel 60 mg/m2 3-4w 0,00 3,90
Docetaxel 80 mg/m2 + liposomalni

Syrigos, 2002 | Faze 11 21 11, 1IvV Prvni linie doxorubicin 30 mg /m2 28,00 10,00
kazdé 3w

Schneider, Féze IT 38 . v Prvni linie Doc%tarxel 35mg/m2 + gem 750 mg/m2 3 27,00 7.00

2003 x kazdé 4 w

. s Docetaxel 85mg/m2 D8 + gemcitabine

Lutz, 2005 Faze 11 49 I, 1IvV Prvni linie 800 mg/m2 D1,D8 kazdé 3 w 19,40 7,40

Lutz, 2005 | Féze Il 47 |V |Prnilinie | DOCetaxel 75 mg/m2 + cisplatina 2350 | 7.0
75 mg/m2 3w
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Cereda, 2008 | Retrosp. 10 |CM | Druhilinie | Docetaxel 30 mg/m2 tydng 0,00 4,00
refrakterni
Matthew, . S Gem 1000 mg/m2 D1D8 + docetaxel 40
2009 Faze 11 57 \Y Prvni linie mg/m?2 DIDS kadé 3 w 12,00 6,40
Gem- Docetaxel 25 mg/m2 tydné, docetaxel 75
Saif, 2010 Retrosp. 17 .| Druha linie mg/m2 3w, docetaxel 35 mg/m2 + gem 6,00 4,00
refrakterni
750 mg/m2 3x4w
Docetaxel 30 mg /m2 D4 D11 + gem 750
Fine, 2012 Faze 11 44 \% Prvni linie mg/m2 D4,11 + cap 750 mg/m2 D1-14 38,00 14,50
kazdé 3w
Docetaxel 50 mg /m2 D1 D15 + cap
Xenidis, 2012 | Faze II 40,00 | 1IN, IV Prvni linie 2250 mg/m2 D1-7 D15-21 , gemcitabin 40,00 9,00
1500 mg/m2 D1,15 kazdé 4w
Docetaxel 25-30mg/m2 D1 D15 + gem
. . s 800 mg/m2 D1 D15 + cap. 1250 mg/m2
Reni, 2012 Faze Il 35,00 | HI, IV Prvni linie D1-28 + Cis DDP 30 mg/m2 D1 D15 57,00 5,80
kazdé 4w
Prvni lini Docetaxel 30 mg /m2 D4 D11 + gem 750
Acosta, 2012 | Retrosp. | 154,00 | I, IV VLIS | 0/m2 DAD11 + cap 750 mg/m2 D1-14 | 11,00 | 11,60
Druha linie " 14
kazdé 3w
Druha linie Docetaxel 30 mg /m2 D4 D11 + gem 750
Dakik, 2012 | Retrosp. 59,00 \Y Tuna mg/m2 D4D11 + cap 750 mg/m2 D1-14 0,00 5,20
Tteti linie Kazdé 3 w

Poznamky: N-pocet pacientl, ORR- objektivni odpoveéd’, OS-celkové piezivani, gem-gemcitabin,
Cap-kapecitabin, kont-kontinualn¢, D-den, w-tyden, Retrosp.-retrospektivni

Paklitaxel v monoterapii byl hodnocen ve studii faze II, do které bylo
zahrnuto 14 chemoterapii nepiedléCenych pacientd s lokalné pokrocilym nebo
metastatickym PDAC. Paklitaxel byl poddvan v davce 175mg/m? kazdé 3 tydny.
Nebyla pozorovana zadna objektivni odpovéd’ (ORR) a median celkového pieziti
(OS) dosahl 7,2 mésict.(59) Vyssi davka paklitaxelu (250mg/m? v 3 tydennim
rezimu) S podporou G-CSF byla testovana v jiné studii faze II, nicméné i pii
dosazeni kompletni remise u jednoho z 39 pacientdi, nedoslo k prodlouzeni medianu
0S.(60) Dle vysledkt téchto studii paklitaxel prokazal jen marginalni efekt
v 1. linii lé¢by PDAC. Eskalace davky vedla pouze k navySeni toxicity, bez

vyznamného ovlivnéni efektivity 1écby.

Uloha paklitaxelu v 1é¢bé gemcitabin-refrakterni nemoci byla studovana v
nékolika retrospektivnich studiich (Tabulka ¢. 1). Oettle et al. hodnotil paklitaxel
(80 mg/m? v tydennim rezimu) ve skupiné 18 pacientli, z nichZz jeden dosahl
kompletni klinické odpovédi. Median OS doséhl 4.3 mésice a toxicita byla i ptes
predchozi 1écbu gemcitabinem nizka.(61) Shukuya et al. hodnotil U¢innost tydné
podavaného paklitaxelu ve skupiné 23 pacienti s malignim ascitem. U Zzadného
Z pacientll nebyla zaznamenana objektivni odpoveéd’ na 1é¢bu, nicméné median OS
dosahl 3,4 mésice. Osm pacientli vykazovalo stabilizaci choroby a sedm pacientd

snizenou tvorbu maligniho ascitu.(62) Jedina studie prokazujici mirné prodlouzeni
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OS s medianem 6,7 mésice a S ORR 10 % (3/30) je studie autord Maeda et al., ktera
hodnotila tydné podavany paklitaxel 80 mg/m? u chemoterapii ptedlécenych
pacient(.(63) Tyto studie vSak neprokazaly dostate¢nou ucinnost monoterapie

paklitaxelem v 1é¢bé pokrocilého PDAC.

Kombinace paklitaxelu s 5-fluorouracilem byla testovana studii autord
Kim et al. Paklitaxel byl podavan v davce 175 mg/m? jednou za 4 tydny
v kombinaci s 5-fluorouracilem v davce 1000 mg/m? podavanym v den 1, 2 a 3
u gemcitabin-refrakterni choroby. Dva z 28 pacientt dosahli parcialni odpovédi
(PR) s medidnem OS 7,6 mésici. Vazna toxicita grade 3/4 byla predevsim
hematologicka, vc&etné neutropeniec u Sesti pacienti (21,4 %), anémie
a trombocytopenie u jednoho pacienta (3,6 %). Jeden pacient trpél neuropatii grade
4 (3,5 %). (64)Paklitaxel v kombinaci s jinymi cytotoxickymi latkami vykazuje tedy

urcitou ucinnost u gemcitabin-refrakterni choroby pfi akceptovatelné toxicite.

Docetaxel prokazal slibnou protinadorovou aktivitu v preklinickych
modelech a byl dale testovan jako monoterapie cestou klinickych studii faze II
u nepiedlécenych pacienti s PDAC (Tabulka ¢.4). Povzbudivé vysledky piinesla
predeviim vyssi davka docetaxelu (100 mg /m?). ORR dle RECIST kritérii
dosahovala 6 az 15 % a celkové pieziti pacientli 7-8,5 mésice.(65, 66) Na vysledky
nutno pohlizet s obezietnosti, nebot’ se jednalo o malé soubory pacientd, které
zahrnovaly jak lokalné pokrocily PDAC tak i metastatickou formu nemoci. Nizsi
davky docetaxelu (60 mg/m?) neprokazaly zadnou widinnost. Je zfejmé, Ze intensita
davkovani docetaxelu hraje dulezitou roli.(67) Kombinace docetaxelu a jinych
cytostatik byla rovnéz testovana v nekolika klinickych studiich. Existuje nékolik
diukazi o synergismu docetaxelu, kapecitabinu, 5-fluorouracilu, gemcitabinu
a cisplatiny. Jednoramenna studie faze Il testovala kombinaci docetaxelu,
gemcitabinu a kapecitabinu (GTX rezim) v prvni linii 1é¢by metastatického PDAC.
Vysledky této studie byly velmi povzbudivé s ORR 38% a medianem OS 14,5
mésice.(68) Tato 1écba byla doprovazena piedevSsim hematologickou toxicitou-
neutropenii grade 3/4 u 29 % pacientd. Podobné vysledky publikovali autofi
Xenidis et. al ve studii faze 1l u rezimu GTX podavaného ve Ctyitydennich cyklech
u 40 pacientu s lokalné pokro¢ilym nebo metastatickym PDAC. ORR dosahovala
40 % a median OS 9 mésict.(69) Dvé retrospektivni studie rezimu GTX
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u chemoterapii neptedlééenych pacienti stejné jako u pacienti s ptredchozi
onkologickou systémovou lécbou potvrzuji vysledky predeslych prospektivnich
studii. Median OS se pohybuje mezi 5,2 a 11,6 mésici.(70, 71) Piidani cisplatiny
k rezimu GTX sice zvySuje ORR na 57 %, nicmén¢ nepiinasi prodlouZzeni medianu
OS, ktery dosahuje pouze 5,8 mésice. Tento kombinacni rezim je doprovazen

podstatné vyssi toxicitou, jak doklada prace autortt Remi et al.(72)

Kombinace paklitaxelu a docetaxelu s nukleosidovymi analogy se na
podkladé vySe uvedenych praci sice jevi jako u¢inna a vhodna volba pro pacienty
s PDAC, nicméné tyto kombinace nebyly nikdy testovany v randomizovanych
klinickych studiich faze III. Kombinace taxant a platinovych derivatl, jenz je
vyuzivana v 1é¢bé mnoha typi solidnich nadorii, prokédzala v 1écbé PDAC velmi
protichidné vysledky. Studie faze Il hodnotila aktivitu kombinace docetaxelu
a cisplatiny, kterd sice dosdhla ORR 23 %, ale neprodlouzila medidan OS pfi
srovnani s kombinaci docetaxel a gemcitabin.(73) Navic tato kombinace vykazuje
vys$§i hematologickou toxicitu. Z tohoto pohledu jsou vsak zajimavé vysledky
klinické studie faze II testujici onkolyticky virus Reolysin v kombinaci
s paklitaxelem (175mg/m?) a karboplatinou (5mg/AUC) proti kombinaci
paklitaxelu a karboplatiny. Tato studie neprokazala G¢innost Reolysinu v 1é¢bé
PDAC, ale na druhé strané¢ piekvapivé poukazala na ucéinnost kombinace
paklitaxelu a karboplatiny u kontrolni skupiny, v které ORR dosahla 21 % a PFS
5,1 meésice.(74) Tyto vysledky jsou srovnatelné s kombinaci nab-paklitaxelu

a gemcitabinu, ktera je standardem 1écby prvni linie metastatického PDAC.

Ptfidani nového agens nab-paklitaxelu ke gemcitabinu v prvni linii 1é¢by
metastatického PDAC pfineslo signifikantni zlepSeni pfezivani pacientli. Vyse
maximalni tolerované davky nab-paklitaxelu 125 mg/m? v kombinaci s gemcitabinem
1000 mg/? podavana v den 1,8,15 kazdych 28 dni byla stanovena ve studiich faze
I/11.(75) Tato davka prokazala vyznamnou protinadorovou aktivitu a byla nasledné
testovana v randomizované studii faze Il (MPACT). Kombinace nab-paklitaxelu
a gemcitabinu statisticky vyznamné prodlouzila median OS (8,5 vs. 6,7 mésict)
a zvysila ORR (23 % vs. 7 %) oproti monoterapii gemcitabinem u nepiedlécenych
pacientll s lokaln¢ pokrocilym nebo metastatickym PDAC. Nejcastéjsi zavazna
toxicita této kombinace (grade 3/4) se tykala neutropenie (38 % vs. 27 %)
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a periferni neuropatie (17 % vs. 1 %).(41) Na podklad¢ vysledki této studie se stala
kombinace nab-paklitaxelu a gemcitabinu novym standardem 1é¢by prvni linie
paliativni chemoterapie lokaln¢ pokrocilého a metastatického PDAC. Dalsi pokusy
o zvySeni uc¢innosti této 1écby pomoci kombinace nab-paklitaxelu s dalSimi
protinadorovymi 1éCivy véetné kapecitabinu, desulfovaného heparinu, vismodegibu
a bevacizumabu pfinesly pouze zklamani (Tabulka ¢. 2).(76-78) lIsacoff et al.
hodnotil kombinaci nab-paklitaxelu, ktery byl podavan formou nizkodavkované
kontinualni chemoterapie a anti-VEGF terapie v oteviené studii faze Il. Celkem 40
pacienti bylo 1é¢eno kombinaci kontinualniho 5-fluorouracilu, leucovorinu,
oxaliplatiny, nab-paklitaxelu a bevacizumabu. Tato kombinace dosahla medianu OS
vice nez 17 mésich a ORR 50 %, nicméné piiblizn€¢ polovina pacientii (18/40)
musela 1é¢bu prerusit pro zavaznou toxicitu.(79) Pfidani dalSich cytotoxickych latek
nebo cilené terapie ke kombinaci gemcitabinu a nab-paklitaxelu nezvysuje G¢innost

1é¢by, ale jen navySuje toxicitu u pacientt trpicich PDAC.

Polymerické micely a paklitaxel ve formé kationtovych liposomt byl
rovnéz testovan v nékterych klinickych studiich (Tabulka ¢. 3). Polymerické micely
paklitaxelu v monoterapii prokazaly stejnou uCinnost jako monoterapie
gemcitabinem u lokalné pokrocilého PDAC ve studii faze 11.(80) Kombinacni
rezimy polymerickych micel paklitaxelu jsou zatim pfedmétem probihajicich

klinickych studii. (ClinicalTrials.gov NCT00882973).

Kombinace kationtovych liposomti ET-paklitaxelu a gemcitabinu
prodlouzila median OS z 6,8 mésicti na 9,3 mésict a zvysila ORR z 15 % na 33 % v
porovnani s monoterapii gemcitabinem v randomizované studii faze |1, v které bylo
zafazeno celkem 212 pacienti s metastatickym nebo lokdlné pokrocilym
PDAC.(81) Pro dalsi testovani formy liposomalniho ET-paklitaxelu je planovana

studie faze IlI.
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1.2.5 Mechanismus chemoresistence nadorovych bunék PDAC k 1é¢bé
taxany

Jeden z hlavnich limitujicich faktori ucinnosti chemoterapie v 1é¢bé
PDAC je pfitomnost mnohocetné lékové resistence (MDR). MDR je komplexni
mechanismus, na némz se podili fada faktorti. Tyto faktory se tykaji predev$im
I¢kove specifického transportu a biotransformace.(82) MDR je rovnéz ovlivnén
resistenci tumorovych bunék Kapoptéze i jejich komplexni propojenosti
s extracelularnim prostfedim a stromatem tumoru.(83) Co se tyCe resistence
nadorovych bunék k 1écb¢ taxany, byly popsany celkem tii hlavni mechanismy,
které se na ni podili. Prvni mechanismus zahrnuje 1ékové transportéry a molekuly
spojené s Dbiotransformaci taxani. Druhy mechanismus se tyka odchylek
v konformaci tubulinu a jeho dynamiky. Tieti mechanismus je spojen s proteiny

a signalnimi drdhami, které jsou kli¢ové pro prubéh apoptdzy.

Co se ty€e prvniho mechanismu resistence, jedné se pfedevsim o zvySenou
expresi transportért, které exportuji 1éky z nadorovych bungk, a snizenou expresi
transportéru, které se podileji na transportu 1ékti do nadorové bunky. Eflux taxant
(vypumpovani ven z naddorové buiiky) je spojovan s funkci dvou hlavnich ¢lenti
ABCs; ABCB1 a ABCC1 (OMIM: 171050 and 158343).(84) Dalsi ¢lenové ABC,
ktefi jsou uvadéni s efluxem taxant jsou ABCB4, ABCC2, ABCC10 a ABCG2(48,
49, 85, 86). Zatimco vétSina téchto transportérii je zvySené exprimovana u PDAC,
tak k obecné malé 1écebné odpovédi na lécbu taxany u PDAC jsou zodpovédné
predevsim transportéry ABCB4, ABCC1, ABCC10 a ABCG2.(87) Exprese jednoho
z klicovych transportért, ktery je zodpovédny za prunik paklitaxelu do bunék in
vitro ABC22A7 vSak nebyla nalezena jak na mRNA trovni tak na proteinové
urovni u PDAC.(88)

Druhy mechanismus je spojen s konformaci tubulinu. B-podjednotka
tubulinu je vazebnym mistem taxand. Byly publikovany mnohocetné bodové
mutace, zmény v expresi tubulinovych isomer a post-translacni modifikace
tubulinu, které ovliviuji sensitivitu k 1écbé taxany. PBIII-tubulinje zvySené
exprimovan ve tkanich PDAC.(89) Navic potlaceni exprese BIII-tubulinu snizuje

bunéény rust a tumorigenni potencial PDAC, dale zpomaluje rdst nadoru
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a diseminaci nadoru in vivo.(90) ZvySena exprese isoform PIII-tubulinu je

nachdzena rovné€z u bunécnych linii rezistentnich na paklitaxel.(91)

Tretim mechanismem je indukce apoptozy. Jakékoliv zmény v expresi
proteint, které maji ulohu v kontrole bunécného cyklu nebo apoptozy, mohou
ovlivilovat sensitivitu k taxanim. Jednim z hlavnich mechanisml apoptozy
indukované taxany je fosforylace Bcl-2, proto jakékoliv zmény v expresi ¢lenti Bcl-
2 rodiny maji vliv na senszitivitu k taxanim. Kaspazy jsou esencialni enzymy
apoptotické drahy. Iniciace kaskadové reakce je regulovana proteiny, které se
nazyvaji inhibitory apoptotickych proteinti (IAPS), mezi které se tadi survivin. Je
uvadéno, Ze survivin lokalizovdn u mitotického aparatu piisobi proti taxany
indukované apoptoze. Vysoké hladiny survivinu byly nalezeny u pokrocilého
ovarialniho  karcinomu, resistentniho na terapii kombinaci paklitaxel
a karboplatina.(92) Survivin jako inhibitor apoptézy je zvySené exprimovan
u PDAC a jeho exprese, v tumorové tkani stejné jako v séru, je spojena se Spatnou

prognozou.(93, 94)

Navic existuje fada dalSich faktord, které maji vliv na rozvoj MDR, jako
napf. tumorové stroma a jeho vliv na chemoresistenci, nebo mutace klicovych gent
pro prubéh karcinogeneze. PDAC je charakteristicky denznim desmoplastickym
stromatem, které mtze byt pricinou selhani terapeutickych strategii zaméfenych na
nadorové bunky. Interakce mezi tumorovymi buiikami a okolniho desmoplastickym
stromatem jsou velmi komplexni. Stelatové bunky sekretuji fadu faktorti, jako napf.
PDGF, stromal-derived faktor 1, epidermalni rastovy faktor, insulin-like rstovy
faktor 1, rastovy faktor fibroblastt, matrix metaloproteinazy, malé proteoglykany
bohaté na leucin, kolagen typu | a periostin, které maji vliv na rast tumoru, jeho

invazi a diseminaci, ale rovnéz na jeho chemoresistenci.(95)

Genovy expresni profil PDAC, jak jiz zminéno, odpovidda omezené
sensitivit¢ PDAC k 1écbé taxany a chemoterapeutiky vibec. Nicméné vyjimku
tvofi PDAC nesouci BRCA mutaci. BRCA mutace je prediktivnim biomarkerem
ucinnosti alkylacnich latek, platinovych derivath a PARP inhibitorG napfic
jednotlivymi typy nadort.(96) U karcinomu pankreatu se BRCA mutace vyskytuje
piiblizné u 6 % piipadd.(97) Nicméné na systému opravy DNA se podili az 84
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gend. Mutace jednoho z nich podporuje podobné chovani nadoru jako pii mutaci
genu BRCA, hovotime tedy o tkzv. BRCA-ness. BRCA-ness u PDAC se vysyktuje
az u 17 % ptipadu, tvofi tak zajimavy prediktivni marker.(98) Kombinaéni rezim
paklitaxel + karboplatina, jehoz zvySena Géinnost je popisovdna v 1é¢bé jinych
BRCA mutovanych nadorti jako je napi. karcinomu prsu nebo karcinom ovaria,

tvoii tak novou moznost 1écby pro BRCA mutované PDAC.

Zaveérem lze tedy fici, Ze 1 pres Cetné pokroky v 1é€bé metastatického
PDAC =zGstava jeho prognéza stale velmi nepfizniva. Testovani ruznych
cytostatickych rezimi pfineslo vétSinou zklamani. Hlavni pfekazku v kombinované

1€¢bé tvoii jeji toxicita a 1ékova resistence PDAC.

Taxany jsou Siroce pouzivana cytostatika napii¢ riznymi typy nadord,
véetné ovaridlniho karcinomu, karcinomu prsu a plic. Uinnost 1é&by taxany
u PDAC v kombinovaném reZzimu s nukleosidovymi analogy nebo platinovymi
derivaty vyjadiena v ORR se pohybuje od 20-57 %. Tato lé¢ba rovnéz zlepsuje
celkové piezivani téchto pacientil. I bézné pouzivany kombinovany rezim paklitaxel
a karboplatina prokazal aktivitu u PDAC. Jeho ucinnost je srovnatelnad se
standardnimi rezimy prvni linie metastatického PDAC. Navic jeho nizka toxicita jej
¢ini potencidlnim vhodnym reZimem do dalSich linii 1é€by metastatického PDAC,
kde moznosti 1écby jsou zatim velmi omezené. Tato lécba muze byt dale
individualizovana dle pfitomnosti BRCA mutace a biomarkerd spojenych

s resistenci k taxanim tak, aby jednotlivy pacient z této 1é€by, co nejvice profitoval.

1.3 Prognostické a prediktivni biomarkery karcinomu pankreatu

Prediktivnim a prognostickym markerim karcinomu pankreatu je vénovan
intenzivni vyzkum. V literatufe je zminovano asi 2000 markerd, které jsou
predmétem vyzkumu. Prognostické markery koreluji s délkou preziti pacienti bez
ohledu na podévanou terapii a urCuji tak rizikové pacienty s agresivni biologii
nadoru. Prediktivni markery naopak Koreluji slécebnou odpoveédi a umoziuji
identifikaci pacientli s vyssi pravdépodobnou odpovédi na danou 1écbu. Jednotlivé
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markery lze dale délit na morfologicke, klinické, biochemické nebo molekularné
genetické. Co se tyka prognostickych markerd PDAC, jsou v klinické praxi
vyuzivany piedev§$im markery morfologické, hodnocené patologem, a markery

biochemické.

Z morfologickych znaki je negativnim prognostickym markerem velikost
primarniho tumoru vétsi nez 2 cm, rozsifeni nadoru do okolnich lymfatickych uzlin,
nizky stupen diferenciace nadoru, lymfovaskularni invaze, perineuralni Sifeni,
invaze do portalniho systému a pfitomnost vzdalenych metastaz.(99-102) Rozsah
nadoru pii inicidlni diagnostice tedy uzce koreluje s prognosou pacientti. U ¢asti
pacientil se inicidln¢ vyskytuje icterus, ktery nasledné vede k casnéjsi diagnostice
karcinomu pankreatu. Inicialni icterus je tedy povazovan za pozitivni prognosticky
marker.(103) Jednim znejvice vyuzivanych biochemickych prognostickych
markerti u PDAC je hladina tumorového markeru CA 19-9. Jedna se o tumorovy
marker ze skupiny glycidovych antigenti. Jeho prognosticka role spociva piedevsim
v hodnoceni jeho hladiny po resekci PDAC. Vysoké hladiny CA 19-9 nad 180 kU/I
pretrvavajici déle nez 3 mésice po resekci jsou prognosticky velmi nepfiznivé.
Vysoké hladiny CA 19-9 rovnéz upozoriiuji na moznost ptitomnosti vzdalenych
metastaz.(104) Dalsi prognostické markery predev§im ze skupiny molekularné
genetické jsou predmétem dalsiho vyzkumu a jejich role v prognoze pacientt

nebyla stanovena.

dulezitym ¢lankem optimalizace 1é¢by a individualizované terapie. V soucasné dobé
neni schvélen k vyuziti v klinické praxi zadny specificky biomarker. Jako
potencialni prediktivni biomarker se jevi mutace geni BRCA1/2. Signalni draha
BRCA1/2 se ucastni reparativnich procesi DNA. Pfi poruse této drahy vznika
vysokd genomova instabilita. Tyto nadory, jak jiZ hodnoceno ve studiich
ovarialniho karcinomu a karcinomu prsu, jsou velmi citlivé k 1é€bé alkylacnimi
latkami a platinovymi derivaty. RovnéZ u PDAC byla prokdzédna odpovéd na
platinové derivaty u BRCA mutovanych nadorii. Nové jsou v 1é€bé PDAC testovany
PARP inhibitory. Jednd se o latky G¢inné u tumorl s poruchou homologni

rekombinace DNA, coz jsou nadory nesouci BRCAL1/2 mutaci. BRCAL1/2 mutace je
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potencialnim prediktivnim biomarkerem pro 1écbu platinovymi derivaty a PARP

inhibitory.(16)

Dalsim potencidlnim biomarkerem je MSI (mikrosatelitova instabilita).
Mikrosatelity jsou kratké opakujici se DNA sekvence, umisténé na riznych mistech
v genomu. Pocet opakujicich se sekvenci je vzdy stejny. O mikrosatelitové
instabilit¢ hovoiime, pokud se u buiky v jedné ¢i ve dvou alelach objevi rtizny
pocet opakujicich se sekvenci. MSI je charakteristickd vysokou muta¢ni nalozi,
kterd vytvaii mnoho tumor specifickych neoantigent. Tyto nddory maji vysoky
stupent tumor infiltrujicich lymfocytt, dale zvySuji expresi mnohych imunitnich
kontrolnich bodl véetné PD-1, PD-L1, CTLA-4. Jsou tedy vhodnymi kandidaty pro
imunoterapii, kterd prokazala vysokou ucinnost v 1é€bé melanomu, renédlniho
karcinomu a karcinomu plic. Anti PD-1 protilatky byly testovany na malém souboru
pacientti i u PDAC s MSI, kde u vSech pacientli doslo k odpovédi na 1é¢bu, coz ¢ini
tento marker potencialni prediktivni marker pro imunoterapii PDAC. Nicméné MSI
se vyskytuje u PDAC pouze ve 2 %, coZ ukazuje na nutnost hleddni dalSich

moznych prediktivnich markeri k optimalizaci 1é¢by pacienti s PDAC.(105)

1.3.1 Membranové transportéry vyznamné pro terapii karcinomu pankreatu

Uginnost systémové 1é¢by je ovlivnéna fadou faktorii. Jednim z vyznamnych
faktort je pfitomnost mnohocetné 1ékové rezistence nadorové tkané€. Podili se na ni
jednak sniZzeny prinik terapeutik do nadorovych bunék (uptake), jejich zvySeny
eflux ven z nadorovych bunck, metabolicka aktivace a deaktivace chemoterapeutik
a Vneposledni fadé rovnéZ mechanismy nadorové bunky zabranujici léky
indukované bunécéné apoptoze. Dalsi dilezitou roli hraje interakce nddorovych
bun¢k a stromatu nadoru, jenZ vede k uvolnéni fady mitogennich faktorti, potlaceni
imunitni odpovédi a hormonalni nerovnovaze. Na podklad¢ téchto zmén dochazi
k ovlivnéni exprese intracelularnich enzymd, nutricnich a environmentalnich

interakci.(82)

Klicovou roli v mnohocetné Iékové resistenci hraji membranové

transportéry. Jednd se o membranové proteiny, které zprosttedkovavaji translokaci
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substratu pies biologické membrany. Riizné druhy transportérii jsou lokalizovany
v cytoplazmatické membrané i v membranach jednotlivych organel. Reguluji ptisun
substrat a zajiStuji homeostdzu. Transportéry jsou specificky orgénové
exprimovany a umoziuji vstup 1 eliminaci riznych endogennich substrata

a xenobiotik.(106)

Dvé hlavni nadrodiny transportéri jsou ATP-binding cassette (ABC)
transportéry a solute carrier (SLC) transportéry. ABC transportéry ziskavaji energii
z ATP hydrolyzy, a podili se pfedevsim na efluxu chemoterapeutik, tedy umozuji
jejich pumpovani ven z bunky. Jeden z nejcastéji studovanych proteind je multidrug
resistence protein 1 (MDR1), rovnéz oznacovan jako P-glykoprotein, nebo ABCB1,

jenz ma Sirokou diversitu substrati. (107)

SLC transportéry jsou primarn¢ zapojeny do uptaku malych molekul. Jedna
se 0 nadrodinu ¢itajici priblizné 300 transmembranovych proteinti. Hlavni
cytotoxické latky, které jsou pouzivany v 1écbé karcinomu pankreatu (gemcitabin a
5-fluorouracil) jsou substratem dvou podrodin SLC, a to SLC28 a SLC29
podrodiny. Tyto podrodiny jsou pfedmétem zajmu rozsahlého vyzkumu, tykajiciho
se mechanismi rezistence PDAC. (108, 109) V soucasnosti bylo popsano 7
nukleosidovych transportéri téchto podrodin. Jednd se o SLC 28A1 (CNTI;
OMIM: 606207), SLC28A2 (CNT2; OMIM: 606208), SLC28A3 (CNT3; OMIM:
608269), SLC 29A1 (ENT1; OMIM 602193), SLC 29A2 (ENT2; OMIM: 602110),
SLC29A3 (ENT3; OMIM: 612373) a SLC29A4 (ENT4; OMIM 609149).(110, 111)
Predev§im  SLC29A1, SLC29A2, SLC28A1 a SLC28A3 prokazaly aktivitu
v transportu  gemcitabinu  vin vitro studiich.(112) Senzitivita PDAC
k nukleosidovym analogiim je ovlivnéna mirou exprese jednotlivych transportéri,
jejich genetickymi alteracemi a genovou regulaci. Co se tykd exprese, PDAC
vykazuje zvySenou expresi SLC29A1, zatimco SLC28A1 je exprimovan pouze
pfechodn¢.(108) Dveé prospektivni randomizované studie faze III rovnéz potvrdili
vztah mezi expresi SLC29AL1 a prodlouzenim celkového pieziti (OS) u pacienti
léCenych gemcitabinem v adjuvantnim podani.(113, 114) Tento vztah vsak nebyl
potvrzen v piipadé pokrocilé ¢i metastatické choroby. Nicméné jednotlivé studie
v ramci metastatického PDAC se lisily jak designem, tak i riznou metodikou

analyzy exprese SLC29A1, coz pravdépodobné vedlo k inkonzistentnim
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vysledkim.(115, 116) Ohledné ostatnich ¢lent této podrodiny SLC a jejich
prediktivniho vyznamu v 1é€bé PDAC mame k dispozici jen velmi omezena data.
Zvysena exprese SLC29A3 mRNA inratumoralné vedla sice K signifikantnimu
prodlouzeni celkového preziti pacientl [éCenych nukleosidovymi analogy, nicméné
bunécné linie s vysokou expresi SLC29A3 a SLC29A4 vykazuji in vitro
chemorezistenci k nukleosidovym analogiim.(88, 117)

Nejen uc¢innost ale i toxicita chemoterapie je ovlivnéna expresi
a genetickymi alteracemi SLC transportéri. Napt. SLC29A1 vykazuje vyssi
transportni kapacitu u nosici G alely v -706G>C SNP oproti nosi¢im CC
genotypu.(118) Rovnéz rozsahla genotyp-fenotypova studie poukazala na spojitost
SNPs SLC29A1 a SLC28A3 s koncentraci gemcitabinu (ICsp) v lymfoblastickych
bunéénych liniich.(119) Tento prediktivni vyznam se zatim nepodafilo potvrdit
v klinickych studiich. Pfi testovani rtznych genetickych polymorfismi v genu
SLC29A1, pouze u jednoho SNP (rs 3778504) byl prokazan vztah k prodlouzeni
doby do progrese nemoci u pacientd lé¢enych chemoterapii na bazi gemcitabinu,
nicméné bez vlivu na celkové preziti pacient.(120) Nékolik praci se rovnéz
zabyvalo SNPs, jenz hraji roli pfi transportu gemcitabinu a jeho metabolismu,
S jejich moznym vlivem na hematologickou toxicitu chemoterapie. 1 kdyz bylo
studovano vice nez 15 SNPs, nebyl identifikovan Zadny z nich jako prediktivni
rizikovy faktor hematologické toxicity. Jednotlivé prace se vSak lisily jak designem,
tak hodnocenim toxicity a predev§im heterogenni skupinou pacientl a riznymi
modalitami 1é¢by.(121, 122) Navic mechanismus vlivu SNP na funkci transportéru
muze rovnéz Souviset sregulaci genové transkripce a jinych posttranskripénich
mechanisml, poukazujici na nutnost komplexniho hodnoceni genetického
a epigenetického pozadi populace pacientii oproti hodnoceni pouze izolované

exprese jednoho proteinu ¢i vyskytu SNP.

Dalsi vyznamnou podrodinou SLC transportért u PDAC je SLC22A. Jedna
se o transportéry, které jsou zapojeny hlavné do transportu rtiznych kationtd, a to
jak exogennich tak i endogennich.(123, 124) Z endogennich substratti se napf.
jedna o neurotransmitery, jako jsou katecholaminy. Z exogennich substratii jsou to
predevsim platinové derivaty. Exprese SLC22A se lisi mezi tkani PDAC a zdravou
pankreatickou tkani. Zatimco SLC22A1 a SLC22A2 jsou v PDAC snizené

34



exprimovany, V piipadé SLC22A3 je jeho exprese v nadorové tkani vyrazné zvysena
oproti nenddorové tkani slinivky bfiSni, stejné jako mnozstvi SLC22A3 mRNA
transkript.(88) Vysoky stupei mRNA transkriptd je silnym prediktorem
prodlouzeni celkového prezivani chemoterapii 1é¢enych pacientli. Dale se ukazuje,
ze geneticka variabilita SLC22A3 je spojena i se zvySenym rizikem vzniku jinych
typti nadort jako napt. kolorektalniho karcinomu a karcinomu prostaty.(125, 126)

2 CILE PRACE

vewr

MV

analog — gemcitabin a 5-fluorouracil patii v sou¢asné dobé mezi $iroce uzivané
preparaty v onkologické 1é¢bé¢, a to zejména u karcinomu pankreatu. Existuji vSak
vyznamné inter-individuélni rozdily ve farmakokinetice a farmakodynamice téchto
preparatl, které mohou vyznamné ovlivnit vysledek terapie u takto lécenych
pacientll. Tyto zmény podle sou€asnych znalosti souvisi mimo jiné€ i1 S genetickym
polymorfismem enzymul metabolizujicich a transportujicich 1é¢iva (127), ¢i zménou
vV expresi membranovych transportérti téchto 16¢iv.(83) Zmény v expresi
transportnich proteinli jsou povaZzovany v soucasnosti za jeden z klicovych faktor
zpisobujicich fenotyp mnohocetné 1ékové rezistence. Vstup nukleosidovych analog
do bunék je zprosttedkovan zejména proteiny rodiny SLC (solute carrier
transporters), naopak jejich eflux (vypumpovani ven z bunécného kompartmentu)

zajist'uji ve velké mife proteiny rodiny ABC (ATP-binding cassette transporters).

V naSich pfedchozich projektech byla zjiSténa fada zajimavych souvislosti,
na které tato prace piimo tématicky navazuje. V nadorovych buikach
adenokarcinomu pankreatu byla zjisténa vysoka exprese mRNA SLC22A3, (88)
stejné jako proteinu (nepublikovand data). SLC22A3 se tedy jevi byt novym
nadorovym markerem tohoto onemocnéni. Jeho exprese rovnéZ souvisela

I s celkovym piezivanim pacientl.(128) Jednim z hlavnich cila této prace je blizsi
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studium ulohy tohoto kandidatniho genu v procesu patogeneze PDAC a Vv ovlivnéni

vysledk terapie.

Jak je zfejmé z teoretického Uvodu, pochopeni heterogenity karcinomu
pankreatu je jednou z cest k zvySeni U¢innosti jeho terapie. V soucasné dobé je
nutnd individualizace léCebného pfistupu, kterd ovSem vyzaduje znalost
prediktivnich a prognostickych biomarkeri této nemoci. Krom obecnych
prognostickych markerit jako je rozsah nadoru, lymfovaskuldrni invaze, Spatna
diferenciace, squamoézni typ nadoru a portdlni infiltrace, které jsou vesmeés
negativnimi prognostickymi markery, jsou Vsoucasnosti znamy jen dva
molekularné genetické prediktivni faktory karcinomu pankreatu. Prvnim
prediktivnim faktorem je BRCA 1/2 mutace, vzhledem Kk moznosti 1écby
platinovymi derivaty a nové i PARP inhibitory. Druhym prediktivnim faktorem je
vysoka mikrosatelitova instabilita (MSI-H), ktera se vyskytuje u PDAC ve 2 %, a je
prediktivnim faktorem pro 1é¢bu novymi druhy Check point inhibitort, jako je napf.

pembrolizumab.

Dalsim cilem nas$i prace bylo detailni studium klicovych drah
karcinogeneze PDAC z hlediska moznych prognostickych a prediktivnich faktort in
vitro a in vivo. In vitro bylo cilem prace porovnani expresnich hladin kli¢ovych
genu signalnich drah PDAC onkogeneze (KRAS a SHH) mezi jednotlivymi
bunéénymi liniemi, liSicimi se jak genetickym profilem, tak 1 biologickym
chovanim, agresivitou a ptezivanim. In vivo bylo cilem nasledné porovnani téchto
expresnich profill mezi nadory nelécenych 1 taxany lécenych xenograftl.
Pochopeni vyznamu téchto signalnich drah pro pribéh PDAC mize otevfit nové
1écebné moznosti pro pacienty. Zaroven byla provedena i studie expresnich profild
téchto signalnich drah, jako potencidlnich prognostickych biomarkeri u pacientt

s PDAC, ktefi podstoupili radikalni chirurgicky vykon.

Nase prace tedy dale rozSifuje hledani jednotlivych prognostickych
a prediktivnich biomarkeri jak v oblasti kli¢ovych drah PDAC onkogeneze jako je
draha onkogenu KRAS a Hedgehog signédlni draha, tak v oblasti membranovych
SLC transportérii, které mohou pfispét k optimalizaci 1éCby této zakeiné nemoci

S nalezenim prognosticky odliSnych skupin s individualizovanou lé¢ebnou strategii.
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3 PACIENTI AMETODY

3.1 Stanoveni expresnich profili hlavnich signalnich drah onkogeneze
karcinomu pankreatu

3.1.1 Pacienti

Béhem let 2008-2012 byly ziskany vzorky parovych tkani nadoru a okolniho
pankretu od 45 pacienti s duktalnim adenokarcinomem pankreatu, ktefi podstoupili
chirurgickou lé€bu ve dvou onkologickych centrech (Institutu klinické

a experimentalni mediciny v Praze a Fakultni nemocnici v Brng).

Vzorky byly ihned po resekci transportovany za sterilnich podminek
z opera¢niho salu na oddéleni patologie Kk dalsimu zpracovani a vySetieni.
Histologicky verifikované parové vzorky tumoru a nenadorové tkané¢ pankreatu
byly zamrazeny v tekutém dusiku a uskladnény v — 80 °C do doby RNA extrakce.
Histologickd diagnéza PDAC byla provedena dle standardni klasifikace
atestovanymi patology. U vSech vzorkll byly ziskdny nasledujici klinické
informace: pohlavi a vék pacientti, datum diagnézy, typ nadort, stav okolni
nenadorové tkané (zdravy pankreas, chronickd pankreatitida apod.), lokalizace,
rozsah a velikost nadorid (stddium dle TNM Kklasifikace), stupent diferenciace
(grade), pfitomnost eventualni angioinvaze, lymfangioinvaze, perineuralni invaze,
pocet postizenych uzlin v okolni tukové tkéni, typ a radikalita resekce, nasledna

onkologicka 1é¢ba a jeji efektivita (PFS a OS).

Vsichni pacienti ve studii byli pozadani, aby si pfecetli a podepsali
informovany souhlas dle pozadavkid etickych komisi Institutu klinické

a experimentalni mediciny Praha a Fakultni nemocnice Brno.
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3.1.2 Bunécné linie a xenografty

Xenografty byly pfipraveny podkozni aplikaci suspenze nize popsanou
bunénou linii dospélym imunodeficientnim nude mySim jedincim na
spolupracujicim pracovisti (dr. Kocik, Institut klinické a experimentalni mediciny -
IKEM). Nadory byly chirurgicky vyjmuty za sterilnich podminek a zmrazeny na -
80°C do doby izolace RNA. RNA byla pfipravena pracovniky Laboratofi
toxikogenomiky Statniho zdravotniho ustavu v Praze dle diive zavedené a popsané

metodiky.(129)

Studie byla schvalena Etickou komisi Institutu klinické a experimentalni
mediciny v Praze. Etické schvaleni experimentl tykajicich se mysi bylo provedeno
Statnim zdravotnim tUstavem V Praze. Mysi byly léCeny experimentalnim SBT
(Stony Brook Taxane) taxanem SBT-1216, ktery byl podavan v davce 10 mg/kg
intraperitonealné jednou za tyden po dobu 2 tydni (2 davky). Den po aplikaci druhé
davky byly mysi zahubeny. SB-T-1216 byl syntetizovan a charakterizovan Prof. I.
Ojimou (State University of New York at Stony Brook, NY, USA;).(130) Samice
atymické nude mysi (nu/nu), véku 4 az 6 tydnu, byly ziskany z Charles River
Laboratories, Diisseldorf, Némecko. Lidska bunéc¢na linie karcinomu Paca-44
(testovana na kontaminaci mykoplasmat), jejiz charakteristika je popsana v Tabulce
¢. 5, byla dodéana z Leibniz Institute DSMZ — Némecka sbirka mikroorganismu a
bunéénych linii, Braunschweig, Némecko, a kultivovana dle protokolu vyrobce.
Tato bunétna linie byla vybrana vzhledem K pfitomnosti mutace GI12V
v genu KRAS, ktera se ¢asto vyskytuje u PDAC pacientid.(131) Tato linie je rovnéz
charakteristickd rychlym homogennim rstem v subkutannich nadorech ve srovnani

s jinymi PDAC bunéénymi liniemi.(132)

V den 0 bylo zvifatim subkutdnné injektovdno 200 pl bunécné suspenze,
ktera obsahovala 5 x 106 bunék v PBS (Phosphate Buffered Saline). Lécba byla
zahajena v dobé, kdy tumor dosahl velikosti ~ 100 mm®. Celkové bylo pfipraveno
12 Paca-44 xenografti. Paca-44 xenografty byly rozdéleny do 2 skupin: (A) SB-T-
1216-1é¢ena skupina (n = 5) a (B) kontrolni skupina (n = 7). Skupin¢ A byly podany
intraperitonealné¢ dvé davky 10 mg SB-T-1216 na kg vahy jednou tydné, to
znamena podani prvni davky v den jedna a podani druhé davky v den sedm.

Skupina B nedostala Zadnou 1écbu. Zvifata byla zabita osmy den po prvni davce.
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Objem tumoru byl méfen kaliperem V tydennich intervalech a vyéislen v mm? za
pouziti standardniho vzorce, (W2 x L)/2, vnémz La W jsou velké a malé rozméry

tumoru v milimetrech.

Tabulka ¢&. 5: Charakteristika bun&éné linie Paca-44

Gen Alterace *
KRAS G12v
TP53 c.526T>A
CDKNZ2A Divoky typ
SMAD4 Divoky typ

Poznamky: *dle Moore et al. 2001

3.1.3 Izolace nukleotidovych kyselin

Vzorky tkani k izolaci RNA byly homogenizovany mechanickou disrupci
v iml Trizolu (Invitrogen, Carlsbad, CA) pomoci pfistroje Precellys (Bertin
Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France) pii rychlosti 6500 15 sec.
Nésledné bylo ptidano 200 pl chloroformu, vzorky kratce zvortexovany a 3 minuty
inkubovany pti pokojové teploté a centifugovany 15 minut pfi 12 000 RPM a 4°C,
kdy doslo k rozdéleni smési na 3 vrstvy. Horni vodna faze obsahujici RNA byla
prepitetovana do ¢isté 1,5 ml zkumavky s isopropanolem v poméru 1:1. Po 10
minutiach inkubace pii pokojové teploté nasledovala centrifugace 15 minut pii 12
000 RPM a 4°C, pfi které vznikla bélava peleta RNA pfi dolnim polu zkumavky.
Vzorky byly promyty v 500 pl 70% etanolu a znovu 5 minut centrifugovany za
stejnych podminek. Poté byl etanol odebran pipetou a peleta vysusena v suchém
bloku pii 60°C (Techne, Staffordshire, UK). Dle velikosti pelety bylo piidano
adekvatni mnozstvi sterilni vody (40-100 pl), aby doslo kjejimu rozpusténi.
Ziskana RNA byla zkontrolovana stran kvality a kvantity pfistrojem Nanodrop 2000
(Life Technologies) a zamrazena pii -80°C.(88, 133) Komplementarni DNA
(cDNA) byla syntetizovana za pouziti 0.5 pg celkové cDNA pomoci RevertAidTM
First Strand cDNA Synthesis Kitu s hexamer primery (MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania).(134) cDNA byla pak preamplifikovana pomoci TagMan PreAmp
Master Mix pro analyzu genové exprese pouzitim TagMan Gene Expression
Assays (Tabulka ¢. 6, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Preamplifikace
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cDNA byla provedena s 5 ul cDNA vyuzitim 14 preamplifika¢nich cykla.

Preamplifika¢ni uniformita cDNA byla zkontrolovdna procedurou doporucenou

vyrobcem (Life Technologies Corp.).

Tabulka €. 6: Pichled pouzitych sond pro stanovované geny Hedgehog a Kras

signalni drahy

Gen Jméno genu (OMIM) Assay ID

ARRB1 BETA ARESTIN 1 (107940) Hs00244533_m1

ARRB2 BETA ARESTIN 2 (107941) Hs01034127_m1

BTRC BETA-TRANSDUCINREPEAT-CONTAINING PROTEIN | Hs01046329_m1
(603482)

CSNK1A1 KASEIN KINAZA I a (600505) Hs01077962_m1

DHH DESERT HEDGEHOG (605423) Hs00368306_m1

GAS1 GROWTHARREST-SPECIFIC 1 (139185) Hs00266715_s1

GLI1 GLIOMA-ASSOCIATEDONCOGENE HOMOLOG Hs01110766_m1
(165220)

GLI2 GLI- KRUPPELFAMILYMEMBER 2 (165230) Hs01119974 m1

GLI3 GLI-KRUPPELFAMILYMEMBER 3 (165240) Hs00609233_m1

GNAI1 GUANIN NUCLEOTIDE-BINDING PROTEIN, a- Hs01053355_m1
INHIBITINGACTIVITY POLYPEPTIDE 1 (139210)

GNAI2 GUANIN NUCLEOTIDE-BINDING PROTEIN, a- Hs01064686_m1
INHIBITINGACTIVITY POLYPEPTIDE 2 (139360)

GNAI3 GUANIN NUCLEOTIDE-BINDING PROTEIN, a- Hs01020866_m1
INHIBITINGACTIVITY POLYPEPTIDE 3 (139370)

GSK3A GLYKOGENSYNTAZYKINAZA 3-0 (606784) Hs00997942_m1

GSK3B GLYKOGENSYNTAZYKINAZA 3-B (605004) Hs00275656_m1

HHAT HEDGEHOGACYLTRANSFERAZA (605743) Hs00911326_m1

HHIP HEDGEHOG-INTERACTING PROTEIN (606178) Hs01011008_m1

IHH INDIANHEDGEHOG (600726) Hs01081801_m1

KCTD11 POTASSIUMCHANNELTETRAMERIZATIONDOMAIN- | Hs00922550 s1
CONTAINING PROTEIN 11 (609848)

KIF3A KINESISFAMILYMEMBER 3A (604683) Hs00199901_m1

KIF7 KINESISFAMILYMEMBER 7 (611254) Hs00419527_m1

LRP2 LOWDENSITY LIPOPROTEIN RECEPTOR-RELATED | Hs00189742_mi1
PROTEIN 2 (600073)

PRKACA PROTEIN KINAZA, cAMP-DEPENDENT, Hs00427274_m1
REGULATORY, CATALYTIC, o (601639)

PRKACB PROTEIN KINAZA, cAMP-DEPENDENT, Hs01086757_m1
REGULATORY, CATALYTIC, B (176892)

PRKACG PROTEIN KINAZA, cAMP-DEPENDENT, Hs01033925_s1
REGULATORY, GAMMA (176893)

PRKAR1A PROTEIN KINAZA, cAMP-DEPENDENT, Hs00267597_m1
REGULATORY, TYPE I, a (188830)

PRKARIB PROTEIN KINAZA, cAMP-DEPENDENT, Hs00406762_m1
REGULATORY, TYPE 1, B (176911)

PRKAR2A PROTEIN KINAZA, cAMP-DEPENDENT, Hs00177760_m1
REGULATORY, TYPE II, a(176910)

PRKAR2B PROTEIN KINAZA, cAMP-DEPENDENT, Hs00176966_m1

REGULATORY, TYPEII, B (176912)
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PTCHL PATCHED, DROSOPHILA, HOMOLOG 1 (601309) Hs00181117_m1
PTCH2 PATCHED, DROSOPHILA, HOMOLOG 2 (603673) Hs01085642_m1
SHH SONICHEDGEHOG (600725) Hs03454385_m1
SMO SMOOTHENED HOMOLOG (601500) Hs01090242_m1
STK36 SERIN/TREONINE PROTIEN KINAZA 36 (607652) Hs01036839_m1
SUFU SUPPRESSOR OF FUSED HOMOLOG (607035) Hs00960524_m1
ELF1* E74-LIKE FAKTOR 1 (189973) HS00152844_m1
EIF2B1* EUCARYOTICTRANSLATIONINITIATION FAKTOR | Hs00426752_m1

2B, SUBUNIT 1 (606686)
MRPL19* MITOCHONDRIALRIBOSOMAL PROTEIN L19 Hs00608519_m1

(611832)
AKT1 V-AKT MURINE THYMOMA VIRAL

ONCOGENE HOMOLOG 1 Hs00178289_m1
AKT?2 V-AKT MURINE THYMOMA VIRAL

ONCOGENE HOMOLOG 2 Hs01086102_m1
ARAF V-RAF MURINE SARCOMA VIRAL

ONCOGENE HOMOLOG 1 Hs00176427 m1
BRAF V-RAF MURINE SARCOMA VIRAL

ONCOGENE HOMOLOG B1 Hs00269944 m1
GRB2 GROWTH FACTOR RECEPTOR-BOUND

PROTEIN 2 Hs00257910_s1
GSK3B GLYCOGEN SYNTHASE KINASE 3-BETA Hs00275656_mL1
KRAS V-KI-RAS2 KIRSTEN RAT SARCOMA VIRAL

ONCOGENE HOMOLOG Hs00364284 g1
MAP2K1 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE

KINASE 1 Hs00983247 g1
MAP2K2 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE

KINASE 2 Hs04194606_gH
MAP2K7 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE

KINASE 7 Hs00178198_m1
MAP3K1 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE

KINASE KINASE 1 Hs00394890_m1
MAP3K2 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE

KINASE KINASE 2 Hs01109981_m1
MAP3K4 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE

KINASE KINASE 4 Hs00245958_m1
MAP3K7 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE

KINASE KINASE 7 Hs01105682_m1
MAPK1 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 1 Hs01046830_mL1
MAPK10 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 10 Hs00373455_mL1
MAPK14 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 14 Hs01051152_m1
MAPK3 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 3 Hs00946872_ml1
MAPK? MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 7 Hs00611114 gl
MAPKS MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 8 Hs00177083_ml1
MAPK9 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 9 Hs00177102_m1
MKNK1 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE-

INTERACTING SERINE/THREONINE KINASE 1 Hs00374376_m1
MKNK2 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE-

INTERACTING SERINE/THREONINE KINASE 2 Hs01046586_g1
MTOR MECHANISTIC TARGET OF RAPAMYCIN Hs00234508_m1
PAK1 p21 PROTEIN-ACTIVATED KINASE 1 Hs00176815_m1
PDPK1 3-PHOSPHOINOSITIDE-DEPENDENT PROTEIN

KINASE 1 Hs00176884 m1
PIK3CA PHOSPHATIDYLINOSITOL 3-KINASE,

CATALYTIC, ALPHA

Hs00907966_m1
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PIK3CG PHOSPHATIDYLINOSITOL 3-KINASE,

CATALYTIC, GAMMA Hs00277090 m1
PLK3 POLO-LIKE KINASE 3 Hs00177725_m1
PRKACA PROTEIN KINASE, CAMP-DEPENDENT,

CATALYTIC, ALPHA Hs00427274_m1
PRKCA PROTEIN KINASE C, ALPHA Hs00925195 m1
PTEN PHOSPHATASE AND TENSIN HOMOLOG Hs02621230 s1
PTK2 PROTEIN-TYROSINE KINASE, CYTOPLASMIC Hs01056457 m1
PTK2B PROTEIN-TYROSINE KINASE 2, BETA Hs01559708_m1
RAC1 RAS-RELATED C3 BOTULINUM TOXIN

SUBSTRATE 1 Hs01025984 m1
RAF1 V-RAF-1 MURINE LEUKEMIA VIRAL

ONCOGENE HOMOLOG 1 Hs00234119 m1
RALA V-RAL SIMIAN LEUKEMIA VIRAL ONCOGENE

HOMOLOG A Hs01564991 g1
RALBP1 RALA-BINDING PROTEIN 1 Hs01034988 g1
RALGDS RAL GUANINE NUCLEOTIDE DISSOCIATION

STIMULATOR Hs00325141 m1
RAPIA RAS-RELATED PROTEIN 1A Hs01092205_g1
RASAL RAS p21 PROTEIN ACTIVATOR 1 Hs00963555_m1
RASA2 RAS p21 PROTEIN ACTIVATOR 2 Hs01003325_m1
RHOA RAS HOMOLOG GENE FAMILY, MEMBER A Hs00357608_m1
RINIL RAS AND RAB INTERACTOR 1 Hs00182870 mL1
RPS6KA2 RIBOSOMAL PROTEIN S6 KINASE, 90-KD, 2 Hs00179731_m1
RPS6KA4 RIBOSOMAL PROTEIN S6 KINASE, 90-KD, 4 Hs00177670 m1
RPS6KA5 RIBOSOMAL PROTEIN S6 KINASE, 90-KD, 5 Hs01046594 m1
SHC1 SHC TRANSFORMING PROTEIN Hs01050699 g1
SOs1 SON OF SEVENLESS, DROSOPHILA,

HOMOLOG 1 Hs00362316_m1
SOS2 SON OF SEVENLESS, DROSOPHILA,

HOMOLOG 2 Hs00412876_g1
SRC V-SRC AVIAN SARCOMA (SCHMIDT-RUPPIN

A-2) VIRAL ONCOGENE Hs01082238 g1
STAT3 SIGNAL TRANSDUCER AND ACTIVATOR OF

TRANSCRIPTION 3 Hs01047580 m1
ELF1' E74-LIKE FACTOR 1 Hs00152844_m1
EIF2B1 EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION Hs00426752_m1

FACTOR 2B, SUBUNIT 1
MRPL19" MITOCHONDRIAL RIBOSOMAL PROTEIN L19 Hs00608519_m1
POP41 PROCESSING OF PRECURSOR 4, S. Hs00198357_ml

CEREVISIAE, HOMOLOG OF

Poznamky: ' Referenéni geny

Pro izolaci DNA byla zmrazena tkan drcena ru¢né za pouziti keramického

tlouc¢ku v predem vychlazené tfeci misce s malym mnozstvim tekutého dusiku. Ke

zhomogenizované tkani bylo ptidano 200 pl sterilni vody, 180 pl lyza¢niho pufru
(0,32 M sacharo6za; 1% Triton; 50 mM MgCI2; 12 mM Tris; pH=7,5), 200 ul pufru
pro proteindzu K (0,375 M NaCl, 0,12 M EDTA; pH=8), 20 ul proteindzy
K (20mg/ml MQ) a 4 pl Rnazy A (100 mg/ml MQ). Poté byla smés umisténa na

rotani extraktor, kde probihala lyzace do nasledujiciho dne. Druhy den bylo
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ke vzorkim ptidano 200 pul 5 M NaCl, 20 ul 10% SDS a vzorky byly umistény na
10 minut na rotani extraktor. Poté bylo pfidano 0,5 ml extrakéni smési
fenol/chloroform (v poméru 1:1) a vzorky byly opét promichavany 15 minut na
rota¢nim extraktoru, a centrifugovany 15 minut p¥i 8000 RPM a 4°C. Vrchni ¢ira
faze obsahujici DNA byla pfenesena do sterilni 2 ml zkumavky s 1 ml 99%
vychlazeného etanolu CSL2, kde se za opatrného promichavani utvotil precipitat
DNA. DNA byla srdzena v mrazicim boxu pii -20°C 30 minut, centrifugovana 5
min. pii 8000 RPM a 4°C s naslednym odstranénim supernatantu. DNA byla
promyta 0,5 ml vychlazeného 70% etanolu a centrifugovdna 5 minut za stejnych
podminek. Po odstranéni supernatantu byla DNA susSena pii pokojové teploté 15-30
minut. VysuSena peleta byla rozpousténa ve 100 - 500 ul sterilni vody a poté byla

zmétena koncentrace ziskané DNA. Vzorky byly uchovavany pii -20°C.

3.1.4 Stanoveni genetickych mutaci

Genovd mutacni analyza KRAS byla provedena za pouziti
KRAS/BRAF/PIK3CA (KBP) Array (EV3799A/B; Randox Laboratories, Crumlin,
UK) spolupracujicim pracovistém Randox Laboratories Ltd, Crumlin, UK. Tato
analyza je zalozena na kombinaci mnohonasobné PCR a biochipové array
hybridizaci za ucelem vysokého rozliseni mezi mnohocetnymi divokymi
a mutovanymi DNA regiony v genech KRAS, BRAF a PIK3CA. Za piedpokladu
dostatecného mnozstvi kopii DNA miize byt snadno detekovano ~ 1 % mutaci
v pozadi divoké genomové DNA. Unikatni primer je navrZen pro kazdy mutacni cil
(a kontrolu). Tento primer hybridizuje s komplementarnim diskrétnim testovacim
regionem na biochipovém array. Kazdy diskrétni testovaci region koresponduje
surCitym mutacnim cilem. Jeden z cil-specifickych primerit Vv kazdém paru
obsahuje Dbiotinovou znacku, ktera piidanim streptavidin-kienové peroxidazy
umoznuje chemoiluminiscentni detekci hybridizovanych produktii na biochip array.

PtisluSny software zpracovava vysledky automaticky.
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3.1.5 Relativni kvantifikace miry exprese genii pomoci real-time PCR metody

Kvantitativni real-time PCR (qPCR) byla provedena za pouziti ViiA7 Real-
Time PCR systému a TagMan Gene Expression Assays s optimalizovanymi sety
primertt a sond (viz. Tabulka ¢. 6), s TagMan Gene Expression Master Mix
(LifeTechnologies). POP4, ELF1 a EIF2B1 byly pouzity jako referen¢ni geny pro
studium lidského karcinomu pankreatu na podkladé naSich diive publikovanych
dat.(129) PCR reakce probihala za nasledujicich podminek: 2 min. pii 50°C,
nasledovala inicidlni denaturace 10 minut pii 95°C, a 50 cyklu stfidavé denaturace
15 sec pti 95°C a annealing s elongaci 60 sec pii teploté 60°C. Kazdy vzorek byl
analyzovan duplicitné a hodnota medianu pouzita pro statistické hodnoceni. Vzorky
s variaci vétsi nez 0.5 Ct byly reanalyzovany. K vylouceni kontaminace byly
pouzity non-templatova kontrola bez cDNA anegativni kontroly cDNA syntézy
(RNA transkripce bez piitomnosti reversni transkriptazy). Sesti bodova kalibraéni
kiivka (5nasobné fedéni) pfipravend zjednoho vzorku nenddorové tkané byla

pouzita k vypoctu efektivity qPCR kazdé¢ analyzy dle nésledujiciho vzorce: E=10—
1/Slope-1. Hladiny transkriptu byly analyzovany pomoci ViiA7 System Software.

gPCR studie byla provedena dle smérnice MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments).(135)

3.1.6 Statisticka analyza

Rozdily v profilech genové exprese mezi nadorovou a parovou kontrolni
nenadorovou tkani mezi skupinami pacientll rozdélenych dle klinickych dat
(velikost tumoru, grade tumoru, pfitomnost metastdz lymfatickych uzlin,
angioinvase, perineuralni invase, resek¢ni okraje a ptitomnost KRAS mutace) byly
hodnoceny pomoci programu RT? Profiler PCR Assay Data Analysis v3.5 (Qiagen,
Hildesheim,Némecko), ktery v porovnani s klasickou metodou pomoci AACt
(popsanou Livakem a Schmittgenem (136) umozinuje srovnani miry exprese
sledovanych genii vzhledem k vétSimu poctu referencnich genii a pifi hodnoceni

rozdilu mezi tkdni nddoru a kontrolni nenadorovou tkédni kalkuluje 1 s procentudlni
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uspésnosti PCR reakce (E). Podobné byly vyhodnoceny i rozdily v genové expresi

ve tkani naddoru u Ié¢enych a kontrolnich mysich xenografta.

Celkové prezivani PDAC pacientt (OS) bylo definovano jako doba od data
chirurgické 1écby do data umrti pacienta. Piezivajici pacienti byli censorovani pfi
posledni dispenzarni kontrole v fijnu 2014. Pacienti byli rozdéleni do tii skupin: (A)
dlouhodobé piezivajici pacienti s OS del$im nez 3 roky (B) stiedné dobé piezivajici
pacienti s OS mezi 1 a 3 roky (C) kratkodobé ptezivajici pacienti s OS men$im nez
1 rok. Rozdily v profilech genové exprese mezi témito skupinami pacientii byly
hodnoceny vyse zminénym programem RT? Profiler PCR Assay Data Analysis
v3.5. VSichni pacienti byli rovnéz rozdéleni do dvou skupin dle medidnu
intratumoralni genové exprese jednotlivych gentt a hodnoceni dle Kaplan —
Meierovy metody. Statisticka vyznamnost byla hodnocena log-rank testem SPSS
v16.0 Softwarem. Jako statisticky vyznamna byla povazovana hodnota p mensi nez
0,05.

3.2 Studium SLC22A3 jako potencionalniho rizikového faktoru a
prognostického biomarkeru karcinomu pankreatu

3.2.1 Pacienti

Ve studii bylo vyuzito dvoustupiiové strategie. V prvni fazi byly stanoveny
genotypy V pilotnim souboru, ktery zahrnoval 245 vzorkli pacienti s PDAC
(ptipady) a 442 zdravych kontrol pitvodem z Ceské republiky. Pacienti byli zatazeni
do retrospektivni studie, pokud spliiovali alespon jedno z nasledujicich kritérii: a)
histologicky nebo cytologicky potvrzeny PDAC nebo b) vyskyt nejméné 3
klinickych znakit PDAC (ERCP, EUS s FNAB, léze potvrzena CT nebo MRI,
vahovy ubytek, anorexie/kachexie, obstrukéni ikterus). Klinicko patologicka data
pacienti (datum diagnézy, stadium, grading, histologicka diagn6za pokud byla
stanovena) a epidemiologicka data (osobni anamnéza, pracovni anamnéza a nutri¢ni
stav) byla ziskana ze zdravotni dokumentace. (podrobnéji viz reference (87, 137)).
Druha validaéni faze probihala na rozsahlém souboru 1273 ptipadl a 3466 kontrol
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zatazenych do PANcreatic Disease ReseArch (PANDoORA) konsorcia ze tii
evropskych stati (Némecka, Italie a Polska). U vSech ptipadd i kontrol byl
k dispozici vzorek DNA ziskany z krve a/nebo pankreatické tkané a rovnéz zakladni
klinické udaje (napt. v€k v dob¢ diagnodzy, pohlavi, stddium nemoci) 1 zakladni
epidemiologické udaje tykajici se rizikovych faktord vzniku PDAC.. Relevantni
zékladni charakteristiky studovanych populaci jsou uvedeny v Tabulce ¢. 7.
Informovany souhlas byl podepsan vSemi ucastniky studie v souladu s Helsinskou
deklaraci. VSechny vzorky byly kédovany k zajisténi ochrany anonymity pacientu.
Studie byla schvalena Etickou komisi Univerzity v Heidelbergu (referencni ¢islo S-
565/2015). Vsechny metody byly provadény v souladu se smérnicemi a nafizenimi

zminéné etické komise.

Tabulka ¢. 7: Charakteristiky studované populace u pacientd s karcinomem
pankreatu a zdravych kontrol

. Kontroly Pripady
Cesky soubor Hodnota-p+t
N % N %
Vék (medidn £S.D.)” 51,4+14,5 62,8 £10,2 <0,001
Pohlavi 0,860
Muzi 229 60,7 128 61,5
Zeny 148 39,3 80 38,5
Body mass index ~ 30,0+4,2 254+49 0,001
(median £S.D.)
Neuvedeno 89 62
Koufeni 0,257
Nekuiaci 130 45 56 38,9
Kuraci véetné 159 55 88 61,1
diivejsich kuraki
Neuvedeno 88 - 64 -
Konsumpce alkoholu 0,466
Abstinenti 118 40,5 53 39,2
Konzumenti
alkoholu véetné
drivejsich 173 59,5 92 60,8
konzumentu
Neuvedeno 86 - 63 -
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Klinické stadium

Stadium I NA 7 7,4
Stadium I1A NA 12 12,8
Stadium I1IB NA 15 16,0
Stadium III NA 13 13,8
Stadium IV NA 47 50,0
Neuvedeno NA 114 -
Vitalni stav
Zemfeli NA 172 95,5
Zijici NA 8 4,5
Neuvedeno NA 28 -
Soubor PANDoORA
Vék (medidn £S.D.) * 60,5+12,2 64,1 +11,1 <0,001
Pohlavi” 0,334
Muzi 1702 56,6 590 56,6
Zeny 1303 43,4 453 43,4
Zemé a region
Némecko 1032 34,3 94 9,0
Heidelberg 0 94 -
Mannheim 1032 0 -
Italie 1651 53,2 862 80,7
Bologna 0 70 -
Carrara 0 209 -
Florence 435 0 -
Padua 608 188 -
Pisa 0 74 -
Roma 89 109 -
San Giovanni 519 106 -
Rotondo
Verona 0 106 -
Polsko, Lodz 167 5,5 56 5,3
Ceska republika, 160 7.0 34 5.0
Praha

47




Klinické stadium

Stadium I NA 26 4,5
Stadium ITA NA 64 11,0
Stadium 11B NA 207 35,7
Stadium III NA 104 17,9
Stadium IV NA 179 30,9
Neuvedeno NA 466 -

Vitalni stav

Mrtvi NA 611 25,5
Zivi NA 209 74,5
Neuvedeno NA 226 -

Poznamky: Celkem, po provedeni hodnoceni kvality kontrol, bylo analyzovano 208 ptipadd a 381
kontrol v pilotni fazi a 1046 ptipadd a 3010 kontrol ve valida¢ni fazi.

“chybéjici informace u 4 kontrol

#chybé&jici informace u péti kontrol a tfi ptipadt

tRozdily ve statistické vyznamnosti mezi piipady a kontrolami byly hodnoceny Mann-Whitney
testem (pohlavi, koufeni a konsumpce alkoholu) a Fisherovym exaktnim testem (vék, body mass
index)

NA=neaplikovatelné

3.2.2 lzolace DNA

DNA piipadd a kontrol v pfipadé pilotniho souboru vzorkii  byla
izolovana z perifernich lymfocytt za pouziti BioSprint 15 DNA Blood kitu (Qiagen,
Valencia, CA) aautomatizovaného systému KingFisher mL (Thermo Electron
Corporation, Vantaa, Finland) dle protokolu vyrobce. DNA kohorty PANDORA
byla izolovana z plné krve za pouziti Qiagen-mini kitu nebo AllPrep izola¢niho kitu
(oba kity znacky Qiagen) dle protokolu poskytovatele. DNA byla kvantifikovana
kitem Quant-iT PicoGreen DNA Assay (Invitrogen).

3.2.3 Stanoveni genetickych polymorfismi

Na zacatku projektu bylo analyzou haplotypu vybrano pomoci programu
Haplo View 4. 2. 23 SNPs (SNP z angl. single nucleotide polymorphism) pro nasi
pilotni studii, a to jmenovité: rs420038, rs512077, rs4708867, rs17593921,
rs7758229, rs2504938, rs675162, rs572149, rs1397168, rs2504926, rs7745775,
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rs884742, rs394487, rs1567441, rs2504956, rs12527649, rs3004079, rs316174,
rs3120137, rs10455871, rs3088441, rs9364554, a rs2457571. Tento vybér SNPs

pokryva celou oblast genu SLC22A3 vcetné promotoru a regulacnich oblasti.

Nasledné byl pilotni soubor genotypovan pomoci KASPar technologie LGC
(Genomics, Hoddesdon, UK). Béhem valida¢ni faze bylo na souboru PANDoORA
verifikovano 6 kandidatnich SNPs, které byly vyhodnoceny jako potencialni
biomarkery pro riziko vzniku karcinomu pankreatu (rs2457571, rs2504938,
152504956, 1s9364554), rozvoje (rs77582229), ¢i potencidlnimi prognostickymi
biomarkery (rs512077, rs7758229, rs2504956). Genotypovani bylo provedeno ve
Statnim zdravotnim ustavu v Praze, v Ceské republice. K alelické diskriminaci bylo
vyuzito TaqMan technologie (Life Technologies Corp., Foster City, CA) a pfistroje
ViiA7 real-time s 384-jamkovymi destiCkami (Life Technologies). Reakéni smés
(celkovy objem 10 ul) pro real-time PCR obsahovala 5 pl 2x TagMan Universal
PCR Master mixu (Applied Biosystems), 0,25 pl TagMan Drug Metabolism
Genotyping Assays (primery a sondy navrZzené vyrobcem, Applied Biosystems)
a 4,75 ul DNA templatu. DNA do reak¢ni smési byla nafedéna na koncentraci 0,7
ng/ul. 'V kazdé reakci byla pfitomna negativni kontrola, kde DNA templat byl
nahrazen sterilni vodou, k vylouceni moZnosti kontaminace reakéni smési. 10 %
vzorkil bylo reanalyzovano se 100% shodou ve vysledném hodnoceni genotypd.
PCR reakce probihala za nasledujicich podminek: inicialni denaturace 10 minut pfi
95°C, a 40 cykli stfidavé denaturace 15 sec pii 95°C a annealing s elongaci 60 sec

pfi teploté 60°C.

3.2.4 Statisticka analyza

Na kontrolni skupiné byla ovétena Hardy Weinbergerova rovnovaha (HWE)
pro kazdy stanovovany polymorfismus. Genotypova distribuce studovanych SNPs
nevykazovala deviaci od HWE (p > 0.05) s vyjimkou rs3004079, ktery byl tudiz
vyloucen z dalsi analyzy. Ke zhodnoceni vztahu zbyvajicich 22 SNPs s rizikem
vzniku PDAC byla pouzita metoda nepodminéné logistické regrese S adjustaci na
vybrané epidemiologické a rizikové faktory (v€k, pohlavi, body mass index,

anamnéza koufeni a konsumpce alkoholu). Asociace SNP s prognostickymi
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klinickymi daty (velikost tumoru, pfitomnost pozitivnich lymfatickych uzlin
a vzdalenych metastaz) byla hodnocena Cochran’s and Mantel-Haenszel testem.
Celkové piezivani (OS) bylo definovano jako doba od data ur¢eni diagnozy do data
umrti, nebo posledni kontroly pacienta. Pacienti bez zaznamu sledovani po
ukonceni 1écby (follow up) byli vylouceni z analyzy. Funkce pfezivani byly
vypocitany Kaplan-Meier metodou a hodnota statistické vyznamnosti byla
hodnocena Log-rank testem. K vypo¢tu poméru rizik dle stadia nemoci byl pouzit
Coxuv model proporcionalnich rizik. Hodnota p mensi nez 0,05 byla povaZzovana za
statisticky vyznamnou. Rozdily a vztahy dosahujici hladiny vyznamnosti nizsi nez
0,05 (p<0,05) byly povazovany jako statisticky vyznamné a prezentovany ve
vysledkové cCasti.Analyzy byly provedeny statistickym programem SPSS v15.0
(SPSS, Chicago, IL).

Funkéni relevance polymorfismu se statisticky vyznamnym vztahem
k prognoze PDAC pacienti (rs2504938) byla analyzovana in silico testem
HaploReg v2 a v3.(138) Informace o sledované asociaci tohoto SNP s klinickym
fenotypem PDAC byla podana k zapsani do NCBI (The National Center for
Biotechnology Information) ClinVar databaze (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

clinvar).

3.3 Retrospektivni analyza pacientii s karcinomem pankreatu 1é¢enych
V naSem centru

3.3.1 Pacienti

Do retrospektivni analyzy byla zahrnuta kohorta 159 pacienti s PDAC,
kteti podstoupili radikélni chirurgicky vykon v naSem centru v letech 2006 az 2013.
Histopatologickd diagn6za PDAC byla provedena dle ptedeSlé standardni
klasifikace a radikalita vykonu byla hodnocena pied zavedenim Leedsova
protokolu. Klinickd data jako vek, pohlavi, stupen diferenciace, lokalizace
primarniho  tumoru, pTNM  stadium, infiltrace lymfatickych  uzlin,

mikroangioinvaze, perineurdlni invaze, lymfovaskuldrni invaze, podavana lécba
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a dispenzarizace, byla ziskana ze zdravotni dokumentace ¢i doplnéna z dat Ceského
narodniho onkologického registru. Doba do progrese nemoci (DFS) byla definovana
jako doba od data chirurgického vykonu do doby diagnozy rekurence nemoci.
Kritéria rekurence nemoci byla urc¢ena dle definice diive publikovanych praci.(139,
140) Pacienti byli sledovani v 3mési¢nich intervalech s fyzikalnim vySetfenim a
hodnocenim hladiny CA 19-9, CT nebo pozitronova emisni tomografie (PET/CT)
Vv 6mésicnich intervalech, nebo v piipadé elevace nadorovych markert, ¢i klinické

suspekce na relaps nemoci diive.(141)

Oligometastaticka choroba byla definovana jako pfitomnost limitovanych
systémovych metastaz, potencialné vylécitelnych lokalni ablativni metodou.(142,
143) Vzhledem ktomu, Ze studie byla zaméfena na metachronni metastaticky
PDAC, pacienti ktefi zemieli v pooperacnim obdobi (90 dnti) bez znamek vzniku
rekurence, nebo pacienti sR2 resekci a pacienti sinkompletnimi daty, byli
z analyzy DFS vylouceni. Thomfordova kritéria pro pulmonalni metastasektomii
vcetné kontroly primérni 1éze, neptitomnosti jinych extrapulmonalnich metastaz, a
pulmonalnich metastaz omezenych pouze na jednu plici byla aplikovana, stejné
jako posouzeni schopnosti pacienta podstoupit chirurgicky vykon.(144) Chirurgicky
vykon byl proveden dle konsensu multidisciplinarniho tymu. Celkové pieziti (OS)
bylo definovano jako ¢as mezi primarnim chirurgickym vykonem a datem umrti
pacienta. PieZivajici pacienti byli cenzorovani dle data posledniho sledovani (31.
prosince 2016). Nasledné analyzy se tykaly pouze pacientd S metachronnimi
metastazami. Klinicka data (veék, pohlavi, lokalizace primarniho tumoru, stadium
pTNM, infiltrace lymfatickych wuzlin, mikroangioinvaze, perinedlni invaze,
lymfovaskularni invaze, podavana 1éc¢ba, dispenzarizace) byla statisticky hodnocena
jak u pacientd s metachronnimi nepulmonalnimi metastazami, tak u pacienti
s metachronnimi pulmondlnimi metastazemi (MPM). Pacienti s MPM byli vstupné
rozdéleni do dvou skupin: pacienti s metachronnimi isolovanymi pulmonalnimi
metastazami a pacienti s metachronnimi pulmonalnimi metastazami s piitomnosti

metastaz i jinych organt.
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3.3.2 Statisticka analyza

K analyze véku a dalSich parametrii bylo pouzito Wilcoxnova a y 2 testu.
Pieziti bylo vypocitaino dle Kaplan-Meierovy metody. Hodnoceni statistické
vyznamnosti bylo provedeno dle log-rank testu pouzitim SPSS. Hodnota p mensi
nez 0.05 byla povazovéana za statisticky vyznamnou. Tato studie byla schvalena

FEtickou komisi Fakultni nemocnice Olomouc.

4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni expresnich profilii hlavnich signalnich drah onkogeneze
karcinomu pankreatu

4.1.1 Charakteristika studované populace

Do studie (Tabulka ¢. 8) bylo zahrnuto 45 pacientd s resekabilnim PDAC
(bez znamek klinicky detekovatelnych metastaz, cMO0). 91 % pacientl podstoupilo
chirurgickou resekci RO bez piedchozi 1écby neoadjuvantni chemoterapii. KBP-
cileny mutacni screeningovy test detekoval pfitomnost KRAS mutace v 80 %
vySetfenych nadorti (N=36/45), zatimco BRAF mutace nebyly zjistény v zadném
z vySetfovanych vzorki. Vétsina pacientti (76 %; N=34/45) podstoupila adjuvantni
chemoterapii na bazi nukleosidovych analog (gemcitabin a 5-fluorouracil). Median
OS dosahl 23,7 mésice. V dobé ukonceni sledovani (prosinec 2015) bylo 18 %

v

Tabulka ¢&. 8: Klinicka data pacientt

Proménné | N | %
Vékovy priumér (roky); [rozsah] 63.9 [46-80]
Pohlavi
Muzi 20 44
Zeny 25 56
Histologicka diferenciace
G1+G2 (dobra az stredni) 30 66
G3+G4 (nizka) 15 34
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Lokalizace

Hlava 39 87

Ocas 6 13
Rozsah invaze primdrniho tumoru

pT1 nddor omezen na pankreas <2cm 1 2

pT2 naddor omezen na pankreas >2cm 3) 11

pT3 nador se $ifi mimo pankreas 39 87

pT4 nador postihuje arteria coeliaca nebo arteria

mesenterica superior 0 0
Regionalni lymfatické uzliny

pNO 17 38

pN1 28 62
Angioinvaze

pAO 25 56

pAl 20 44
Perineurdlni Sifeni

pPO 10 22

pP1 35 88
Resekcni linie

RO negativni resekéni linie 41 91

R1 positivni resekéni linie 4 9
KRAS mutace v kodonu 12 a 13

Divoky typ (GGTGGC) 9 20

G12V (GTTGGC) 10 22

G12D (GATGGC) 15 34

G12R (CGTGGC) 6 13

Jiné (G13D, Q61R, Q61H) 3 7

Nehodnoceno 2 4
Adjuvantni terapie

Ano 34 76

Ne 11 24
Stav v dispenzarizaci

Zemfeli 33 73

Zivi 12 27

Poznamky: "N-pocet pacientti

4.1.2 Relativni kvantifikace miry exprese genii pomoci real-time PCR metody
4.1.2.1 Expresni profily KRAS a Hedgehog signalnich drah v nadorové tkani PDAC
pacientt

KRAS a Heghehog signalni (HH) dréhy patii k hlavnim fidicim drahdm
karcinogeneze u PDAC. V ramci této prace byly stanoveny transkripéni profily 52
geni KRAS signalni drahy a 34 geni HH drahy v homogennim souboru 45 PDAC
pacientli, ktefi podstoupili radikélni chirurgickou 1éc¢bu. HH signalni draha byla
statisticky vyznamné zvySené exprimovana V tumoru oproti okolni nenadorové
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tkani. Tyto vysledky byly rovnéz potvrzeny FDR korekci (Tabulka ¢. 9, Obrazek ¢.
1).

Tabulka €. 9: Rozdily v expresi gentt HH signalni drahy v nadorové tkdni PDAC
pii srovnani s okolni nenadorovou tkani slinivky biisni

Gen Pomér hladiny 95% Hodnota-p | Hodnota-q
nador/kontrola konfiden¢ni
interval
SHH 15.9 5.56 - 26.28 <0.001 0.001
DHH 51 3.12-7.01 <0.001 0.003
IHH 54.8 8.68 - 101.00 <0.001 0.004
HHAT 2.1 1.59 - 2.65 <0.001 0.006
PTCH1 1.9 1.39-251 <0.001 0.007
PTCH2 6.3 3.43-9.09 <0.001 0.009
SMO 2.2 1.59 - 2.83 <0.001 0.010
GNAI1 3.1 2.00-4.13 <0.001 0.012
GNAI2 3.7 3.09 - 4.40 <0.001 0.013
GNAI3 2.8 2.17 - 3.46 <0.001 0.015
KIF7 5.1 3.68 - 6.50 <0.001 0.016
STK36 2.6 1.92-3.35 <0.001 0.018
SUFU 3.5 2.75-4.34 <0.001 0.019
GLI1 8.3 4.67-11.94 <0.001 0.021
GLI2 11.9 7.25-16.57 <0.001 0.022
GLI3 4.0 2.97 - 4.97 <0.001 0.023
PRKACB 2.8 2.02 - 3.50 <0.001 0.025
PRKACG 3.2 1.06 - 5.27 0.351 0.044
PRKAR1A 2.6 2.16 - 3.08 <0.001 0.027
PRKAR1B 3.2 2.40-3.94 <0.001 0.028
PRKAR2A 2.0 0.92-3.02 0.311 0.043
PRKAR2B 1.2 0.29-1.35 0.172 0.041
CSNK1A 2.7 1.24-4.16 0.868 0.048
GSK3A 2.7 1.25-4.15 0.624 0.046
GSK3B 3.0 1.40-4.55 0.991 0.050
KCTD11 4.1 1.80-6.34 0.130 0.040
KIF3A 3.6 1.39-5.80 0.766 0.047
ARRB1 0.4 0.30-1.03 <0.001 0.029
ARRB2 3.1 2.21-3.97 <0.001 0.031
GAS1 3.7 2.21-5.09 <0.001 0.032
HHP 2.2 0.79-3.71 <0.001 0.034
LRP2 10.8 5.30 - 16.27 0.071 0.038
BTRC 2.0 1.43-2.62 <0.001 0.035
PRKACA 2.6 1.75-3.43 <0.001 0.037

Poznamky: -p hodnoty byly vypo¢itany pomoci programu RT2 Profiler PCR Assay Data Analysis
v3.5. (Qiagen, Hildesheim, Némecko). FDR test byl vypocitan dle Benjaminiho a Hochberga (1995),
hodnoty-q byly uvedeny pro kazdé srovnani. Vysledky, které prosly FDR testem, jsou oznadeny

Sedou barvou
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Obrazek ¢. 1: Deregulace HH signalni drahy v nddorové tkani PDAC oproti paroveé
nenddorové tkani okolniho pankreatu

endosomal cytoplasm nucleus
vesicle

plasma
membrane

GSK3A/B

o]

(LRP2) ;ui)—) transcription

(CSNK1A1)

| PRKACG | PRKAR2A

signalling pathway
activation

Magnitude of gene expression
min avg max

a/ Heat-mapa HH signalni tkani poukazuje na jeji vyraznou deregulaci v PDAC tkanich.
Zvysen¢ exprimované geny v nadorové tkani jsou oznaCeny Cervené a sniZzen¢ exprimované
geny jsou oznaceny modrou barvou. Geny beze zmény exprese jsou bezbarvé.

b/ Heat mapa exprese HH signalni drahy PDAC. Nadorova tkan je oznacena vlevo,
nenadorova pankreaticka tkai je vpravo.
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Obrazek €. 2: Deregulace HH signélni drahy v nadorové tkani PDAC mezi
kratkodobé a dlouhodob¢ piezivajicimi pacienty

c
plasma endosomal cytoplasm nucleus
membrane vesicle
GSK3A/B |
STK36
KIF7

I GLI3 GuR |
x|
Z| 4o | PTCH2

(LRP2) 6L GLI | transcription |

(CSNK1A1)

BTRC | KIF7
| PRKACA | PRKAR1A
PRKACB | PRKAR1B
PRKACG | PRKAR2A
PRKAR2B |

signalling pathway
activation

Magnitude of gene expression

min avg max

¢/ Heat mapa HH signalni drahy ukazala snizenou expresi nékterych genti u PDAC pacienta
s OS delsim nez 3 roky oproti kratkodobé prezivajicim pacientim. Geny se sniZenou
expresi jsou oznaceny modfe, geny beze zmény exprese jsou bez barvy.

d/ Heat mapa HH signalni drahy ukazujici rozdily v genové expresi PDAC pacientl s OS
delsim nez 3 roky oproti kratkodob¢ piezivajicim pacientim. Nadorova tkan
dlouhoptezivajicich pacientil je oznacena modrym obdélnikem a porovnavana s kratkodobé
prezivajicimi pacienty (ostatni pacienti).
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Pii analyze exprese genti HH signalni drahy vzhledem ke Kklinicko-
patologickym charakteristikdm nadorové tkané byla pozorovéana statisticky
signifikantné¢ zvySena exprese nckolika genii u tumortt S vysSSim stupném
diferenciace nadorovych bun¢k (grade 1 nebo 2) oproti tumorim grade 3 nebo 4,
a také u lokdln€¢ méné pokrocilych tumort (T1/2 a bez postizeni lymfatickych
uzlin) (Tabulka ¢. 10). Nicméné tyto asociace nebyly potvrzeny FDR testem. KRAS
mutované PDAC mély statisticky signifikantné niz8i genovou expresi DHH,
PRKAR2A, PRKAR2B, ARRB1, ARRB2 a vyssi expresi HHP nez tumory s divokou
alelou KRAS (Tabulka ¢. 11). Ztéchto zminénych asociaci vSak byla potvrzena
FDR testem pouze snizena regulace PRKAR2A u KRAS mutovanych nadord. Ctyii
klicové geny HH signalni drahy (SHH, IHH, HHAT a PTCH1) byly statisticky
vyznamné snizen¢ exprimovany u prognosticky ptiznivych PDAC pacientu (zijicich
déle nez 3 roky) Vporovnani spacienty s kratkym OS. Nicméné exprese
nasledujicich efektorovych (downstream) genti této signalni drahy nebyla
signifikantné deregulovana. (Tabulka ¢. 12, Obrazek ¢. 2). Porovnavané skupiny
pacient se signifikantné nelisily v distribuci klinickych dat (P>0.05, Tabulka ¢.
13). Zadna z pozorovanych asociaci nebyla potvrzena FDR korekei (g = 0.001).
Kaplan- Meierovy kiivky neprokazaly statisticky vyznamné rozdily v OS mezi
pacienty rozdélenymi dle medianu intratumoralnich hladin mRNA jednotlivych
genu (P<0.05), gradingu, velikosti tumoru (pT), postizeni lymfatickych uzlin (pN),
angioinvaze (pA), perineuralni invaze (pP), pfitomnosti tumorovych bunék

v resekénich okrajich (pR) a ani ptitomnosti KRAS mutace.
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Tabulka €. 10: Exprese HH signalni drahy stratifikovana dle klinickych dat

pacienti Mann-Whitney U test)

Gen Grade Velikost Metastazy Angioinvase | Perineuralni | Resekéni
tumoru lymfatickych invase okraje
uzlin
P- Trend | P- Trend | P- Trend | P- Trend | P- Trend | P- Trend
hodnota hodnota hodnota hodnota hodnota hodnota
SHH 0.896 - 0.131 - 0.223 - 0.355 - 0.772 - 0.406 -
DHH 0.176 - 0.757 - 0.566 - 0.157 - 0.572 - 0.954 -
IHH 0.779 - 0.106 - 0.323 - 0.878 - 0.356 - 0.373 -
HHAT 0.462 - 0.732 - 0.673 - 0.560 - 0.499 - 0.863 -
PTCH1 0.785 - 1.000 - 0.282 - 0.545 - 0.299 - 0.715 -
PTCH2 0.420 - 0.160 - 0.842 - 0.293 - 0.206 - 0.139 -
SMO 0.217 - 0.181 - 0.640 - 0.918 - 0.286 - 0.577 -
GNAI1 0.109 - 0.257 - 0.734 - 0.560 - 0.151 - 0.631 -
GNAI2 0.448 - 0.525 - 0.788 - 0.936 - 0.730 - 0.175 -
GNAI3 0.669 - 0.884 - 0.266 - 0.063 - 0.499 - 0.363 -
KIF7 0.209 - 0.708 - 0.925 - 0.500 - 0.261 - 0.056 -
STK36 0.104 - 0.546 - 0.320 - 0.479 - 0.669 - 0.250 -
SUFU 0.569 - 0.301 - 0.550 - 0.639 - 0.858 - 0.118 -
GLI1 0.308 - 0.074 - 0.953 - 0.537 - 0.143 - 0.342 -
GLI2 0.291 - 0.404 - 0.640 - 0.309 - 0.261 - 0.923 -
GLI3 0.129 - 0.637 - 0.543 - 0.230 - 0.572 - 0.715 -
PRKACB | 0.469 - 0.732 - 0.468 - 0.424 - 0.669 - 0.744 -
PRKACG | 0.141 - 0.038 pT1/2 | 0.797 - 0.784 - 0.901 - 0.406 -
>
pT3/4
PRKAR1A | 0.420 - 0.757 - 0.842 - 0.298 - 0.447 - 0.525 -
PRKAR1B | 0.577 - 0.217 - 0.907 - 0.599 - 0.136 - 0.056 -
PRKAR2A | 0.349 - 0.021 pT1/2 | 0.017 pNO 0.361 - 0.669 - 0.099 -
> >
pT3/4 pN1
PRKAR2B | 0.135 - 0.935 - 0.475 - 0.404 - 0.710 - 0.303 -
PRKACA | 0.325 - 0.243 - 0.590 - 0.758 - 0.534 - 0.128 -
CSNK1A 0.033 G1/2 | 0.884 - 0.406 - 0.500 - 0.572 - 0.577 -
>
G3/4
GSK3A 0.255 - 0.386 - 0.925 - 0.672 - 0.772 - 0.744 -
GSK3B 0.767 - 0.114 - 0.833 - 0.424 - 0.121 - 0.773 -
KCTD11 0.022 G1/2 | 0.935 - 0.898 - 0.689 - 0.136 - 0.285 -
>
G3/4
KIF3A 0.009 G1/2 | 0.568 - 0.137 - 0.909 - 0.901 - 0.715 -
>
G3/4
ARRB1 0.022 G1/2 0.935 - 0.044 pNO 1.000 - 0.447 - 0.303 -
> >
G3/4 pN1
ARRB2 0.188 - 0.525 - 0.797 - 0.991 - 0.880 - 0.342 -
GAS1 0.617 - 0.374 - 0.172 - 0.437 - 0.702 - 0.107 -
HHP 0.638 - 0.113 - 0.656 - 0.991 - 0.628 - 0.768 -
LRP2 0.271 - 0.751 - 0.273 - 0.053 - 0.215 - 0.012 pRO
>
pR1
BTRC 0.400 - 0.858 - 0.574 - 0.248 - 0.591 - 0.203

Poznamky: FDR test q=0.001
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Tabulka €. 11: Exprese HH signalni drahy stratifikovand dle KRAS mutace (Mann-
Whitney U test)

Gen Hodnota-p Trend

SHH 0.194

DHH 0.010 KRAS divokého typu > KRAS mutovany
IHH 0.161

HHAT 0.362

PTCH1 0.976

PTCH2 0.952

SMO 0.395

GNAI1 0.282

GNAI2 0.097

GNAI3 0.473

KIF7 0.455

STK36 0.988

SUFU 0.601

GLI1 0.438

GLI2 0.054

GLI3 0.092

PRKACB 0.165

PRKACG 0.464

PRKAR1A 0.502

PRKAR1B 0.160

PRKAR2A 0.039 KRAS divokého typu > KRAS mutovany
PRKAR2B 0.001 KRAS divokého typu > KRAS mutovany
PRKACA 0.160

CSNK1A 0.238

GSK3A 0.263

GSK3B 0.881

KCTD11 1.000

KIF3A 0.530

ARRB1 0.025 KRAS divokého typu > KRAS mutovany
ARRB2 0.007 KRAS divokého typu > KRAS mutovany
GAS1 0.917

HHP 0.029 KRAS divokého typu < KRAS mutovany
LRP2 0.976

BTRC 0.050

Poznamky: FDR test q=0.001
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Tabulka €. 12: Rozdily v expresi gentit HH signalni drahy mezi pacienty
rozdélenymi dle OS

Gen Pomér hladiny 95 % Hodnota-p Hodnota-q
nador/kontrola konfidenéni
Interval
SHH 0.2 0.02-0.43 0.050 0.006
DHH 1.2 0.47 - 1.90 0.529 0.026
IHH 0.1 <0.00-0.27 0.022 0.004
HHAT 0.6 0.35-0.91 0.021 0.003
PTCH1 0.6 0.32-0.81 0.015 0.002
PTCH2 0.7 0.30 - 1.06 0.101 0.009
SMO 1.0 0.54 -1.45 0.571 0.032
GNAI1 0.8 0.38-1.23 0.695 0.037
GNAI2 1.0 0.85-1.26 0.516 0.023
GNAI3 1.0 0.88-1.22 0.538 0.028
KIF7 0.9 0.50-1.38 0.803 0.041
STK36 0.9 0.54-1.16 0.257 0.013
SUFU 1.0 0.80-1.25 0.604 0.034
GLI1 0.6 0.24-1.00 0.225 0.010
GLI2 0.9 0.49 -1.25 0.725 0.038
GLI3 1.2 0.56 - 1.83 0.398 0.019
PRKACB 0.9 0.58-1.15 0.624 0.035
PRKACG 1.2 0.43-1.91 0.357 0.016
PRKARILA 1.1 0.84-1.41 0.396 0.018
PRKAR1B 0.9 0.62-1.24 0.846 0.044
PRKAR2A 1.0 0.79-1.22 0.877 0.047
PRKAR2B 1.1 0.47 -1.66 0.510 0.022
CSNKI1A 1.0 0.79-1.18 0.788 0.040
GSK3A 1.0 0.74 - 1.27 0.850 0.046
GSK3B 1.0 0.81-1.11 0.819 0.043
KCTD11 0.8 0.45-1.20 0.243 0.012
KIF3A 0.9 0.72-1.12 0.528 0.025
ARRB1 0.9 0.71-1.10 0.567 0.029
ARRB2 1.0 0.78 -1.28 0.568 0.031
GAS1 1.5 0.63-2.38 0.063 0.007
HHP 0.3 0.01-0.64 0.509 0.021
LRP2 1.5 0.23-2.69 0.324 0.015
BTRC 1.0 0.80-1.26 0.900 0.049
PRKACA 1.0 0.74-1.16 0.978 0.050

Poznamky: 95% konfidenéni interval a hodnota-p byly vypoéitany pomoci programu RT2 Profiler
PCR Assay Data Analysis v3.5. (Qiagen, Hildesheim, Némecko). FDR test byl vypocitan dle
Benjaminiho a Hochberga (1995), hodnoty-q byly uvedeny pro kazdé srovnani
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Tabulka ¢. 13: Porovnani Klinicko-patologickych charakteristik pacientt

rozdélenych dle OS

oS Dlouhé Sti‘edni Kratké Hodnota
Proménné N[ % | NN| % | NN | % -p*
Histologicka diferenciace
G1+G2 (dobie az stiedné) 5 17 4 14 20 69 0.554
G3+G4 (Spatn¢) 5 31 2 13 9 56
Rozsah invaze primarniho tumoru
pT1 nebo pT2 0 0 1 83 5 17 0.372
pT3 nebo pT4 10 | 26 5 13 24 61
Regionalni lymfatické uzliny
pNO 3 18 3 18 11 64 0.727
pN1 7 25 3 11 18 64
Angioinvaze
pA0 7 28 2 8 16 64 0.359
pAl 3 15 4 20 13 65
Perineurdlni invaze
pPO 1 10 1 10 8 80 0.451
pP1 9 25 20 59 5 15
Resekcni okraje
RO negativni 9 22 6 15 26 63 0.713
R1 pozitivni 1 25 0 0 3 75
KRAS mutace v kodonech 12 a 13
Divoky typ (GGTGGC) 4 | 44 1 12 4 44 0.2387
G12V (GTTGGC) 4 | 40 2 20 4 40
G12D (GATGGC) 1] 7 1 7 | 13 86
G12R (CGTGGC) 0 0 0 0 6 100
Jiné (G13D, Q61R, Q61H) 1 33 2 67 0 0
Nehodnoceno 0 0 0 0 2 100

Poznamky: OS- celkové prezivani pacientii, N -pocet pacientii, *hodnota-p vypocitana dle chi-
square testu, fviechny typy mutaci KRAS v kodonech 12 a 13versus divoky typ

Také druhd ze studovanych signalnich drah, KRAS signalni draha, byla

vyznamné dysregulovana v nddorové tkani pii srovnani s okolni pankreatickou

nenadorovou tkani slinivky biisni (Obrazek ¢. 3, Tabulka ¢. 14). Geny 4 signalnich

drah, které se nachazeji niZze pod protoonkogenem KRAS, byly velmi odlisné

exprimovany v tumorech pfi srovnani s nenadorovou tkani slinivky. Byla prokézana

statisticky vyznamné zvySena exprese 3 z téchto 4 drah, a to PISBK/PDK1/AKT, RAL
guanine nucleotide exchange factor, a RIN1/ABL (PIK3CA/G, PAK1, RALA,
RALBP1, RAC1, RIN1, PTK2, and SRC) drahy, které jsou v pifimém kontextu

s remodelaci cytoskeletu bun¢k a endocytézou a jsou zodpovédné za migraci
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nadorovych bun¢k a Sifeni nemoci. Naopak geny RAF/MAPK drahy byly
v nadorové tkani exprimovany méné€. VSechny tyto vysledky prokazaly signifikanci
i po provéfeni FDR testem a vétSina si zachovala signifikanci i v Bonferroniho
korekci (Tabulka ¢. 14, Obrazek ¢. 4). Naopak Zzadna asociace mezi genovou
expresi KRAS downstream signalnich drah a klicko-patologickou charakteristikou
tumoru vcetné velikosti tumoru, diferenciace, angioinvaze, metastaz lymfatickych
uzlin nebo perineuralni invaze, nedosahla hladiny vyznamnosti v Bonferiho

korekénim testu.

Obrazek ¢. 3: Deregulace KRAS signalni drahy v nddorové tkani PDAC oproti
parové pankreatické nenadorové tkani

Poznamky: Nadorova tkan je oznacena modrym obdélnikem vlevo a nenddorova pankreaticka tkan
je na pravé stran¢

]
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Tabulka €. 14: Rozdily v expresi gentt KRAS signalni drahy v nadorové tkani
PDAC pfi srovnani s okolni nenddorovou tkani slinivky bfisni

Gen Pomér hladiny 95 % konfidencni Hodnota-p?
nador/kontrola interval®

AKT1 0.73 (0.63- 0.83) <0.001°
ARAF 0.72 (0.63-0.81) <0.001°
BRAF 0.84 (0.74- 0.93) 0.001

GRB2° 1.37 (1.04- 1.69) <0.001°
KRAS® 2.04 (1.67-2.41) <0.001°
MAP2K?2 0.64 (0.46- 0.82) <0.001°
MAP2K7 0.52 (0.39- 0.65) <0.001°
MAP3K1 0.85 (0.75- 0.95) 0.010
MAP3K?2° 1.24 (1.13- 1.36) <0.001°
MAP3K7° 1.28 (1.14-1.41) <0.001°
MAPK1 0.77 (0.59- 0.94) <0.001°
MAPK14° 1.27 (1.14- 1.40) <0.001°
MAPK3® 1.71 (1.26- 2.15) <0.001°
MAPK7® 1.20 (1.01- 1.38) 0.006
MAPKS 0.81 (0.74- 0.88) <0.001°
MAPK9 0.47 (0.38- 0.55) <0.001°
MKNK1 0.31 (0.25- 0.38) <0.001°
MKNK?2 0.35 (0.26- 0.44) <0.001°
PAK1® 1.27 (1.08- 1.45) 0.001
PDPK1 0.73 (0.64- 0.81) <0.001°
PIK3CA® 1.46 (1.25- 1.68) <0.001°
PIK3CG® 2.22 (1.61- 2.82) <0.001°
PLK3* 1.56 (1.23-1.88) <0.001°
PTEN® 1.29 (1.05- 1.53) 0.006
PTK2B°® 1.68 (1.44- 1.91) <0.001°
RAC1° 1.65 (1.34- 1.96) <0.001°
RAF1 0.62 (0.54- 0.69) <0.001°
RALA® 1.43 (1.27- 1.59) <0.001°
RALBP1® 1.60 (1.39- 1.81) <0.001°
RAPIA® 1.18 (1.07- 1.29) <0.001°
RASAL® 1.28 (1.12-1.43) <0.001°
RASA2°¢ 1.87 (1.51- 2.23) <0.001°
RHOA°® 1.23 (1.13-1.34) <0.001°
RINL® 1.39 (1.10- 1.67) 0.002
RPS6KA2 0.65 (0.49- 0.81) 0.001°
RPS6KA4 ¢ 1.76 (1.45- 2.08) <0.001°
SHC1°¢ 1.24 (1.09- 1.38) 0.001°
SOS1¢ 1.32 (1.14- 1.50) <0.001°
SOS2 0.68 (0.59- 0.77) <0.001°
SRC® 1.43 (1.16-1.71) <0.001°

Poznamky: 95% konfidené¢ni interval a hodnoty —p byly pocitany pomoci RT2 Profiler PCR Assay
Data analysis v3.5 program; ° vysledek potvrzeny Bonferroniho korekei u 52 analyzovanych genti
(hranice signifikantnosti P=0.001); ¢ zvy$ené regulované geny. Seznam 14 dalsich gend, jejichz
zména exprese nebyla statisticky signifikantni, a proto nejsou uvedeny v tabulce: AKT2, GSK3B,
MAP2K1, MAP3K4, MAPK10, MTOR, PRKACA, PRKCA, PTEN, PTK2, RALGDS, RAP1A,
RPS6KA a STAT3
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Obrazek €. 4: Dysregulace KRAS signalni drahy v nadorové tkani PDAC oproti
okolni nenddorové tkani slinivky bfisni

inactive

KRAS-GDP

———p INK pathway
RAC1
] ~[or

GNAI1
Protein
PDK1 l\.l AKT1 |\‘| MTOR | synthesis

GNAI2
GNAI3

-SHCl o MAP2K1
BRAF [—» A
RASGTP [ | oo MAP2K2

active

s o

Cytoskeletal remodeling, endocytosis

BRAF1

RAF1

Poznamky: Schema KRAS signalni drahy ukazujici rozdily v genové expresi v nadorové tkani
PDAC oproti okolni nenadorové tkani pankreatu. Geny se zvySenou expresi v nadorové tkani jsou
oznaceny cerven¢, geny se sniZzenou expresi jsou oznaceny modie. Geny beze zmény exprese jsou
oznaceny cerné

U 80 % vzorki nadorové tkang, kde byla nalezena piitomnost KRAS
mutace, byla nejéastéji se vyskytujici mutaci KRAS®!?® a to ve 33 % (n=15)
vzorkti nadorové tkan¢. Pouze u jednoho z tumorid byla nalezena mutace v kodonu
13 a ve dvou pfipadech byla nalezena mutace v kodonu 61 (Tabulka ¢. 8). Pacienti
rozdéleni dle ptitomnosti KRAS mutace se signifikantné lisili v expresi 5 z 52
analyzovanych geni (BRAF, MAP3K4, MAPK8, MKNK1 aS0S2; P<0.05; Tabulka
¢. 15), ale zadna z téchto asociaci nebyla potvrzena korekci mnohocetného testovani
(FDR testem). Nicméné stejné jako v piipadé Hedghehog signalni drahy, ani zde se
neprokéazal vztah efekt KRAS signdlni drdhy na celkové prezivani pacienti.
Pacienti s nadory KRAS- divokého typu dosahli median OS 22.3 mésice a pacienti
s KRAS-mutovanymi nadory medidnu OS 21 mésici (p=0.182). Nebyla rovnéz

nalezena asociace mezi transkripénimi hladinami KRAS mRNA a celkovym OS.
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Nicméné oproti zbytku studované signalni drahy, deregulace genové exprese RAF1
byla prokdzana jako slibny potencialni prognosticky marker PDAC pacientli po
radikalni chirurgické resekci. Pacienti s nizS§imi expresnimi hladinami RAF1
dosahovali delsiho Casu OS nez pacienti s vyS§imi expresnimi hladinami RAF1
(p=0.030) (Obrazek ¢. 6). Nicméné tato asociace nebyla potvrzena Bonferroniho

korekci mnohodéetného testovani.

Zajimavé je, ze draha KRAS je stejn¢ deregulovédna v pfipad¢ ptfitomné KRAS
mutace, jako i v tumorech bez mutace v genu KRAS. (Obrazek ¢. 5).

Tabulka €. 15: Snizena regulace gentit KRAS signalni drdhy u KRAS mutovanych
PDAC v porovnani s nadory bez ptitomné KRAS mutace

Gen Pomér hladiny KRAS | 95% konfiden¢ni hodnota-p?
mut nador/KRAS wt interval@
kontrola
BRAF 0.84 (0.72- 0.95) 0.021
MAP3K4 0.79 (0.67- 0.91) 0.035
MAPKS8 0.84 (0.71- 0.97) 0.027
MKNK1 0.72 (0.45- 0.99) 0.033
SOS2 0.77 (0.59- 0.94) 0.003

Poznamky: mut- pfitomna KRAS mutace v kodonech 12 nebo 13, wt- wild typ, tedy divoky typ
95% konfidenéni interval a hodnota—p byla vypoétena pomoci programu RT2 Profiler PCR Assay
Data Analysis v3.5. (Qiagen. Hildesheim, Némecko)
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Obrazek €. 5: Heat mapa expresniho profilu KRAS signélni drahy v nadorové tkani

Magnitude of gene expression

min avg max

Poznamky: KRAS nadory divokého typu jsou ozna¢eny modrym obdélnikem vlevo a vzorky s KRAS
mutaci jsou na pravé strané
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Obrazek ¢. 6: Kaplan-Meierovy kiivky celkového piezivani PDAC pacientu dle
miry exprese RAF1
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Low RAF1 22 17 26 15-37
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Poznamky: Low RAF1 expression-nizka exprese RAF1, High RAF1 exprese-vysoka exprese RAF1,
surviving fraction-piezivajici frakce, overall survival in months-OS v mésicich, Total N-celkovy
pocet pacientii, Events,N-celkovy pocet ptihod, 95% CI-95% konfidenéni interval

4.1.2.2 Expresni profily Hedgehog signalni drahy v nadorové tkani PDAC
xenografti—efekt SB-T-1216 1é¢by

Mysi xenografty byly pfipraveny z Paca-44 bunééné linie (Tabulka ¢. 5).
Mysi byly 1é€eny in vivo dvéma davkami 10 mg SB-T-1216 na kilogram vahy poté,
co tumor dosahl velikosti ~ 100 mm?3. Kontrolni Paca-44 xenografty byly zabity 8
tydnti po implantaci tumoru. Lécené xenografty byly zabity 24 hodin po druhé
davce SB-T-1216. Exprese genti HH signalni drahy byla stanovena v tumorové
tkani pomoci qPCR. Exprese ligandu SHH byla indukovéana lécbou SB-T-1216
u Paca-44 xenograftli, ackoliv downstream geny této drahy byly vétSinou

suprimovany (Tabulka ¢. 16, Obrazek ¢. 7).
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Tabulka €. 16: Rozdily v genové expresi HH signalni drahy mezi kontrolami a
Paca - 44 xenografty lécenymi SB-T-1216

Gen Pomér hladiny 95 % konfiden¢ni | Hodnota-p | Hodnota-q
nadorova tkan interval
po SB-T
terapii/kontrola
SHH 2.7 1.53-3.88 0.001 0.001
DHH 1.0 0.21-1.69 0.969 0.050
IHH 0.5 0.14-0.87 0.156 0.041
HHAT 0.5 0.36-0.69 0.008 0.025
PTCH1 0.5 0.33-0.69 0.003 0.016
PTCH2 1.1 0.34-1.88 0.656 0.047
SMO 0.6 0.45-0.79 0.014 0.031
GNAI1 0.5 0.28-0.68 0.005 0.021
GNAI2 0.5 0.34-0.63 <0.001 0.003
GNAI3 0.6 0.43-0.71 <0.001 0.004
KIF7 0.5 0.30-0.75 0.025 0.034
STK36 0.8 0.65-0.89 0.011 0.028
SUFU 0.9 0.78-0.97 0.062 0.037
GLI1 1.0 0.23-1.86 0.544 0.046
GLI2 0.5 0.39-0.68 0.012 0.029
GLI3 0.6 0.45-0.79 0.014 0.032
PRKACB 0.4 0.27-0.63 0.010 0.026
PRKACG 0.6 <0.01-1.99 0.466 0.044
PRKAR1A 0.4 0.28-0.54 <0.001 0.006
PRKAR1B 0.4 0.23-0.57 0.002 0.015
PRKAR2A 0.5 0.33-0.61 <0.001 0.007
PRKAR2B 0.2 0.09-0.40 0.001 0.009
CSNK1Al 0.7 0.51-0.81 0.003 0.018
GSK3A 0.7 0.50-0.84 0.005 0.022
GSK3B 0.7 0.56-0.83 0.006 0.023
KCTD11 0.5 0.07-0.91 0.057 0.035
KIF3A 0.4 0.23-0.47 0.003 0.019
ARRB1 0.5 0.42-0.66 0.001 0.010
ARRB2 0.8 0.59-0.98 0.093 0.038
GAS1 0.4 <0.01-0.92 0.399 0.043
HHIP 0.7 0.42-0.95 0.095 0.040
LRP2 1.0 0.45-1.56 0.701 0.048
BTRC 0.6 0.50-0.68 <0.001 0.012
PRKACA 0.4 0.28-0.58 <0.001 0.013

Poznamky: 95% konfidenéni interval a hodnota-p byly vypo¢itany pomoci programu RT2 Profiler
PCR Assay Data Analysis v3.5. (Qiagen, Hildesheim, Némecko). FDR test byl vypocitan dle
Benjaminiho a Hochberga (1995), hodnoty-q byly uvedeny pro kazdé srovnani. Vysledky, které
prosly FDR testem, jsou oznaceny Sedou barvou
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Obrazek ¢. 7: Downregulace HH signalni drahy u Paca-44 xenografti 1écenych
SB-T-1216 in vivo
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&/ Mapa HH signalni drahy ukazujici na rozdily v genové expresi v nadorové tkani Paca-44
xenograftl 1écenych SB-T-1216 v porovnani s nelécenymi nadory. Geny se zvySenou

expresi jsou oznaceny Cerven¢ a geny se snizenou expresi jsou oznaceny modfe.Geny beze
zmény exprese jsou bez barvy.

b/ Heat mapa expresniho profilu HH signalni drahy Paca-44 xenografti lé¢enych SB-T-
1216-(ozna¢eno modrym obdélnikem) a nelé¢enych kontrol Paca-44 xenograftd (ostatni

vzorky).
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4.2 Studium SL.C22A3 jako potencionalniho rizikového faktoru a
prognostického biomarkeru karcinomu pankreatu

4.2.1 Asociace SLC22A3 SNPs s rizikem vzniku karcinomu pankreatu

V ramci pilotni faze projektu byla provedena genotypizace u 208
ptipadtt PDAC a 381 kontrol z Ceské republiky.(87, 137) Tti SNPs (rs2504938,
rs9364554, rs2457571) byly statisticky vyznamné asociovany s rizikem vzniku
PDAC alespont v jednom z testovanych genetickych modelu. (Tabulka ¢. 17).
V dalsi fazi projektu byla provedena verifikace vySe zminénych tfi kandidatnich
SNPs na rozsahlém souboru vzorki PANDoRA, 1 046 ptipadi a 4 612 kontrol
Z Sesti evropskych zemi: Ceské republiky, Némecka, Recka, Itélie, Litvy a
Polska.(145) Signifikantni asociace se zvySenym rizikem vzniku PDAC byla
pozorovana U nosic¢u variantni T alely v ptipadé SNP rs9364554 (OR = 1.19, 95 %
Cl = 1.02-1.40, p = 0.030) (Tabulka ¢. 18), nicmén¢ tato asociace neproSla FDR
testem (q = 0.008). V zavére¢ném hodnoceni celé kohorty, zahrnujici vzorky pilotni
i valida¢ni faze, se nepodafilo prokazat zadny vztah mezi SNPs SLC22A3 a jejich
moznym vlivem na riziko PDAC. Tyto vysledky naznacuji, Ze genetickd variabilita
v SLC22A3 vyznamné nepfispiva k riziku vzniku PDAC v evropské populaci.
Trendy, které byly pozorovany v univariatni analyze pilotni faze projektu, se
obecné nezménily ani v multivariatni analyze zohlednujici vék, pohlavi, body mass
index (BMI), koufeni a konsumpci alkoholu s vyjimkou SNP rs4708867. G alela
rs4708867 byla v této adjustované analyze spojena se zvySenym rizikem PDAC
(Tabulka ¢. 19). Tato asociace vSak nemohla byt dale replikovana ve valida¢ni fazi
vzhledem k nedostatku dat tykajicich se zivotniho stylu ve valida¢nim souboru.
Jedna se o prvni studii zabyvajici se souvislosti mezi genetickou variabilitou
SLC22A3 a rizikem vzniku PDAC. RovnéZz naSe piedchozi dvé celogenomové
asociacni studie (genome-wide association studies, GWAS) provedené v ramci
PANDORA konsorcia nenasly zadnou suspektni spojitost mezi genetickymi
variantami SLC22A23 a mirou rizika vzniku PDAC (146, 147).
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Tabulka ¢. 17: Vysledky pilotni faze studie polymorfismu SLC22A3 jako
potencialniho rizikového faktoru PDAC

SNP Kontroly Piipady OR | 95% CI p
genotype N [% N | %
rs316174 (A>G)
AA 121 | 319 |64 31.2 | reference
AG 182 | 48.0 | 107 52.2 | 1.11 | 0.76-1.64 | 0.591
GG 76 20.1 | 34 16.6 | 0.85|0.51-1.41 | 0.516
G alela 258 | - 141 - 1.03 | 0.71-1.49 | 0.861
A alela” 303 |- 171 - 0.79 | 0.51-1.23 | 0.307
rs2504956 (C>T)
CC 240 | 63.2 | 115 55.8 | reference
CT 122 | 321 |81 39.3 | 1.39 | 0.97-2.00 | 0.074
TT 18 4.7 10 4.9 1.16 | 0.52-2.56 | 0.719
T alela 140 | - 91 - 1.35|0.96-1.92 | 0.083
C alela” 362 | - 196 - 1.03 | 0.47-2.27 | 0.949
rs572149 (A>G)
AA 153 | 41.6 | 149 42.0 | reference
AG 173 | 47.0 |54 51.2 | 1.08 | 0.75-1.54 | 0.675
GG 42 114 |5 6.8 0.59 | 0.31-1.15 | 0.121
G alela 214 | - 59 - 0.98 | 0.69-1.39 | 0.930
Aalela” 326 | - 203 - 0.57 | 0.30-1.08 | 0.080
rs3120137 (G>A)
GG 289 | 75.9 | 160 77.3 | reference
GA 87 22.8 | 42 20.3 | 0.87 | 0.57-1.32 | 0.519
AA 5 1.3 5 2.4 1.82 | 0.52-6.25 | 0.356
A alela 92 - 47 - 0.93 | 0.62-1.32 | 0.694
G alela” 376 | - 202 - 1.85 | 0.53-6.67 | 0.330
rs512077 (A>G)
AA 255 | 67.5 | 149 72.0 | reference
AG 113 | 29.9 |53 25.6 |0.80 | 0.55-1.18 | 0.262
GG 10 2.6 5 2.4 0.85 | 0.29-2.56 | 0.780
G alela 123 | - 58 - 0.81 | 0.56-1.18 | 0.258
A alela” 368 | - 202 - 0.91 | 0.31-2.70 | 0.866
rs675162 (A>G)
AA 270 | 73.2 | 163 79.9 | reference
AG 88 23.8 | 40 19.6 | 0.75| 0.50-1.15 | 0.187
GG 11 3.0 1 0.5 0.15 | 0.02-1.18 | 0.071
G alela 99 |- 41 - 0.86 | 0.45-1.04 | 0.073
A alela” 358 | - 203 - 0.16 | 0.02-1.25 | 0.081
rs394487 (C>T)
CcC 178 | 47.1 | 101 48.6 | reference
CT 170 | 45.0 | 96 46.2 | 0.99 | 0.70-1.41 | 0.979
TT 30 7.9 11 5.3 [ 0.65]0.31-1.35 | 0.243
T alela 200 | - 107 - 0.94 | 0.67-1.32 | 0.734
C alela” 348 | - 197 - 0.65 | 0.32-1.32 | 0.232
rs10455871(A>T)
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AA 369 |97.6 | 199 96.1 | reference

AT 9 2.4 8 3.9 | 1.64|0.63-4.35 | 0.312

TT 0 0 0 0 NA | NA NA

T alela 9 |- 8 - 1.64 | 0.63-4.35 | 0.312

A alela” 378 | - 207 - NA | NA NA
rs884742 (C>A)

CcC 287 | 76.3 | 172 82.7 | reference

CA 82 |21.8 35 16.8 | 0.71 | 0.46-1.10 | 0.129

AA 7 1.9 1 0.5 [ 0.24 | 0.03-1.96 | 0.182

A alela 89 |- 36 - 0.70 | 0.44-1.04 | 0.074

C alela” 369 |- 207 - 0.25 | 0.03-2.08 | 0.202
rs420038 (C>T)

CcC 173 | 47.0 99 48.8 | reference

CT 165 | 44.8 91 44.8 | 0.96 | 0.68-1.37 | 0.839

TT 30 8.2 13 6.4 | 0.76 | 0.38-1.52 | 0.434

C alela 195 | - 104 - 0.93 | 0.66-1.32 | 0.687

T alela” 338 | - 190 - 0.77 | 0.39-1.52 | 0.450
rs1567441 (T>C)

TT 201 |53.2 | 113 54.6 | reference

TC 159 | 42.1 83 40.1 | 0.93 | 0.65-1.32 | 0.679

CC 18 4.8 11 5.3 |1.09 | 0.50-2.38 | 0.835

C alela 177 | - 94 - 0.94 | 0.67-1.33 | 0.743

T alela” 360 |- 196 - 1.12 | 0.52-2.44 | 0.769
rs2504938 (C>T)

CcC 234 (614 | 110 53.4 | reference

CT 127 | 33.3 88 42.7 | 1.47 | 1.03-2.08 | 0.032

TT 20 5.2 8 3.9 [0.85|0.36-2.00 | 0.710

T alela 147 | - 96 - 1.39 | 0.99-1.96 | 0.060

C alela” 361 |- 198 - 0.73 | 0.32-1.69 | 0.460
rs7745775 (T>G)

TT 214 |56.3 | 131 63.3 | reference

TG 145 | 38.2 69 33.3 | 0.78 | 0.54-1.11 | 0.170

GG 21 55 7 3.4 1054023132 | 0.177

G alela 166 | - 76 - 0.75 | 0.53-1.06 | 0.102

T alela” 359 |- 200 - 0.60 | 0.25-1.43 | 0.249
rs9364554 (C>T)

CcC 223 |58.8 | 116 56.0 | reference

CT 144 |38.0 | 77 37.2 {1.03]0.72-1.47 | 0.879

TT 12 3.2 14 6.8 | 2.22 | 1.01-5.00 | 0.049

T alela 156 | - 91 - 1.12 | 0.79-1.59 | 0.512

C alela” 367 |- 193 - 2.22 | 1.01-5.00 | 0.048
rs2457571 (T>C)

TT 103 | 275 46 22.2 | reference

TC 209 | 559 |111 53.6 | 1.19 | 0.78-1.82 | 0.415

CC 62 | 16.6 50 24,2 |1.82 | 1.09-3.03 | 0.023

C alela 271 | - 161 - 1.33 | 0.89-2.00 | 0.160

T alela” 312 | - 157 - 1.61 | 1.55-2.44 | 0.027

1s7758229 (G>T)
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GG 184 | 48.7 | 104 50.5 | reference
GT 163 | 43.1 83 40.3 | 0.90 | 0.63-1.28 | 0.567
TT 31 8.2 19 9.2 |1.09 | 0.58-2.00 | 0.798
T alela 194 | - 102 - 0.93 | 0.66-1.30 | 0.676
G alela” 347 | - 187 - 1.14 | 0.63-2.08 | 0.673
rs12527649(G>A)
GG 336 |88.7 | 191 91.8 | reference
GA 41 |10.8 16 7.7 10.68|0.37-1.25 | 0.223
AA 0.08-
2 0.5 1 0.5 |0.88 10.00 0.917
A alela 43 | - 17 - 0.69 | 0.39-1.25 | 0.227
G alela” 0.08-
377 | - 207 - 0.91 10.00 0.939
rs4708867 (A>G)
AA 307 |81.6 | 164 78.8 | reference
AG 63 |16.8 | 41 19.7 | 1.22 | 0.79-1.89 | 0.375
GG 6 1.6 3 1.4 |0.93 |0.23-3.85 | 0.926
G alela 69 |- 44 - 1.19 | 0.78-1.82 | 0.412
A alela” 370 |- 205 - 0.90 | 0.22-3.70 | 0.885
rs17593921 (C>T)
CC 353 | 934 | 198 95.7 | reference
CT 25 6.6 9 4.3 |0.64|0.29-1.41 | 0.266
TT 0 0 0 0 NA | NA NA
T alela 25 |- 9 - 0.64 | 0.29-1.41 | 0.266
C alela” 378 | - 207 - NA | NA NA
rs1397168 (A>T)
AA 263 |69.2 | 142 68.3 | reference
AT 109 | 28.7 62 29.8 | 1.05|0.72-1.54 | 0.784
TT 8 2.1 4 1.9 [0.93|0.27-3.13 | 0.902
T alela 117 | - 66 - 1.04 | 0.72-1.52 | 0.814
A alela” 372 | - 204 - 0.91 | 0.27-3.03 | 0.881
rs3088441 (C>T)
CC 321 | 845 | 179 86.5 | reference
CT 58 |15.3 28 13.5 | 0.86 | 0.53-1.41 | 0.561
TT 1 0.3 0 0 NA | NA NA
T alela 1 |- 0 - 0.85 | 0.52-1.39 | 0.515
C alela” 322 |- 179 - NA | NA NA
rs2504926 (C>T)
CcC 107 | 28.4 63 30.6 | reference
CT 198 | 525 | 110 53.4 | 0.94 | 0.64-1.39 | 0.770
TT 72 1191 33 16.0 | 0.78 | 0.47-1.30 | 0.342
T alela 270 | - 143 - 0.90 | 0.62-1.30 | 0.576
C alela” 305 |- 173 - 0.81 | 0.52-1.27 | 0.356

Poznamky: “Vzicné genotypy jako reference, N=pocet jedincti, odds ratio- odhad relativniho rizika,
95% CI = 95% konfiden¢ni interval. Vzhledem k nevhodné kvantité nebo kvalit¢ DNA nékteré
genotypy chybé&ji. Statisticky vyznamnévysledky, které byly hodnoceny ve validaéni fazi jsou
oznaceny tucné
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Tabulka ¢. 18: Vysledky valida¢ni faze studie kandidatnich
polymorfismi SLC22A3 spojenych s rizikem vzniku PDAC

SNP
Kontroly Pripady Hruba analyza Adjustovana analyza*
Genotype
N % N % | OR | 95% CI p aOR | 95% CI p

rs2504956 (C>T)

CC 1817 | 61.7 | 632 61.4 | reference reference

CT 986 | 33.5 | 350 34.0 | 0.98 | 0.84-1.14 | 0.793 | 1.07 0.94-1.27 | 0.395

TT 141 48| 48 471 1.02|0.73-1.43 | 0.901 | 1.17 0.81-1.69 | 0.398

T alela 1127 | - 398 - 0.98 | 0.85-1.14 | 0.838 | 1.09 0.93-1.27 | 0.305

C alelaf 2803 | - 982 - 0.97 | 0.69-1.35 | 0.867 | 1.16 0.81-1.66 | 0.427
rs512077 (A>G)

AA 2101 | 705 | 726 | 70.1 | reference reference

AG 809 |27.2| 280 |27.0|0.99 |0.85-1.18 | 0.984 | 0.95 0.80-1.13 | 0.596

GG 69 2.3 30 2.9 (0.79 | 0.51-1.23 | 0.303 | 1.07 0.66-1.72 | 0.784

G alela 878 | - 310 | - 0.98 | 0.84-1.14 | 0.785 | 0.96 0.82-1.14 | 0.660

A alela’ 2910 | - 1006 | - 1.26 | 0.81-1.92 | 0.301 | 1.08 0.67-1.74 | 0.755
rs2504938 (C>T)

CcC 1733 | 59.0 | 631 | 60.6 | reference reference

CT 1055 | 359 | 358 | 34.4 | 1.07|0.92-1.25 | 0.359 | 1.01 0.86-1.19 | 0.929

TT 149 5.1 52 5.0 | 1.04 | 0.75-1.45 | 0.800 | 1.15 0.81-1.62 | 0.437

T alela 1204 | - 410 | - 1.07 | 0.93-1.23 | 0.364 | 1.02 0.88-1.20 | 0.771

C alelaf 2788 | - 989 | - 0.98 | 0.71-1.35 | 0.921 | 1.15 0.77-1.52 | 0.433
rs9364554 (C>T)

CcC 1792 | 62.5| 597 | 60.2 | reference reference

CT 912 |31.8| 340 |34.3|0.89|0.77-1.04 | 0.156 | 1.20 1.01-1.42 | 0.034¢

TT 162 5.7 55 55 (0.98 | 0.71-1.35 | 0.908 | 1.15 0.81-1.65 | 0.429

T alela 1074 | - 395 | - 0.91 | 0.78-1.05 | 0.190 | 1.19 1.02-1.40 | 0.030*

C alelaf 2704 | - 937 | - 0.98 | 0.71-1.33 | 0.899 | 1.08 0.77-1.52 | 0.647
rs2457571 (T>C)

TT 885 | 30.8 | 327 | 32.1 | reference reference

TC 1431 | 49.8 | 485 | 475 | 1.09 | 0.93-1.28 | 0.300 | 1.04 0.87-1.24 | 0.645

CcC 559 |19.4 | 208 |20.4|0.99 |0.81-1.20 | 0.946 | 1.21 0.97-1.51 | 0.097

C alela 1990 | - 693 | - 1.06 | 0.91-1.23 | 0.449 | 1.09 0.93-1.29 | 0.296

T alelaf 2316 | - 812 | - 1.06 | 0.89-1.27 | 0.513 | 1.18 0.97-1.44 | 0.093
rs7758229 (G>T)

GG 1637 | 55.3 | 568 | 54.7 | reference reference

GT 1121 | 37.8 | 403 | 38.8 | 0.96 | 0.83-1.12 | 0.640 | 1.13 0.96-1.33 | 0.138

TT 204 6.9 68 6.5 | 1.04 | 0.78-1.41 | 0.787 | 1.00 0.73-1.39 | 0.981

T alela 1325 | - 471 | - 0.98 | 0.85-1.14 | 0.738 | 1.11 0.95-1.30 | 0.174

G alelaf 2962 | - 971 | - 0.95 | 0.71-1.27 | 0.706 | 0.97 0.71-1.32 | 0.826

Poznamky: “p-hodnota upravena s pfihlédnutim k véku, pohlavi a zemi ptivodu,”N=pocet jedinc,
fvzacny genotyp jako reference, vysledek nepotvrzen FDR testem (g=0.008). Statisticky vyznamné
vysledky oznaCeny tu¢né
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Tabulka €. 19: Vysledky pilotni faze studie polymorfismu SLC22A3 jako
potencialniho rizikového faktoru PDAC se zohlednénim hlavnich faktort Zivotniho
stylu

SNP genotyp aOR 95% CI D
rs2457571 (T>C)

TT reference

TC 0.88 0.49-1.58 0.677

CcC 1.85 0.91-3.74 0.089

C alela 1.11 0.64-1.93 0.711

T alela” 1.93 1.10-3.40 0.022
rs7758229 (G>T)

GG reference

GT 0.86 0.52-1.41 0.542

TT 1.03 0.42-2.51 0.974

T alela 0.89 0.55-1.43 0.632

G alela” 1.10 0.47-2.56 0.825
rs12527649 (G>A)

GG reference

GA 0.52 0.23-1.21 0.130

AA 0.52 0.04-6.76 0.614

A alela 0.52 0.23-1.16 0.112

G alela” 0.52 0.04-6.66 0.619
rs4708867 (A>G)

AA reference

AG 2.02 1.09-3.72 0.025

GG 0.80 0.88-7.29 0.844

G alela 1.89 1.05-3.42 0.035

A alela” 0.68 0.08-6.19 0.732
rs17593921 (C>T)

CcC reference

CT 0.88 0.28-2.74 0.826

TT NA NA NA

T alela 0.88 0.28-2.74 0.826

C alela” NA NA NA
rs1397168 (A>T)

AA reference

AT 1.52 0.91-2.56 0.112

TT 0.50 0.10-2.51 0.399

T alela 1.41 0.85-2.32 0.181

A alela” 0.48 0.09-2.40 0.367
rs3088441 (C>T)

CcC reference

CT 0.75 0.37-1.53 0.428

TT NA NA NA

T alela 0.75 0.37-1.53 0.428

C alela” NA NA NA
rs2504926 (C>T)

CcC reference

CT 0.75 0.44-1.28 0.291

TT 0.59 0.28-1.25 0.170

T alela 0.72 0.43-1.19 0.197

C alela” 0.75 0.40-1.42 0.378

Poznamky:"Vzacné genotypy jako reference, N=pocet jedincii, aOR = adjustovany pomér rizik,
95% CI = 95% konfiden¢ni interval. Analyza provedena s ptihlédnutim k véku, pohlavi, body mass
indexu, koufeni a konsumpce alkoholu. Statisticky vyznamné vysledky jsou zvyraznény tu¢né

75



4.2.2 Asociace SLC22A3 SNPs s celkovym prezivanim pacienti s PDAC

Druhym cilem této studie bylo hodnoceni genetické variability SLC22A3 ve
vztahu ke klinickym udajum tykajicich se stadia nemoci a celkového piezivani
PDAC pacientt. V pilotni fazi projektu byl nalezen vyznamné vyssi pocet nosica T
alely rs7758229 u pacienti s metastatickou chorobou oproti pacientim bez
pfitomnosti vzdalenych metastaz (OR = 3.63, 95% CI = 1.46-9.06, p = 0.006)
u heterozygotii GT V porovnani s nosi¢i divokého GG genotypu a obecné u nosici
T alely, at’ jiz v homozygotni, ¢i heterozygotni formé (OR =2.76, 95 % CI = 1.20-
6.32, p = 0.016) (Tabulka ¢. 20). Dale bylo zjisténo, ze nosi¢i AA genotypu
v 1s512077 nebo T alely v 1rs2504956 vykazovali del§i OS neZ zbytek studované
populace, nicméné oba vztahy byly na hrané statistické vyznamnosti (p=0,034
a 0,045; Obrazek ¢. 8). Tyto SNPs by tedy mohly potencialné slouzit jako
prognostické biomarkery PDAC. Ve validacni fazi vyznamnych vysledku pilotni
studie se prokazal pouze vztah mezi SNP rs2504938 a OS pacientl. Pacienti s TT
genotypem Vv rs2504938 genu SLC22A3 m¢li statisticky vyznamné krat$i OS nez
pacienti s genotypem CC (p = 0.002, Obrazek ¢. 9). Tato asociace byla potvrzena
1 po FDR korekei ve validacni fazi. (q = 0.008). Bohuzel pii kombinované analyze
celého souboru zahrnujici subjekty, pilotni i validaéni studii, nedosahla tato

asociace statistické vyznamnosti (p = 0.073, Obrazek ¢. 10).

Tabulka ¢. 20: Pilotni studie distribuce SLC22A3 SNPs u PDAC pacienti
stratifikovanych dle pfitomnosti vzdalenych metastaz

SNP MO M1
N % N % OR 95% CI p
genotyp
rs7758229
GG 33 66.0 | 19 41.3 | reference
GT 11 22.0 | 23 50.0 | 3.63 | 1.46-9.06 0.006
TT 6 120 | 4 8.7 [ 1.16 | 0.29-4.63 0.836
T alela | 17 - 27 - 2.76 | 1.20-6.32 0.016
Galela™ | 44 - 42 - 0.70 | 0.18-2.65 0.598

Poznamky: TT genotyp je referencni, N=pocet jedincii, OR=0dds ratio, 95% CI=95% konfiden¢ni
interval. Vzhledem k zachovani ptehlednosti a konzistence stylu jsou uvedeny pouze statisticky
vyznamné vysledky (tucné zvyraznény)
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Obrazek ¢. 8: SLC22A3 polymorfismy (rs512077, rs2504956) a jejich vliv na OS
pacientl s PDAC V pilotni fazi studie
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Poznamky: plna ¢ara- divoky genotyp , pferuSovana ¢ara- pacienti se vzacnou variantou, Discovery
phase- vyzkumna faze, genotype-genotyp, allele- alela, Cum survival- kumulativni ptezivani, overall
survival in months —OS v mésicich, Total N — celkovy pocet jedincii, Deceased- zemieli

Obrazek ¢. 9: Polymorfismus SLC22A3 rs2504938 a jeho vliv na OS pacienti s
PDAC pfi hodnoceni vSech subjektt pilotni i validaéni faze
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CC genotype 167 163 10.0 8.2-11.8 CC genotype 487 376 10.8 9.5-12.0
TT genotype 7 5 16.0 8.5-12.0 TTgenotype 36 28 7.0 4594

Poznamky: Rozdil v medianu prezivani porovnavanych skupin pacientd byl signifikantni
(p=0.002) ve valida¢nim souboru. Hazard ratio, 95% konfidenéni interval a hodnota-p byly
vypocteny dle stadia adjustované Cox regrese. Discovery phase- vyzkumna faze, Validation phase-
valida¢ni faze, genotype-genotyp, allele- alela, Cum survival- kumulativni pfezivani, overall survival
in months —OS ve mésicich, Total N — celkovy pocet jedincii, Deceased- zemieli
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Obrazek ¢. 10: Asociace mezi SLC22A3 rs2504938 SNP a OS pacientti s PDAC
kombinované v obou fazich. Kaplan—Meierovy kiivky pacientti s CC genotypem
(plna cara) vs. pacienti s TT genotypem (pferusovana ¢ara).
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Poznamky: Rozdil v medianu pfezivani porovnavanych skupin pacientti nebyl signifikantni
(p=10.073). Hazard ratio, 95% konfiden¢ni interval a hodnota-p byly vypoéteny dle stadia
adjustované Cox regrese. Combined analysis- kombinovana analyza, genotype-genotyp, Cum

survival- kumulativni pfezivani, overall survival in months —OS ve mésicich, Total N — celkovy
pocet jedinci, Deceased- zemfteli
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4.3 Retrospektivni analyza pacientii s karcinomem pankreatu 1é¢enych
V nasSem centru

4.3.1 Charakteristika studované populace

Studovana populace sestavala ze 159 pacientt bez klinicky detekovatelnych
vzdalenych metastaz, kteti podstoupili resekci PDAC (Tabulka ¢. 21). Pomér RO
a R1 resekce nebyl hodnocen, jelikoz vzorky byly histopatologicky vysetieny pred
zavedenim Leedsova protokolu do klinické praxe, coz by vedlo k nespravné
uvadéné cCetnosti RO resekce. Dva pacienti (1,3 %) podstoupili neoadjuvantni
radioterapii s konkomitantné podavanym kontinualnim 5-fluorouracilem. U 111
pacientii (69,8 %) byla podana adjuvantni chemoterapie na bazi nukleosidovych
analog (gemcitabinu a 5-fluorouracilu). 41 pacientt (25,8 %) bylo z dalsi analyzy
vyfazeno z nasledujicich divodi: nepfitomnost rekurence (n = 24), nekompletni
data (n = 14), amrti v ¢asném poopera¢nim obdobi (n = 2) nebo R2 resekce (n = 1).
Celkova doba preziti dosahovala 66,7 % Vv prvnim roce po operaci, 36,6 % ve
druhém roce, 28,1% ve tietim roce a 18,7 % Vv patém roce. Z rizikovych faktora
byla nejcastéji nalezena perineuralni invaze a infiltrace lymfatickych uzlin (66,7 %
a 53,5 %), zatimco lymfovaskularni invaze a mikroangioinvaze se vyskytovaly
mén¢ Casto (32,7 % a 18,2 %). Median DFS dosahoval v celé kohorté 10 mésict.
Vétsina pacientd, u kterych doslo k metachronnimu vzniku pulmonalnich metastaz,
podstoupila primarni resekci hlavy pankreatu nebo totalni pankreatektomii,

vzhledem Kk lokalizaci nadoru v hlavé pankreatu (88,7 %).
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Tabulka ¢&. 21: Klinické a patologické charakteristiky celé kohorty

Parametry N %
Veék-median (63.8 let); rozsah 159 100
[40-81]

Pohlavi

Muzi 93 58
Zeny 66 42
Histologicka diferenciace

G1+G2 88 55
G3+G4 67 42
Neuvedeno 4 3
Lokalizace

Caput 141 89
Cauda 18 11
Primarni tumor (pT)

pT1 20 13
pT2 34 21
pT3 102 64
pT4 3 2
Regionalni LU (pN)

pNO 74 47
pN1 85 53
Mikroangioinvaze (pAl)

pAlQ 119 75
pAll 29 18
Neuvedeno 11 7
Perineurilni invaze (pPN)

pPNO 42 26
pPN1 106 67
Neuvedeno 11 7
Lymfovaskuldrni invaze (pLI)

pLI0 96 60
pLI1 52 33
Neuvedeno 11 7
Neoadjuvantni terapie

Ano 2 1
Ne 157 99
Adjuvantni terapie

Ano 111 70
Ne 43 27
Neuvedeno 5 3
Status v dispenzarizaci

Zivi 25 16
Zemfeli 134 84

V dalsi analyze byli hodnoceni pouze pacienti, u kterych doslo k rozvoji
metachronnich metastaz. Analyzovana data pacientt s metachronnimi metastazami
jsou shrnuta v Tabulce ¢. 22. VétSina pacientd s isolovanymi pulmonalnimi
metastazami byla diagnostikovana pomoci PET/CT na podkladé vzestupu CA 19-9
béhem pooperaéni onkologické dispenzarizace.
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Tabulka ¢. 22: Klinické a patologické charakteristiky u pacientl s metachronnimi

Metastazami

Parametry Ne- Pulmonalni p Isolované | Isolované- | Isolované- | Pulmonalni
pulmonalni pulmonalni oligo mnohodetné a jiné

Vék-medidn 63.9 61.3 0.214 54.4 57 50.5 63.6

Pohlavi 0.012

Muzské 59 6 0 0 0 6

Zenské 38 14 5 3 2 9

Histologicka 0.636

diferenciace

G1+G2 47 10 2 1 1 8

G3+G4 48 8 2 2 0 6

Neuvedeny 2 2 1 0 1 1

Lokalizace 0.339

Caput 85 19 5 3 2 14

Cauda 12 1 0 0 0 1

Primarni tumor 0.263

(pT)

pT1 10 4 2 1 1 2

pT2 21 2 0 0 0 2

pT3 65 13 3 2 1 10

pT4 1 1 0 0 0 1

Regionalni LU 0.308

(pN)

pNO 41 6 3 2 1 3

pN1 56 14 2 1 1 12

Mikroangioinvaze 0.751

(A

pAIO 69 15 4 2 2 11

pAll 23 4 1 1 0 3

Neuvedeno 5 1 0 0 0 1

Perineuralni 0.057

invaze (P1)

pPIO 23 1 0 0 0 1

pPI1 69 18 5 3 2 13

Lymfovaskularni 0.879

invaze(L1)

pLI0 55 11 4 3 1 7

pLI1 37 8 1 0 1 7

Neuvedeno 5 1 0 0 0 1

Neoadjuvantni

terapie

Ano 1 1 1 0 1 0

Ne 96 19 4 3 2 15

Adjuvantni 0.294

terapie

Ano 71 17 4 2 2 13

Ne 25 3 1 1 0 2

Bez udajt 1 0 0 0 0 0

Status v 0.004

dispenzarizaci

Zivi 3 4 2 2 0 2

Zemfeli 94 16 3 1 2 13

Poznamky: LU-lymfatické uzliny, p-p-hodnota
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Celkem 20 pacientt (17 %) melo V pooperacnim obdobi zjisténo
metachronni pulmonalni metastazy (MPM). 85 % pacientli s metachronnimi
pulmonalnimi metastazemi podstoupilo adjuvantni chemoterapii po primarni
pankreatické resekci, V pfipadé pacientii s jinymi neZ pulmonalnimi metastizami
byla adjuvance podana u 74 % pacientd. Perineurdlni invaze byla vyssi u MPM
pacientt, nicméné rozdil nebyl statisticky vyznamny (p = 0.057). Statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinami pacienti s MPM a nepulmonalnimi metastazami
byly prokazany v piipad¢ pohlavi (p =0.012) a OS (p = 0.004). Na Obrazku ¢. 11 je
znazornéno DFS (disease free survival) a OS (overall survival) v obou

podskupinach a jejich signifikantné vyznamné rozdily (p = 0.005 a 0.004).

Obrazek ¢. 11: Srovnani DFS (A) a OS (B) pacientii S metachronnimi
pulmonalnimi metastazami a metachronnimi nepulmonalnimi metastazami.
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Poznamky: MPM: Metachronni pulmonalni metastazy, MNPM: Metachronni nepulmonalni
metastazy, DFS: Cas do progrese choroby, OS: Celkové piezivani, (mo): mésice, Cumulative
survival: kumulativni piezivani
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4.3.2 Pacienti s metachronnimi pulmonalnimi metastazami

Ve studovaném souboru MPM pacienti (n=20) se u péti Zen (25 %)
vyskytly isolované metastazy plic. Plicni metastazy spolecné¢ s mnohocCetnymi
metastazami jinych organt byly detekovany u 15 ptipadt (75 %). Obrazek ¢. 12
ukazuje DFS a OS obou skupin. Vzhledem k malému poctu pacient s izolovanymi
plicnimi metastazami neni statisticka analyza zcela relevantni, nicmén¢ prodlouzeni
OS dosahuje hrani¢ni statistické vyznamnosti (p = 0.05). Zatimco median OS je
podobny u pacientti s nepulmonalnimi metastazemi (16,2 mésicti) a celé kohorty
(16,9 mésicti), median OS u pacientd s MPM dosahuje dvojnasobnych hodnot (31,8
mésicti). V podskupiné pouze isolovanych plicnich metastaz (n = 5) je median DFS
35,4 mésice a OS dokonce 81,4 mésice. Z téchto péti pacienti se jednalo o 2
pacienty s bilateralnimi mnohocetnymi metastazemi a 3 pacienty s isolovanou
oligometastatickou rekurenci. Pacienti s mnohocetnymi bilateralnimi lézemi byli
1é¢eni systémovou chemoterapii (5-fluorouracil v kombinaci s oxaliplatinou nebo
gemcitabinem). U jednoho pacienta byla provedena torakoskopicka biopsie, ktera
potvrdila metastazu PDAC 22 mésicli po primarni pankreatické resekci. VSechny
pulmonalni 1éze byly relativné stabilni a progredovaly velmi pomalu béhem dalSich
linii chemoterapie. Nicméné 80 meésici po primarni resekci doSlo ke vzniku
mozkovych metastaz a pacient zemiel 82,5 mésici po primarni resekci. U tohoto
pacienta nebyla diagnostikovana Z4dna intraabdominalni rekurence. Druhy pacient
s bilateralnim plicnim postizenim byl 1éCen gemcitabinem v monoterapii a zemiel

v dusledku progrese choroby 50,5 mésicti od primarni pankreatické resekce.

Pacienti s metachronnimi isolovanymi oligometastazemi (n = 3) byli
povazovani za kandidaty chirurgického vykonu. Jeden z téchto pacientd byl 1é¢en
mimo nas8i instituci a podstoupil chemoterapii gemcitabinem, pii které doslo
k progresi nemoci a vzniku jaternich metastdz. Pacient zemiel 12,5 mésice od
diagnozy MPM. Dalsi dva pacienti z této skupiny podstoupili nekomplikovanou
pulmonalni resekci isolovanych oligometastaz, jenz se vytvotily 34 a 52 mésicti po
primarni pankreatické resekci. Tyto metastizy PDAC byly histologicky
verifikovany. V prosinci 2016 byli tito pacienti stale nazivu bez zndmek rekurence
choroby, coz je vice jak jeden rok od resekéniho vykonu. Dalsi analyza pacienti

S pulmonalnimi metastaizemi (n=15) a soucasnou pfitomnosti metastaz jinych
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organti ukazala, ze pacienti s metastazami vyskytujicimi se pouze V plicich
a retroperitonedlnich paraaortalnich lymfatickych uzlinach, maji podobny prib¢h
nemoci jako pacienti s izolovanymi pulmonalnimi metastazemi. U téchto pacientl
dosahoval DFS 35 mésict a median OS 45 mésici, coz je signifikantné déle oproti
pacientim s vyskytem pulmondlnich metastdz a metastaz jinych organt (zejména
jater), jejichz median DFS ¢inil pouze 13,5 mésicti a median OS 19,6 mésicu.

Nicméng¢ tato data je nutno hodnotit s obezietnosti vzhledem k velikosti souboru.

Obrazek €. 12: DFS (A) a OS (B) pacientll s metachronnimi isolovanymi
pulmonalnimi metastazami a pacientii s metachronnimi metastazami pii soucasné
diseminaci do jinych organt
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Poznamky: MPM: Metachronni pulmonalni metastdzy, MNPM: Metachronni nepulmonalni
metastazy, DFS: Cas do progrese choroby, OS: Celkové prezivani, (mo):mésice, Cumulative
survival:kumulativni pfezivani
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5 DISKUSE A ZAVER

Navzdory usilovnému vyzkumu zistavda PDAC nemoci s velmi neptiznivou
prognézou. Na rozdil od jinych solidnich nadorti nezaznamenala systémova 1écba
u PDAC v poslednich desetiletich zadnych velkych pokrokd. Ani cilena 1é¢ba zatim

neprokazala klinicky vyznamnou ucinnost.

Biomarkery hraji dulezitou roli ve strategii 1éCby, avSak moznosti vyuZiti
prediktivnich ¢i prognostickych biomarker v 1écbé PDAC jsou zatim velmi
omezené. Mnoho studii s cilenou terapii PDAC skoncilo v poslednich letech
neuspéchem.(167, 168) Vyvstava zde tedy urgentni potieba porozumeéni patogenezi
a biologii PDAC s cilem odhalit nové terapeutické moznosti a identifikovat skupiny
pacientil, které budou z této 1écby vyznamné profitovat. NaSe prace se soustfedila
na dvé klicové signalni drahy onkogeneze PDAC (KRAS a Hedgehog) a jejich
vyznam jako potencialniho prediktivniho ¢i prognostického markeru. Signalni draha
HH je vnadorové tkani PDAC zvySené exprimovana a jeji exprese souvisi
s celkovym prezivanim pacientli, coz potvrzuji i vysledky nasi prace.(148, 149)
Jako prvni jsme demonstrovali in vivo na mysich modelech moznost downregulace
této zvySené exprimované HH signdlni drahy podanim chemoterapie
(experimentalniho taxanu SB-T-1216), ¢imz jsme dosahli obnoveni HH fenotypu
zdravé pankreatické tkdné. Taxany stimuluji polymerizaci mikrotubulll a inhibuji
jejich depolymerizaci. Dochazi tak k zastaveni bunétného cyklu ve fazi G2/M
a nasledné bunéc¢ného déleni. SB-T-1216 nezpusobuje G2/M blokadu, ale indukuje
akumulaci hypodiploidnich bunék.(159) Inhibice HH signalni drahy pomoci SB-T-
1216 muze byt zptisobena opozdénym bunéénym délenim, nebo vlivem SB-T-1216
na modulaci kmenovych bun¢k a chemosensitivitu nadorové tkané (160, 161, 162).
Tento nové pozorovany mechanismus ucinku taxani u PDAC souvisejici

vvvvv

v 1écbé PDAC.

Prognosticky vyznam proteinové exprese ligandu Hedhehog signalni drahy

SHH a GLI jiz byl publikovan dfive.(148) Vysoké hladiny SHH a GLI jsou spojeny

S horSim prezivanim PDAC pacientii. NaSe prace rovnéz potvrdila spojitost mezi
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vysokou genovou expresi SHH a kratSim prezivanim pacientii. Na rozdil od prace
Marechal et al., (149) nasSe studie nenachazi prognosticky vyznam GLI1 exprese, ale
statisticky vyznamné kratsi celkové piezivani pacienti s vysokou expresi PTCHL.
Rozdil vysledki obou praci je pravdépodobné zplisoben omezenym mnozstvim
vzorkill v nas$i studii a moznou diskrepanci mezi hladinami transkriptd a proteint.
Nase prace jako prvni studovala vztah mezi KRAS mutaci a kompletnim expresnim
praci zaméfenych pouze na jednotlivé geny, naSe vysledky nepotvrdily interakci

mezi HH a KRAS na urovni celé signalni drahy.(152, 153).

KRAS mutace se vyskytuje az u 90 % PDAC. (163, 164) Mutaéni analyza
nasi studované kohorty pacientl s operabilnim PDAC je v souladu s témito daty.
Geny 4 signalnich drah, které se nachazeji nize pod protoonkogenem KRAS byly
velmi odlisné exprimovany v tumorech pfi srovnani s nenadorovou tkéani slinivky.
Vysledovali jsme statisticky vyznamnou zvySenou expresi 3 z téchto 4 drah, a to
PI3K/PDK1/AKT, RAL guanine nucleotide exchange factor, a RIN1/ABL
(PIK3CA/G, PAK1, RALA, RALBP1, RAC1, RIN1, PTK2, and SRC) drahy, které
jsou v pifimém kontextu s remodelaci cytoskeletu bun¢k, a endocytdézou a jsou
zodpovédné za migraci nadorovych bunc¢k a Sifeni nemoci. Naopak, geny
RAF/MAPK drahy byly v nadorové tkani exprimovany mén€. Expresni profily
KRAS downstream signalnich drah vyznamné nesouvisely s patologickou
charakteristikou nadoru jako je angioinvaze, perineuralni invaze, diferenciace
nadoru nebo piitomnost nodalnich metastaz. Nicméné stejné jako V piipadé
Heghehog signalni drdhy, ani zde se neprokazal efekt KRAS signalni drahy
na celkové prezivani pacientl. Zajimavé je, ze draha je stejné deregulovéana
Vv ptipad¢ pifitomné KRAS mutace, jako i v tumorech bez mutace v genu KRAS.
Prokdzali jsme tedy, Zze KRAS mutace neovliviluje prezivani pacientll
S karcinomem pankreatu, a ani vysledny fenotyp (expresi mRNA) v tkédni
karcinomu pankreatu. Toto zjisténi CasteCné¢ objasiiuje dosavadni absolutni

neuspéch KRAS inhibitortd v cilené 1é¢bé PDAC (170-173).

Prognéza nadorovych onemocnéni vSak nemusi souviset pouze S expresi
signalnich drah podilejicich se na onkogenezi a potencialné regulujicich biologické
chovani nadoru. Dulezitym mechanismem ovliviiujicim prezivani onkologickych
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pacientil je i jejich odpovéd’ na podanou 1é¢bu, ktera miize byt vyznamné ovlivnéna
expresi a funkci membranovych proteini, které ovliviuji prinik xenobiotik ptes
bunénou membranu. V nasich pfedchozich projektech byla zjisténa vysoka exprese
MRNA SLC22A3 v nadorové tkani PDAC.(88) Tato exprese vyznamné souvisela
s celkovym prezivanim pacientd (128). Spojitost mezi genetickou variabilitou
SLC22A3 a rizikem vzniku PDAC byla jednim z dal$ich cili nasi prace. Navzdory
diive publikovanym vysledkiim asociace rs7758229 SNP SLC22A3 s rizikem
vzniku kolorektalniho karcinomu (126) a rs9364554 s rizikem vzniku karcinomu
prostaty (125, 175) se nam nepodafilo prokazat spojitost mezi genetickymi
polymorfismy SLC22A3 a rizikem vzniku karcinomu pankreatu. Nicmén¢ nase data
jsou v souladu s nedavno publikovanymi celogenomovymi asocia¢nimi studiemi
(genome-wide association studies, GWAS), které rovnéz nepopsaly Spojitost mezi
genu SLC22A3 se vznikem jinych typt nadorti, neni pravdépodobné, ze by alterace
v genu SLC22A3 mély vliv na vznik karcinomu pankreatu. (146, 174).

Naslednym cilem nasi prace bylo hodnoceni souvislosti genetické variability
SLC22A3 s hlavnimi klinickymi charakteristikami PDAC. V pilotni fazi byl zjistén
vyznamné vyss§i pocet nosicu T alely nebo heterozygotniho fenotypu rs7758229
V ptipadé metastatické nemoci (OR = 3.63, 95% CI = 1.46-9.06, p = 0.006), ktera je
prognosticky velmi neptizniva. Naopak pacienti, ktefi byli nosi¢i AA genotypu
rs512077 nebo T alely rs2504956 dosahovali delsiho celkového piezivani oproti
jinym pacientim. Tyto vysledky vSak nebyly replikovany ve validac¢ni fazi. Ve
valida¢ni fazi vyznamnych vysledki pilotni studie se prokazal pouze vztah mezi
SNP 1s2504938 a OS pacientl. Pacienti s TT genotypem v rs2504938 genu
SLC22A3 méli statisticky vyznamné krat$i OS nez pacienti s genotypem CC.

Potencialni funkéni dopad polymorfismu rs2804938 byl testovan na dvou
urovnich. Prvni byla analyza pomoci in silico predikce vyuzitim programu
HaploReg v3, kterd poukazala na moZnost ovlivnéni Hmx 1 a NF-kappaB motivi.
Dale jsme korelovali vyskyt rs2804938 polymorfismu s hladinou transkriptu
a proteinu SLC22A3 v nadorovych tkanich u radikalné operovanych pacientl
s karcinomem pankreatu. Funkéni vztah SNP rs2801938 k expresi SLC22A3

v tkanich karcinomu pankreatu se vSak prokazat nepodafilo. (88) Efekt tohoto
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jinym mechanismem nez deregulaci exprese SLC22A3 transportéru a zlistdva zatim
neobjasnén. Neddvné vysledky poukazaly na roli neurotransmiterti pfi stimulaci
rastu karcinomu prostaty (176) a pankreatu, a na jejich naslednou invazivitu
a metastazovani.(177) Z tohoto divodu by bylo vhodné v budoucich projektech
ov¢rit, zda SLC22A3 hraje roli v nadorové tumorigenesi ovlivnénim clearance
téchto aktivnich latek. Jak jiz naznacily vysledky nasi predeslé studie, existuje
asociace genové exprese SLC22A3 a OS pouze u pacientl, ktefi byli IéCeni
nukleosidovymi analogy. Nabizi se tedy analyza OS stratifikovana dle terapie.
Nicméné¢ hodnoceny soubor, ktery byl =ziskan z celoevropského konsorcia
PANDORA, zatim nedisponuje dostate¢né relevantnimi daty ktéto analyze.
Zaroven variace véku v obou souborech a BMI distribuce v pilotni a validaéni fazi
projektu se jevi jako potencidlni limitujici faktory této studie. K objasnéni korelace
polymorfismu SLC22A3 jako prognostického faktoru u PDAC je nutné dalsi

hodnoceni cestou nezavislych studii.

Jak jiz bylo zminéno, ptfitomnost vzdalenych metastaz je pro PDAC pacienty
prognosticky velmi nepfizniva. Diseminace PDAC probihd jak hematogenni,
lymfogenni, perineuralni cestou tak pfimym intrakavitarnim rozsevem do riznych
organt.(142, 178, 179) Metastaticka choroba je rovnéz heterogenni entitou,
diseminace do jednotlivych organid je prognosticky velmi rozdilna. Jedna

v

z prognosticky ptiznivéjSich oblasti diseminace PDAC je plicni parenchym.

Nase prace je prvni ve stfedni Evropé€, kterd studuje homogenni kohortu
radikaln¢ operovanych PDAC pacientd s ohledem na lokalitu rekurence a s tim
spojené progndzy. Nejcastéjsi formou extraabdominalni diseminace choroby po
pankreatické resekci byly metachronni pulmondlni metastaizy (MPM), coz je
vsouladu s diive publikovanymi pracemi s incidenci MPM vV jednotlivych
souborech mezi 3 % - 22 %.(139, 140, 180-182) MPM se mohou vyskytovat ve
ttech rlznych formach. Jednd se o metachronni isolované pulmonalni
oligometastazy, mnohocetné isolované pulmondlni metastdzy a soucasny vyskyt
pulmonalnich metastaz s metastazami jinych organt. V nasi studii se vyskytovaly
izolované pulmonalni metastazy u 4,2 % piipadu s rekurenci choroby a u 3,1 % celé

kohorty (vCetné pacientli bez zatim prokdzaného relapsu). Zajimavé je, Ze izolované
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pulmonalni metastazy se vyskytovaly V nasi kohorté pouze u zen. Kamisawa et al.
(178) hodnotili neselektovanou kohortu pacienti léCenych chemoterapii,
radioterapii, radikalnim 1 paliativnim pfistupem. Udavaji, ze k hematogennimu
rozsevu do plic dochazi predevSim pii lokalizaci primarniho nadoru Vv caudé
pankreatu anebo pii obstrukci liendlni zily. V nasi kohorté byl vyskyt primarniho
nadoru v caudé pankreatu mensi nez 5 % a obstrukce liendlni zily se vibec
nevyskytovala. V¢k pacientd v dobé diagnozy primarniho nadoru, s naslednou
plicni diseminaci ve form¢ isolovanych metastaz, byl podstatné niz$i nez u ostatnich

pacientl (median 57 let, 44-66 let).

V ptipad€ isolovanych plicnich metastdz by méla byt zvazovana jejich
chirurgicka terapie (142-144, 180, 183), ktera vyznamné prodluzuje celkové
prezivani téchto pacientt.. V nasi kohorté byli k operaci vhodni pouze tii pacienti.
Jeden pacient nakonec podstoupil pouze chemoterapii gemcitabinem bez dalsi
chirurgické 1écby. Zemtel 12,5 mésice po stanoveni diagnézy MPM na podkladé
progrese nemoci ve formé jaternich metastaz. U dvou pacienti byla provedena
radikéalni chirurgickd 1écba. Tito pacienti jsou stadle zivi a bez znamek rekurence
nemoci po dobu vice neZ jednoho roku. Dal$i formou MPM jsou mnohocetné
isolované metachronni pulmonalni metastazy. Zakladem 1é¢by mnohocetnych MPM
je systémova terapie, chirurgickd ani lokdlni 1écba formou radioterapie neni
indikovana. Dva pacienti, ktefi podstoupili tuto systémovou 1éCbu, dosahli
dlouhodobého preziti (50,5 a 82,5 mésict). Treti klinickou formou je vyskyt
metachronnich pulmonalnich metastaz spolecné s metastdzami jinych organt.
V nasi kohorté se vyskytovala pouze mald podskupina pacientll s pfitomnosti
pulmonalnich metastdz a metastaz retroperitonealnich lymfatickych uzlin, jejichz

DFS byl stejné ptiznivy jako u pacientti s isolovanymi MPM.

V souladu s publikovanymi daty dosahovali pacienti s MPM v nasi kohort¢
vyznamné del§i median DFS a OS v porovnani s pacienty s diseminaci do jinych
organi. Median DFS, ktery je uvadén u pacientl s isolovanymi pulmonalnimi
metastazami, se pohybuje mezi 10,5 a 52,4 mésici a median OS mezi 23 a 92,3
mesici.(181, 184, 185) . Pacienti s isolovanymi pulmonalnimi metastazami v nasi
kohort¢ dosahovali medianu DFS v délce 34 mésicti a odhadovany median OS 81,4

meésice. Vysledky nasi prace, proveditelnost chirurgické resekce plicnich metastaz a

89



bezpecnost této procedury jsou ve shodé s publikovanymi daty (186, 184, 185)
Recentni evropska studie autori Decoster et al (187) popisuje 22 pacientd s MPM,
Z nichz tfi pacienti byli 1éCeni chirurgickym pfistupem. Pacienti s vyskytem
isolovanych plicnich metastaz byli rovnéz predominantné zenského pohlavi. Tato
spojitost je velmi zajimava, v soucasné dob& vSak pro ni neexistuje jednoznacné
vysvétleni. Jeden z moznych mechanismt by mohl byt ucinek pohlavnich hormont,
nicméné toto tvrzeni je pouze spekulativni. Objasnéni tohoto mechanismu mohou
piinést jen dalsi studie, které se zaméfi na specifickou molekularni patogenezi
a biologii MPM. Nase prace je velmi omezena velikosti souboru. Nicméné
vzhledem Krarit¢ vyskytu MPM je naSe studie srovnatelnd Sjiz dfive
publikovanymi daty a jeji vysledky jsou velmi relevantni pro klinickou praxi
s ohledem na optimalizaci managementu pacienti s MPM. Zakladni modalitou
lécby metastatické nemoci PDAC tvofi chemoterapie. Soucasna data vsak
naznacuji, ze existuje podskupina pacienti s metastatickou chorobou, ktera
vyznamné profituje z chirurgické 1é¢by. Dalsi studie by mély identifikovat klinické
parametry a molekuldrni biomarkery pro selekci vhodnych pacientl k této terapii.
Podminkou tspésné chirurgické terapie je rovnéz vcasna diagnostika, kterd zachyti
rekurenci choroby v operabilni formé MPM. Pacienti by méli byt sledovani ve 3

meésicnich intervalech s moznosti provedeni PET/CT vySetieni.

NaSe prace poukazuje na nutnost individualizovaného pfistupu v lecbé
PDAC, ktery je nutno chéapat jako heterogenni biologickou entitu. Tento
individualizovany pfistup je moZny pouze na podkladé prognostickych

a prediktivnich markert, kterym se vénuje usilovny vyzkum.

Z potencialnich prediktivnich markerd mame zatim k dispozici BRCA1/2
mutaci, ktera se vyskytuje v 7 — 10 % PDAC . Tyto nadory jsou zvySené citlivé na
systémovou terapii platinovymi derivaty a alkylacnimi latkami (Pfiloha ¢. 5).
Dalsim prediktivnim faktorem je vysoka mikrosatelitova instabilita, ktera se ovSem
vyskytuje pouze u 2 % PDAC. Vysoka mikrosatelitova instabilita je prediktivnim

faktorem pro 1é€bu Check point inhibitory.

K individualizaci pfistupu na podkladé progndézy pacienti mame

v soucasnosti k dispozici klinicko-patologické prognostické markery jako rozsah
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nemoci, diferenciace nadoru, pfitomnost perineurdlni a lymfovaskuldrni invaze
a biochemické markery, coz je hodnota tumorového markeru CA 19-9. Nase prace
dale roz$ifuje védomosti v oblasti molekularné-genetickych biomarkert a tvoii
zéklad pro nadchazejici verifika¢ni analyzy. Jednim z pifiznivych prognostickych
markerl metastatické choroby je plicni diseminace. Pacienti s plicni diseminaci ve
formé¢ isolovanych plicnich metastaz vyznamné profituji z chirurgické 1é¢by, i kdyz

zékladni lécebnou modalitou u metastatické choroby zlstava systémova terapie.

Nadorova tkan PDAC se vyznaCuje vysokou expresi signalnich drah
Hedgehog a KRAS. Jejich zvySena exprese sice pravdépodobné nesouvisi
S prognézou pacientll s PDAC, nicméné otevira nové terapeutické moznosti a cile
v 1écbé PDAC jako je napf. ucinnost nové generace taxanl, a jejich mozny

synergicky efekt s cilenou terapii.

V neposledni fadé souvisi prognéza PDAC s jeho senzitivitou k systémové
onkologické terapii, na niz se mimo jiné podili fada molekul ovliviyjici
farmakokinetiku a farmakodynamiku podavanych 1éCiv. Mezi tyto molekuly se fadi
membranové transportéry. Vysoka exprese SLC22A3 v nadorové tkani je jednim
zZ potencialnich prognostickych faktort u PDAC, a potencialnim prediktivnim

faktorem u pacientt 1é¢enych nukleosidovymi analogy.

Nase prace pfispivd ke Skdle rozsdhlého vyzkumu prognostickych
a prediktivnich biomarkerdt PDAC s ohledem na moznosti individualizovaného
pfistupu k diagnostice a 1é¢bé tohoto onemocnéni. Vzhledem k neuspokojivé
prognéze PDAC je nutno v tomto vyzkumu dale pokracovat, spole¢né s rozvojem
novych terapeutickych moznosti, véetné novych chemoterapeutickych rezimu a cilt

biologické 1é¢by.
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Desert hedgehog
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Epidermal growth factor receptor
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Endoskopicka retrogradni cholangiopankreatografie
Extracellular signal-regulated kinase
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Overall survival, celkové prezivani

Pancreatic Disease Research
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Polymerase chain reaction,
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Programmed death receptor 1

Pancreatic ductal adenocarcinoma,

duktalni adenokarcinom pankreatu

Platelet derived growth factor
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PET Positron emission tomography, pozitronova emisni

tomografie

PFS Progression free survival, ¢as do progrese choroby

PHB Prohibitin

PI3K Fosfoinositol 3 - kinase

pi RNA Piwi interacting RNA

PKA cAMP-dependent proteinkinase

PMS2 Mismatch repair endonuclease

PR Parcial response, parcialni lécebna odpovéd

PRAS40 Proline-rich Akt substrate 40 kDa

PRKACA Protein kinase CAMP-dependent catalytic oo (OMIM:
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PRKACG Protein kinase CAMP-dependent catalytic y (OMIM:
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PRKAR2A Protein kinase CAMP-dependent regulatory, type II o

PRKAR2B Protein kinase CAMP-dependent regulatory, type Il B

PROTOR Proline rich 5

PRSS1 Protease, serine 1

PTC Drosophila Patched

PTCH1 Patched homolog 1

PTCH2 Patched homolog 2

RAF1 V-RAF-1 Murine leukemia viral oncogene homolog 1

RAGE Receptor for advanced glycation end products,
receptor pro konecné produkty pokrocilé glykace

RAL Guanin nukleotid exchange faktor

RECIST Response evaluation criteria in solid tumors

RICTOR Rapamycin-insensitive companion of mammalian target of
rapamycin

Rb Retinoblastoma protein

RIN1 Ras a Rab interaktor 1

rRNA Ribosomal RNA
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VEGF
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SMAD binding elements, SMAD vazebné elementy

Stony Brook Taxane

Sonic Hedgehog

Small interfering RNA
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Single nucleotide polymorphism
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Tumor growth factor -8
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Tumor protein p53
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Vascular endothelial growth factor A
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