ABSTRAKT

Duktalni adenokarcinom (PDAC) je nejcastéjSim primarnim nadorem pankreatu. Jeho
nepfizniva prognoza je dana mimo jiné i tim, Ze je Casto diagnostikovan az Vv inoperabilnim
pozdnim stadiu a navic vykazuje vysokou chemorezistenci. Pro moznost ¢asn¢jsi diagnozy
PDAC a tim zlepsSeni prognézy nemocnych jsou hledany nové biomarkery, mezi které patii
mimo jiné i microRNA (miRNA), kratké nekodujici RNA molekuly, zapojené do post-

transkrip¢ni regulace genové exprese.

Narozdil od jinych RNA jsou molekuly miRNA v biologickych vzorcich stabilni. Jejich
expresi je mozné stanovit prostfednictvim vice analytickych metod, napiiklad kvantitativni
real-time PCR (RT-qPCR). Pro normalizaci metod pozivanych pro zjisténi hladiny miRNA je
nutné pouzit vhodné endogenni kontroly. Variabilni exprese endogennich kontrol v§ak muze
znamenat ur¢itou nejistotu pii kvantifikaci exprese miRNA. Cilem prvni prace byly analyza
exprese Sesti miRNA, izolovanych z parafinovych blokt (FFPE) biopticky vysetfenych PDAC
a ureni optimalni vnitini kontroly. Pti normalizaci vysledktt RT-gPCR byly hodnoceny &tyti
interni kontroly: arteficialni spike miR-39 od C. elegans, U6 sSnRNA, miR-16 a snoRNA U91.
Hodnoty exprese v§ech sledovanych miRNA byly v nadorech signifikantné odlisné v zavislosti
na zvolené vnitini kontrole. Mimo to vykazovala stabilita pouzitych vnitinich kontrol u
jednotlivych nadort signifikantni rozdily. Jako nejstabilnéjs$i endogenni kontrola, kterou lze
doporucit pro endogenni normalizaci exprese miRNA v tkanich PDAC pro normalizaci, se

pomoci algoritmu NormFinder ukédzala U91.

Moznost pouziti miRNA jako diagnostického nebo prognostického markeru malignich
nador byla pfedmétem vice publikaci. Cilem druhé prace bylo stanoveni exprese sedmi
vybranych miRNA, izolovanych z formalinem fixovanych parafinovych bloki (FFPE) od 54
pacientl s PDAC. Nasledné byl hodnocen vztah exprese téchto miRNA k histologickému
uspofadani a pokrocilosti nadoru, celkové délce preziti nemocnych (OS) a délce preziti do
progrese nemoci (PFS). Ve vysetfenych nadorech byla zjisténa zvysena exprese miR-21, miR-
155 a miR-210, v porovnani s nenadorovou tkani pankreatu. Naopak hladiny miR-96 a miR-
217 byly u PDAC signifikantné snizené. Patrna byla pozitivni korelace hladin miR-210 s vékem
pacientl (p=0.35). Exprese vSech sledovanych miRNA nevykazovala korelaci se sledovanym
parametry nadoru — stupném diferenciace, rozsahu lokalni progrese, ani s metastatickym
postizenim lymfatickych uzlin, perineuralni invazi, vaskularni invazi a délkou pteZziti pacientd.

Zvysené hladiny miR-148a a miR-217 vykazovaly signifikantni korelaci s tubuldrnim



uspofadanim nadoru; sniZzena exprese miR-148a souvisela s disociativnim uspoiadanim nadoru.

Zvysend exprese miR-155 méla vztah k vySsi mitotické aktivité nadorovych bunck.

V piedloZzené praci je demonstrovan vyznam spravné volby vnitini kontroly pro
normalizaci vysledki RT-qPCR pfi stanoveni exprese miRNA. Byla potvrzena odli$na exprese
miRNA v PDAC v porovnani s nenadorovou tkani pankreatu. Byla prokdzana signifikantni
asociace histologického usporadani nadoru a mitotické aktivity s expresi nékterych miRNA.
Korelace mezi urovni exprese sledovanych miRNA, progresi nadoru a délkou preziti

nemocnych nebyla prokazana.



