UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

POSTGRADUALNI DOKTORSKE STUDIUM BIOMEDICINY

OBOROVA RADA: BIOLOGIE A PATOLOGIE BUNKY

Detekce genovych variaci ve vybranych onkogenech a tumor supresorovych

genech jako markeriu ¢asnych stadii karcinomu slinivky briSni

autoreferat disertacni prace

Cyril Salek

Praha 2009






UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

POSTGRADUALNI DOKTORSKE STUDIUM BIOMEDICINY

OBOROVA RADA: BIOLOGIE A PATOLOGIE BUNKY

Detekce genovych variaci ve vybranych onkogenech a tumor supresorovych

genech jako markeria ¢asnych stadii karcinomu slinivky bri$ni

autoreferat diserta¢ni prace

Cyril Salek

Praha 2009






Disertacni prace byla vypracovana v ramei postgradudlniho studia biomediciny na Interni
klinice 1. LF UK a UVN Praha a v laboratofi molekularni genetiky a onkologie Genomac

International s.r.o. v Praze.

Uchazec: MUDr. Mgr. Cyril Salek

Adresa: Ustav hematologie a krevni transfuze
U Nemocnice 1, 128 20 Praha 2
Telefon: 221977 365
Fax: 221977 249
e-mail: cyril.salek@uhkt.cz
Oborova rada: Biologie a patologie buiiky
Ptfedseda oborové rady: prof. MUDr. Milan Elleder, DrSc.
Skolitel: prof. MUDr. Miroslav Zavoral, Ph.D.

Skolitel — konzultant: RNDr. Marek Minarik, Ph.D.






CCHIE PIACE ettt ettt ettt et sttt et e et esnaeebeeentaen

CMaAterial @ MELOAIKA  coveeeeeiieieeeeeeeee e

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CDK = cyklin-dependentni kindza

DPC4 = deleted in pancreatic carcinoma (t¢Z SMAD4)

EUS = endoskopicka ultrasonografie

EUS-FNA = aspirace tenkou jehlou provedena pod endosonografickou kontrolou
FNA = aspirace tenkou jehlou (fine needle aspiration)

KRAS = Kirsten rat sarcoma 2 viral onkogen

LOH = ztrata heterozygozity (loss of heterozygosity)

PanIN = pankreaticka intraepitelidlni neoplasie

STR = mikrosatelitni markery (short tandem repeats)

TGF-B = transformuyjici riistovy faktor B (transforming growth factor B3)






1. UVOD

Ptes vyznamny pokrok v diagnostickych technologiich a terapeutickych metodach zlstava
progndza pacienti s karcinomem pankreatu za posledni pil stoleti téméF nezménéna."” Jeho
incidence se prakticky rovnd mortalité, coz je predevSim disledkem pozdni diagnézy
onemocnéni. V roce 2000 bylo v Evropé diagnostikovano 60 139 novych piipadi, 64 801
pacientfl na tuto diagnézu zemielo.”” V Ceské republice bylo v roce 2005 diagnostikovano
1777 novych ptipadd, incidence v muzské populaci cinila 18,1/100.000, v Zenské
16,7/100.000; zemfielo 1808 pacientli, mortalita v muzské populaci dosahla 18,7/100.000,
v Zenské 16,7/100.000.°) Median preziti pacientii s generalizovanym onemocnénim &ini 3—5
mésici; k radikalnimu resekénimu vykonu je indikovano 10-15 % nemocnych, median pieZiti
v této skuping dosahuje 11-15 mésici.” Jelikoz karcinom pankreatu je povaZovan za
genetické onemocnéni, jsou nadéje na v€asnou diagndzu iraciondlni volbu terapeutickych
modalit vkladany do genetického testovani a vyzkumu.®

Casnou anejéastéji popisovanou genetickou zménou v karcinomu pankreatu jsou
aktivujici mutace onkogenu KRAS. Byly popsany ve vice nez 80 % pokroéilych karcinomit.®
V onkogenezi karcinomu pankreatu se v ¢asové posloupnosti za mutacemi KRAS objevuji
inaktivujici variace v tad¢é tumor supresorovych gend: p/6 (také zndm jako CDKN2 nebo
INK4A), lokalizovaném na chromosomu 9p; DPC4 (deleted in pancreatic carcinoma,
popisovany také jako SMAD4), pfitomném na chromosomu 18q. Jsou inaktivovany
v90 % (pl6) a55 % (DPC4) karcinomech pankreatu, aptedstavuji tak potencidlni
molekularni markery malignity slinivky bfigni.”"¥ Mutace v tumor supresorovém genu p33
jsou popisovany v 50 % ptipada®. Zvysena exprese onkogenu HER-2/neu je disledkem
zvysené transkripce, nikoliv genové amplifikace.'” Proto je mutaini analyza metodou
nevhodnou k posuzovani funkéniho stavu tohoto genu. VSechny vyse uvedené genové variace
byly detekovany jiz v premalignich 1ézich sliniviky bfisni (pankreatickd intraepitelidlni
neoplasie, PanIN).

Vyse popsané genové zmény zasadnim zpliisobem ovliviiuji kontrolu bunééného cyklu.
Jejich mutace umoziuji defektni bunééné populaci nekontrolované se mnozit. Onkogen
KRAS koéduje GTP-vazebny protein zodpovédny za signalizaci v MAP-kinazové kaskade
bun&éné signalizace."'”) Tumor supresorovy gen p53 kéduje proteinovy produkt, jenz reguluje
transkripci dalSich regulacnich proteinti, jako naptiklad proteinu p21, kli€ového inhibitoru
komplexu cyklinu D s cyklin-dependentni kindzou 2 (CDK2)."® Produkt dalsiho tumor
supresorového genu, pl6, vaze komplexy cyklinu D s CDK4 nebo CDK6, ¢imz reguluje



progresi bunécného cyklu v kontrolnim bod€¢ bunécného cyklu na prechodu mezi
postmitotickou a syntetickou fazi (G1)."® Tumor supresorovy gen DPC4 je &lenem rodiny
Smad proteintl, jejichz interakce podmifnuji bunéény prenos signalu v kaskadé transformujici
ristovy faktor beta (transforming growth factor — TGF-B).!*

Moderni diagnostické piistupy spocivaji v evaluaci morfologickych zmén parenchymu
slinivky bfiSni a v soucasném histologickém, poptipadé cytologickém vySetfeni materialu
ziskaného aspiraci tenkou jehlou (fine needle aspiration — FNA). Tyto metody jsou do jisté
miry subjektivni a znacné€ zavislé na zkusenostech vysetfujiciho subjektu. Byla publikovana
rada praci, které potvrdily zvysSenou validitu protokold, které v diagnostice malignich
loziskovych 1ézi pankreatu kombinuji morfologické a genetické metody.!"

KRAS je nejcastéji studovanym genem v karcinomu pankreatu. Jeho prevalence se
udava 90-95 %. Senzitivita genetickych testll zna¢né zavisi na metodologii a materialu, ze
kterého je DNA izolovana. Dosahuje 61-89 % v pankreatické §tave,'®'” 72 az 83 %
v kartacové cytologii z Wirsungova vyvodu;"®'” 35 % v plazm&,*” 33 % ve 7lugi,?", 25 %
v aspiratu z duodena.*” Testy na pritomnost mutaci ve stolici dosahly vys§i senzitivity neZ
testy ze Zluge, jsou viak znatné nespecifické.”” Uspokojiva specificita byla dosaZena pouze
v materidlu z kartacové cytologie a pankreatické stavy (77-100 %).

Pro vysokou zachytnost KRAS mutaci v pankreatické $taveé byly v tomto materialu
studovany také wvariace vjinych genech. Senzitivita a specificita genetickych testl
v pankreatické $tavé je 61-89 % a 33-96 % pro KRAS, 11-43 %a 70-100 % pro pl6,
14-47 % a 88-100 % pro p53, 36-70 % a 39-100 % pro DPC4.“?

Dosud bylo publikovano jen malé mnozstvi praci studujicich frekvenci genovych
variaci v materialu EUS-asistované FNA. Zatim nejrozsahlejsi je japonska studie publikovana
v roce 2005, ktera sledovala pouze pfitomnost mutaci KRAS a na skupiné€ 62 pacientli doséhla

74% senzitivity a 100% specificity.®”

2. CILE PRACE

e Cetnost, senzitivita a specificita genovych variaci

Cilem prace je popis frekvence mutaci v onkogenu KRAS, tumor supresorovém genu p53
a alelickych ztrat na chromosomech 9p (lokus genu p/6) a 18q (lokus genu DPC4) v DNA
ziskané z materidlu EUS-navigované aspirace tenkou jehlou (EUS-FNA) tkané¢ karcinomu

pankreatu. Ziskané Cetnosti mutaci budou porovnany se zjiSténym vyskytem ptislusnych



genovych variaci ve vzorcich pacientd s chronickou pankreatitidou za ucelem odhadu
specificity vyskytu jednotlivych mutaci v karcinomu pankreatu. Soucasn¢ budou srovnany

s publikovanymi frekvencemi vyskytu jednotlivych mutaci v pankreatické st'ave.

e optimalizace molekularnégenetickych metod pro zpresnéni diagnostiky karcinomu
pankreatu

Bude optimalizovana a do klinické praxe zavedena metodika detekce relevantnich genovych

variaci pfimo v pankreatické tkani, ziskané aspiraci tenkou jehlou pod endosonografickou

kontrolou (EUS-FNA). Data budou vyhodnocena se zdmérem vytipovat dostatecné senzitivni

a specificky test pro diferenciaci maligni léze, vyuzitelny zejména v piipadech, kdy

endoskopicka ultrasonografie (EUS) a cytologie samy nejsou schopny rozlisit mezi benigni

a maligni diagndzou.

e zhodnoceni prognostického vyznamu sledovanych mutaci

Vedlej$im cilem prace je zhodnoceni dat ziskanych molekularnégenetickou analyzou vzorkt
tenkojehlovych aspiratti karcinomu pankreatu a korelovat spektrum jednotlivych mutaci se
statistikami pfeziti. Zamérem je vytipovat molekuldrné geneticky test, ktery by mohl byt

klinicky vyuzitelny jako prognosticky marker.

3. MATERIAL A METODIKA

Do studie bylo zatazeno 106 konsekutivnich pacientl s loZiskovym procesem pankreatu, kteti
od ledna 2003 do dubna 2006 podstoupili endosonograficky navigovanou tenkojehlovou
biopsii. Definitivni diagnéza byla stanovena na zédkladé histologického hodnoceni
chirurgického resekatu nebo dlouhodobého ambulantniho sledovani u neoperovanych
pacientil. Po vyfazeni péti pacientl z divodu zjisténi jiné diagndézy nebo maligni duplicity
cital statisticky soubor 101 osob (63 muzl a 38 Zen, stiedni vék 60 £ 12 let, rozpéti 32 - 84
let), z nichz u 81 byl diagnostikovéan karcinom pankreatu a u 20 chronické pankreatitida. V 18
piipadech byly hodnoceny jak vzorky ziskané pii EUS-asistované FNA, tak peroperacni
biopsie. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas s Gi€asti ve studii as genetickou
analyzou jejich biologického materialu.

EUS vysetfeni bylo provadéno jednim zkuSenym endosonografistou za pouziti

radialnich a linearnich sond (Olympus GF-UM 20 a GF-UCT 140). Kvalita tenkojehlového



aspiratu byla po obarveni rychlou hematoxylinovou-eosinovou fadou okamzité ovéfena
on-site cytologem. Definitivni evaluaci cytologickych natérti provedl zkuSeny patolog po
obarveni zbylych natéri metodou dle Giemsy. TytéZ natéry byly nasledné podstoupeny ke
genetické analyze.

DNA byla izolovana z cytologickych natéri po laserové mikrodisekci nadorove,
poptipadé zanétlivé zménénych duktalnich epitelii (laserovy mikrodisektor P.A.L.M., Carl
Zeiss). Z kazdého natéru bylo ziskdno 100-200 bunék. Mutacni analyza byla zaméfena na
kodony 12 a 13 vexonu 1 onkogenu KRAS a exony 5-8 genu p53. Prislusné useky
extrahované DNA byly amplifikovany metodou polymerazové fetézové reakce (polymerase
chain reaction, PCR) za pouziti fluorescencné znacenych primert. Pfitomnost mutaci byla
detekovédna citlivou metodou separace heteroduplexti s vyuzitim kapildrni elektroforézy
v cyklujicim teplotnim gradientu.®®

Metodika izolace DNA z cytologickych natért a detekce bodovych mutaci v onkogenu
KRAS pomoci kapilarni elektroforézy v cyklujicim teplotnim gradientu byla optimalizovana
v ramci pilotni studie na prvnich 35 pacientech. Tyto zkuSenosti byly publikovany separatné:
Salek C., Zavoral M., BeneSova-Minarikova L. et al. Detection of K-ras mutations in
pancreatic cancer samples collected by fine needle aspiration biopsy: an intermediate report
on the first results and experience. Folia Gastroenterol Hepatol 2004; 2: 150-155.

Alelické delece byly monitorovany metodou detekce ztraty heterozygozity (loss of
heterozygosity, LOH) sady 3 mikrosatelitnich markerd (STR) na kratkém raménku
9. chromosomu v misté lokace genu p/6 (D9S157, D9S171, D9S1748) asady 2 STR na
dlouhém raménku 18. chromosomu v misté lokace genu DPC4 (D18S363, D18S474). Pro
vyhodnoceni byl porovnavan signal amplifikati DNA nadorové tkané se signadlem ziskanym
z DNA leukocytl téhoz pacienta.

Statistickd analyza byla provedena metodou dvou- a vicerozmérnych kontingen¢nich
tabulek za pouziti softwaru BMDP PC90 a MedCalc. K vypoétu hodnot senzitivity
a specificity byly zvoleny 95% intervaly spolehlivosti relativnich Cetnosti. Statistiky pieziti
byly pocitany pomoci Kaplanova-Meierova odhadu funkce pieziti a Mantelova-Coxova testu

pro hodnoceni shody kiivek pteziti. Molekularnégenetickéd data byla porovnana se statistikami

preziti pomoci ¥ testu ve dvourozmérnych kontingenénich tabulkach a Yatesovy korekce.



4. VYSLEDKY A DISKUSE

Endosonografické vySetfeni umoZznilo jednoznaéné hodnotit 89 % loZiskovych 1ézi pankreatu.
Bylo dosazeno 79% senzitivity a 77% specificity, 5 % ptipadi bylo falesné¢ negativnich,
4 9% fale$n¢ pozitivni. Ve zbylych 11 % pfipadi nebyl endoskopista schopen na zakladé
endosonografického obrazu diferencovat mezi malignim a benignim charakterem loziska.

Hodnoceni cytologickych natért ziskanych EUS-FNA bylo podkladem pro stanoveni
cytopatologické diagnozy v 74 9% ptipadi. V této skupiné dosdhlo 75% senzitivity
a 85% specificity. Pozitivni i negativni prediktivni hodnota dosahly 100 %. Zadny ze vzorka
pochazejicich z maligni 1éze tedy nebyl oznacen jako benigni a vice versa. Zbylych
26 % vzorkii patolog hodnotil jako nekonkluzivni; nebyl tedy schopen rozliSit mezi
karcinomem pankreatu a chronickou pankreatitidou.

Histologické vySetteni chirurgického resekatu bylo provedeno u 18 pacientti. Bylo
dosazeno 95% senzitivity a 100% specificity. Jeden resekat (3 %) pochdzejici z maligni 1éze
byl hodnocen fale$n¢ negativné.

Aktivujici mutace v onkogenu KRAS byly nalezeny v 57 karcinomech a v FNA zadné
chronické pankreatitidy (tab. 1). Senzitivita testu dosahla 70 %, specificita 100 %. Dvacet
ctyti (30 %) ptipadi bylo falesné negativnich. Mutace v tumor supresorovém genu p53 byly
detekovany jen v 19 z celkovych 81 ptipadl karcinomu pankreatu. Senzitivita byla jen 24 %,
specificita 90 %.

Delece kratkého raménka 9. chromosomu v misté lokalizace genu pl6 byly
detekovany metodou ztrat heterozygozity (LOH). Bylo dosazeno senzitivity 85 %
a specificity 64 % (tab. 2). Pro detekci inaktivace tumor supresorového genu DPC4 byla
zvolena metoda LOH se zaméfenim na genovy lokus 18q. Senzitivita metody doséhla 78 %,
specificita 57 % (tab. 3). Jeden pacient byl homozygotni pro vSechny ze tfi vybranych
markera pro sledovani fenoménu LOH v oblasti 18q, tudiz nebyl touto metodou vysettitelny.

Vysledky potvrdily ustfedni postaveni EUS v diagnostice, diferencidlni diagnostice
a eventualng stagingu loziskovych 1ézi pankreatu.®” Pozitivni a negativni prediktivni hodnota
cytologického vysetieni FNA vzorkd dosahla 100 %. Tento fakt odrazi vysokou efektivitu
vySetfovaciho protokolu, kdy je EUS-FNA provadéna ve specializovaném centru s evaluaci
tenkojehlového aspirdtu on-site a definitivnim hodnocenim patologem zkuSenym
v pankreatické cytodiagnostice. Ziskané vysledky screeningu mutaci v onkogenu KRAS

detekovanych v materiallu FNA jsou srovnatelné sdfive publikovanymi vysledky



v pankreatické §tave.?*?? Studie potvrdila 100% specificitu detekce mutaci KRAS pro
karcinom pankreatu.*

Sledovani alelickych ztrat na chromosomech 9p a 18q pfineslo velmi slibné vysledky.
Aplikace této metody na materidl FNA nebyla dosud v odborné literatufe publikovana.
Citlivost metody zasadn¢ profitovala z izolace DNA zbunék ziskanych laserovou
mikrodisekci cytologickych natéra.

Z dosavadniho stavu znalosti genetickych procest v karcinomu pankreatu je ziejmé,
ze k diagnostickym u¢eliim neni samostatné dostacujici zadny ze znamych gent a ze je tieba
typizovat vhodnou kombinaci genovych testl, kterd by méla uspokojivou senzitivitu
i specificitu.®” Ve studii byly nejlepsi vysledky ziskany pro kombinaci KRAS a LOH 9p, kde
senzitivita dosahla 92 % a specificita 64 %. Tésné nasledovala kombinace KRAS a LOH 18q
se senzitivitou 92 % aspecificitou 57 %. Kombinace LOH v obou sledovanych
chromosomovych lokusech dosdhla senzitivity 92 % a specificity 43 %. Senzitivita této
kombinace je srovnatelna s kombinaci KRAS a jakéhokoliv ze dvou LOH lokust, specificita
je vSak vyrazné nizsi (tab. 4).

Trojkombinace mutaéni analyzy onkogenu KRAS s monitoraci alelickych ztrat
v lokusech 9p a 18q vykazuje senzitivitu 96 % a specificitu 43 %. Rozsifenim kombina¢niho
testu KRAS + LOH 9p o monitoraci LOH 18q dojde k navySeni senzitivity z 92 % na 96 %,
tento zisk je vSak vyznamné kompromitovan vyznamnym poklesem specificity z 64 % na
43 % (tab. 4).

U 18 pacienti byly hodnoceny genetické zmény v materidlu FNA 1 peroperacni
biopsii. Mira detekce mutaci KRAS v obou typech vzorkli nevykazovala statisticky vyznamny
rozdil (p<0,001). Vyssi senzitivita pro testy LOH v materialu FNA doséhla hranice statistické
vyznamnosti (p<0,001 pro 9p, p<0,10 pro 18q). Tato skute¢nost miize byt podminéna faktem,
ze peroperacni bioptické vzorky byly podstoupeny ke genetické analyze bez predchoziho
mikroskopického vyhodnoceni, a skutecnosti, ze DNA byla extrahovana z celého tkaiiového
materidlu poskytnutého chirurgem bez vybéru nadorovych buné¢k, naptiklad metodou laserové
mikrodisekce.

V podskupiné 53 pacientl s pokro¢ilym karcinomem pankreatu (klinické stadium III
a IV dle WHO) byly statistiky pieziti korelovany se spektrem zjisténych mutaci. Soubor se
skladal z 28 muzi a 25 zen, rozpéti véku bylo 40-85 let. Median pteziti ve skupiné s mutaci
onkogenu KRAS byl 7,0+2,4 mésict (95% CI 2,3-11,7), ve skupiné¢ bez mutace KRAS
dosahoval 10,0+0,6 mésict (95% CI 8,7-11,3). Median pieziti ve skuin¢ s mutaci v genu p53
byl 10,0+2,2 mésict (95% CI 5,6-14,4), ve skupiné s nemutovanym genem pS53 dosahoval



6,0£2,5 mésica (95% CI 1,1-10,9). Median pfreziti ve skupiné s potvrzenou ztratou
heterozygozity na chromosomu 9p byl 9,0+£5,1 mésict (95% CI 0-18.9), ve skupiné bez
zjisténé LOH 9p cinil 10,0+5,0 mésici (95% CI 0,2-19,8). Median pieziti ve skupiné
s potvrzenou LOH na chromosomu 18q byl 10,0+4,2 mésicti (95% CI 1,8-18,2), ve skupiné
bez zjisténé LOH 18q dosahoval 3,0+1,3 mésici (95% CI 0,5-5,5). Po upravé dat pomoci
Coxova propor¢niho modelu rizik nebyl zadny z vySetfovanych molekuldrnich markert
identifikovan jako nezéavisly prognosticky marker pro pieziti pacientii s karcinomem

pankreatu.

Tabulka 1. Test na pfitomnost mutaci v genu KRAS

chronicka karcinom celkem, n(%)
pankreatitida, n(%) pankreatu, n(%)
negativni 20 (100) 24 (29,6) 44 (43,6)
pozitivni 0 (0) 57 (70,4) 57 (56,4)
celkem 20 (100) 81 (100) 101 (100)

senzitivita: 70 % 95% CI (60 % — 80 %) p<0,001
specificita: 100 %

Tabulka 2. Test na pfitomnost LOH na chromosomu 9p (lokace genu p/6)

chronicka karcinom celkem, n(%)
pankreatitida, n(%) pankreatu, n(%)
negativni 9 (64,3) 8 (15.4) 17 (25,8)
pozitivni 5(35,7) 44 (84,6) 49 (74,2)
celkem 14 (100) 52 (100) 66 (100)

senzitivita: 85 % 95% CI (75 % — 95 %) p<0,001
specificita: 64 % 95% CI (53 % — 75 %)

Tabulka 3. Test na pfitomnost LOH na chromosomu 18q (lokace genu DPC4)

chronicka karcinom celkem, n(%)
pankreatitida, n(%) pankreatu, n(%)
negativni 8 (57,1) 11 (22,4) 19 (30,2)
pozitivni 6 (42,9) 38 (77,6) 44 (69,8)
celkem 14 (100) 49 (100) 63 (100)

senzitivita: 78 % 95% CI (67 % — 89 %) p<0,05
specificita: 57 % 95% CI (45 % — 69 %)



Tabulka 4. Kombinace testa

kombinace testl 95% konfid. interval p

KRAS + LOH 9p senzitivita 92 % 85 % —99 % <0,001
specificita 64 % 53%—-75%

KRAS + LOH 18q senzitivita 92 % 85 % —99 % <0,001
specificita 57 % 45 % — 69 %

LOH 9p + LOH 18q senzitivita 92 % 85 % —99 % <0,01
specificita 43 % 31 % —55%

KRAS +p53 senzitivita 74 % 65 % — 83 % <0,001
specificita 90 % 85 % —95 %

KRAS +LOH 9p + LOH 18q senzitivita 96 % 92 % —100 % <0,001
specificita 43 % 31%—55%

p53+LOH 9p + LOH 18q senzitivita 92 % 85 % —99 % <0,001

specificita 43 % 31 % - 55 %

5. ZAVERY

Hlavni zavéry:

Vysledky screenningu mutaci v onkogenu KRAS detekovanych v materidlu FNA jsou
srovnatelné¢ s diive publikovanymi frekvencemi zachytu mutaci v pankreatické Stéave.
Senzitivita testu dosahla 70 %, studie potvrdila 100 % specificitu mutaci KRAS pro karcinom

pankreatu v diferencialni diagnostice od zanétlivych 1ézi.

Sledovani alelickych ztrat na chromosomech 9p a 18q pfineslo velmi slibné vysledky,

problematicka je vSak nedostate¢na specificita testa.

Z dosavadniho stavu znalosti frekvence znamych mutaci v karcinomu pankreatu je ziejmé, ze
k diagnostickym ¢elim neni samostatné dostacujici zddny ze zndmych gent.
Z kombinanéich testl vna$i studii vySlo nejlépe spojeni testu na pfitomnost mutaci

v onkogenu KRAS spolu s testem LOH v lokusu 9p (senzitivita 92 %, specificita 64 %).

Po zhodnoceni vysledkli této studie byl navrzen diagnosticky algoritmus, ktery kombinuje
cytologické hodnoceni FNA natéru s molekularnégenetickymi testy tak, aby byla
miniminalizovdna moznost faleSné negativniho nalezu pfi zachované senzitivité. V prvnim
kroku navrhujeme hodnotit FNA natéry ziskané EUS navigovanou punkci loziska (100%

pozitivni i1 negativni prediktivni hodnota), k hodnoceni molekularnégenetickych testt pak
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navrhujeme podstoupit jen nekonkluzivni natéry, znichZ izoluyjeme DNA a hodnotime
v druhém kroku pfitomnost aktivujicich mutaci onkogenu KRAS (100% specificita). KRAS
negativni vzorky pak testujeme na piitomnost alelickych ztrat v lokusech 9p a 18q. Po
aplikaci tohoto algoritmu na soubor sledovanych 101 pacienti byla malignita spravné urcena
u vSech pacientl s potvrzenym karcinomem pankreatu, zadny pacient nebyl falesn¢ negativni,

jeden byl falesné pozitivni (pro pozitivitu test na ztraty heterozygozity).

Z4dny ze sledovanych molekularndgenetickych testii (mutace KRAS, mutace p53, LOH 9p
a LOH 18q) neni nezavislym prognostickym faktorem pro délku pieziti pacientli s pokroc¢ilym

karcinomem pankreatu.

Vedlejsi zjisténi:

Cytologické vySetfeni aspirdtu pankreatu ziskaného technikou tenkojehlové punkce pod
endosonografickou kontrolou dosahlo uspokojivé senzitivity a specificity (75 % a 85 %),
pozitivni a negativni prediktivni hodnoty byly 100 %. Shledal-li patolog bunéény natér jako
konklusivni, nehodnotil zadny vzorek z maligni 1éze jako benigni a naopak. Podminkou je
pfedbézné hodnoceni aspiratu cytologem ihned po odbéru materidlu na endoskopickém

odd¢leni a zkuSenost patologa, ktery se pravideln¢ vénuje pankreatické cytodiagnostice.

Izolace DNA piimo z cytologickych natéri zvysila zachytnost genetickych odchylek (mutaci
KRAS a zejména alelickych deleci v lokusech 9p a 18q). Osvéd¢il se tak postup navrzeny po
skonceni pilotni studie, kdy vSechny natéry byly barveny metodou dle Giemsy, vySetfeny
patologem a nésledné podstoupeny do molekularnégenetické laboratofe. DNA byla izolovana

piimo ze suspektnich bunék separovanych metodou laserové mikrodisekce.

Diskepance mezi objemem novych poznatkii o biologické podstaté karcinomu pankreatu
a rychlym klinickym priibéhem s neblahou prognézou se prohlubuje celych 15 let od
okamziku, kdy D. S. Klimstra v American Journal of Pathology prohlasil adenokarcinom
slinivky bfisni za geneticky podminéné onemocnéni. Identifikace prekurzorovych 1ézi, jejich
morfologickd definice a zjiSténi, ze jednotlivd PanIN stddia jsou doprovazena sekvencni
akumulaci genovych wvariaci, vedly k pfedpokladu, ze genetické metody umozni

diagnostikovat karcinom pankreatu v ¢asnych stadiich choroby, kdy bude mozné radikalné
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terapeuticky zasahnout, a tim zlepSit nepfiznivé statistiky preziti. Biologicky prubéh
onemocnéni vSak dosud neumoziuje Casny karcinom pankreatu klinicky definovat. Ani
molekularnégenetické metody neptinesly zdsadni prilom v chdpani pojmu ¢asného karcinomu
pankreatu. Studium PanIN 1€zi je z tohoto hlediska nedostate¢né, nebot” se zpravidla vyskytuji
i na periferiich invazivniho karcinomu pankreatu a jejich identifikace v tkani rizikovych
pacientti (naptiklad s chronickou pankeratitidou) je mozna jen po resek¢nim vykonu.

profill tisicti genti v tumordzni tkdni a k nasledné identifikaci vhodnych biomarker na bazi
cirkulujici mRNA a proteini. Vyznamné jsou i pokroky v oblasti epigenetiky zahrnujici
piedevsim sledovani specifické metylace promotort ¢i potlaceni genové exprese na principu
RNA interference. Recené publikovany popis kmenové buiiky karcinomu pankreatu dale
roz§ifuje prostor k pochopeni patofyziologickych mechanismi vyvoje tohoto fatdlniho
onemocnéni. Klinicky vyzkum se zaméfuje na moznosti biologické 1é€by. Prvni vysledky

z této nové éry studia karcinomu slinivky bfisni jiz pronikly do klinické praxe.
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6. SUMMARY

Background: EUS-guided fine needle aspiration cytology (FNA) is standard diagnostic
procedure for evaluation of suspicious panceratic mass. Somatic mutations in DNA extracted
from pancreatic FNAs have long been studied as potential molecular markers of malignancy.
In this work, some of the most characteristic genetic changes occurring in pancreatic
neoplasia from patients undergoing FNA biopsy are examined to reveal their usefulness in

routine clinical diagnostic testing.

Aims: To establish an optimum combination of molecular markers resulting in best overall
diagnostic sensitivity and specificity. As a secondary aim, molecular data are comperd with

survival statistics of the patients and their correlation with patients” prognosis is questioned.

Methods: EUS-guided FNA was performed on 101 consecutive patients (63 males, 38
females, 60 + 12 years; 81 with subsequently diagnosed pancreatic cancer, 20 with chronic
pancreatitis) with focal pancreatic mass. Samples were evaluated by rapid H&E staining
followed by more detailed assessment using Giemsa staining method. DNA was extracted
from Giemsa stained cells selected by laser microdissection and the presence of KRAS and
p53 somatic mutations was tested by CGCE and SSCP techniques. In addition, allelic losses
of tumor suppressor genes pl/6 (INK4, CDKN2A) and DPC4 (MADH4, SMAD4) were
detected by monitoring the loss of heterozygosity (LOH) at 9p and 18q, respectively.
Molecular data of a subset of 53 consecutive patients (28 males, 25 females, 63+£10.5
years) with advanced pancreatic cancer (stage III and IV according to WHO classification)
who underwent EUS-guided FNA were compared with survival statistics using Kaplan-Meier

method.

Results: Sensitivity and specificity of EUS-guided FNA were 75% and 85%, positive and
negative predictive value reached 100%. The remaining 26% samples were assigned as
inconclusive. Testing of molecular markers revealed sensitivity and specificity of 70% and
100% for KRAS mutations (p<0.001), 24% and 90% for p53 mutations (NS), 85% and 64%
for allelic losses at 9p (p<0.001) and 78% and 57% for allelic losses at 18q (p<0.05). When
tests for different molecular markers were combined, the best results were obtained with
KRAS + LOH at 9p (92% and 64%, p<0.001), KRAS + LOH at 18q (92% and 57%,
p<0.001), and KRAS + LOH 9q + LOH 18q (96% and 43%, p<0.001). When the molecular
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markers were used as complements to FNA cytology to evaluate inconclusive samples only,
the overall sensitivity of cancer detection was 100% in all patients enrolled in the study.

The median survival in KRAS positive group was 7.0+2.4 months (95% CI 2.3-11.7),
in KRAS negatives was 10.0+0.6 months (95% CI 8.7-11.3). The median survival in p53
positive group was 10.0£2.2 months (95% CI 5.6—14.4), in p53 negatives was 6.0£2.5 months
(95% CI 1.1-10.9). The median survival in LOH 9p positive group was 9.0+5.1 months (95%
CI 0-18.9), in LOH 9p negatives was 10.0+5.0 months (95% CI 0.2-19.8). The median
survival in LOH 18q positive group was 10.0+4.2 months (95% CI 1.8-18.2), in LOH 18q
negatives was 3.0+1.3 months (95% CI 0.5-5.5). After the adjustment for age using Cox
proportional hazards model, none of the evaluated molecular markers has shown to be

independent prognostic marker for survival of patients with pancreatic cancer.

Conclusions: EUS-guided FNA cytology combined with screening of KRAS mutations and
allelic losses of tumor suppressors p/6 and DPC4 represents a very sensitive approach in
screening for pancreatic malignancy. Molecular markers may find be useful particularly in
cases where FNA cytology has been inconclusive. None of the studied molecular markers was

identified as an independent factor determining survival prognosis.

15



7. LITERATURA

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Ries LAG, Eisner MP, Kosary CL, Hankey BF, Miller BA, Clegg L. SEER Cancer
Statistics Review, 1973—1998. National Cancer Institute : Bethesda, 2001.

Parkin DM, Bray R, Devesa SS. Cancer burden in the year 2000. The global picture. Eur
J Cancer 2001; 37 (Suppl 8): 4-66.

Novotvary 2005 CR. Zdravotnicka statistika. UZIS, Praha, 2008.

Alderson D, Johnson CD, Neoptolemos JP, Ainley CC, Bennett MK, Campbell F,
Charnley RM. Guidelines for the management of patients with pancreatic cancer,
periampullary and ampullary carcinomas. Gut 2005; 54 (Suppl. 5): 1-16.

Real FX, Cibrian-Uhalte E, Martinelli P. Pancreatic cancer development and
progression: Remodeling the model. Gastroenterology 2008; 135: 724-728.

Deramaudt T, Rustgi AK. Mutant KRAS in the initiation of pancreatic cancer. Biochim
Biophys Acta 2005; 1756: 97-101.

Schutte M, Hruban RH, Geradts J, Maynard R, Hilgers W, Rabindran SK, Moskaluk
CA, Hahn SA, Schwarte I, Schmiegel W, Baylin SB, Kern SE, Herman JG. Abrogation
of the Rb/p16 tumor-suppressive pathway in virtually all pancreatic carcinomas. Cancer
Res 1997; 57: 3126-3130.

Hua Z, Zhang YC, Hu XM, Jia ZG. Loss of DPC4 expression and its correlation with
clinicopathological parameters in pancreatic carcinoma. World J Gastroenterol 2003; 9:
2764-2767.

Moskaluk CA, Hruban RH, Kern SE. p16 and K-ras gene mutations in the intraductal
precursors of human pancreatic adenocarcinoma. Cancer Res 1997; 57: 2140-2143.
Hermanova M, Luka$ Z, Nenutil R, Brazdil J, Kroupova I, Kien L, Pazourkova M,
Ruzicka M, Dité P. Amplification and overexpression of HER-2/neu in invasive ductal
carcinomas of the pacreas and pancreatic intraepithelial neoplasms and the relationship
to the expression of p21(WAF1/CIP1). Neoplasma 2004;51:77-83

Shaw RJ, Cantley LC. Ras, PI(3)K and mTOR signalling controls tumour cell growth.
Nature 2006; 441: 424-430.

Pietsch EC, Sykes SM, McMahon SB, Murphy ME. The p53 family and programmed
cell death. Oncogene 2008; 27: 6507-6521.

Sherr CJ. The INK4a/ARF network in tumour suppression. Nat Rev Mol Cell Biol 2001;
2: 731-737.

Massague J, Wotton D. Transcriptional control by the TGF-beta/Smad signaling system.
EMBO J 2000; 19: 1745-54.

Zheng M, Liu LX, Zhu AL, Qi SY, Jiang HC, Xiao ZY. K-ras gene mutation in the
diagnosis of ultrasound guided fine-needle biopsy of pancreatic masses. World J
Gastroenterol 2003; 9: 188—191.

Costentin L, Pages P, Bouisson M, Berthelemy P, Buscail L, Escourrou J, Pradayrol L,
Vaysse N. Frequent deletions of tumor suppressor genes in pure pancreatic juice from
patients with tumoral or nontumoral pancreatic diseases. Pancreatology 2002; 2: 17-25.
Uechara H, Nakaizumi A, Tatsuta M, Baba M, Takenaka A, Uedo N, Sakai N, Yano H,
Iishi H, Ohigashi H, Ishikawa O, Okada S, Kakizoe T. Diagnosis of pancreatic cancer
by detecting telomerase activity in pancreatic juice: comparison with K-ras mutations.
Am J Gastroenterol 1999; 94: 2513-2518.

Zhou GX, Huang JF, Li ZS, Xu GM, Liu F, Zhang H. Detection of K-ras point
mutations and telomerase activity during endoscopic retrograde
cholangiopancreatography in diagnosis of pancreatic cancer. World J Gastroenterol
2004; 10: 1337-1340.

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12120000&query_hl=32&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12120000&query_hl=32&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=10484017&query_hl=31&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=10484017&query_hl=31&itool=pubmed_DocSum

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

van Laethem JL, Vertongen P, Deviere J, van Rampelbergh J, Rickaert F, Cremer M,
Robberecht P. Detection of c-Ki-ras gene codon 12 mutations from pancreatic duct
brushings in the diagnosis of pancreatic tumours. Gut 1995; 36: 781-787.

Uemura T, Hibi K, Kaneko T, Takeda S, Inoue S, Okochi O, Nagasaka T, Nakao A.
Detection of K-ras mutations in the plasma DNA of pancreatic cancer patients.
J Gastroenterol 2004; 39: 56-60.

Trumper L, Menges M, Daus H, Kohler D, Reinhard JO, Sackmann M, Moser C, Sek A,
Jacobs G, Zeitz M, Pfreundschuh M. Low sensitivity of the ki-ras polymerase chain
reaction for diagnosing pancreatic cancer from pancreatic juice and bile: a multicenter
prospective trial. J Clin Oncol 2002; 20: 4331-4337.

Wilentz RE, Chung CH, Sturm PD, Musler A, Sohn TA, Offerhaus GJ, Yeo CJ, Hruban
RH, Slebos RJ. K-ras mutations in the duodenal fluid of patients with pancreatic
carcinoma. Cancer 1998; 82: 96-103.

Caldas C, Halin SA, da Costa LT, Redston MS, Yeo CJ, Kern SE. Frequent somatic
mutations and homozygous deletions of the pl6é (MTSI) gene in pancreatic
adenocarcinoma. Nat Genet 1994; 8: 27-32.

Greenhalf W, Vitone L, Neoptolemos JP. Novel molecular diagnostic strategies:
Molecular diagnosis of pancreatic cancer in pancreatic juice. In: Gress TM,
Neoptolemos JP, Lemoine NR, Real FX (Eds.) Exocrine pancreas cancer. Solvay
Pharmaceuticals 2005: 404-425.

Takahashi K, Yamao K, Okubo K, Sawaki A, Mizuno N, Ashida R, Koshikawa T,
Ueyama Y, Kasugai K, Hase S, Kakumu S. Differential diagnosis of pancreatic cancer
and focal pancreatitis by using EUS-guided FNA. Gastrointest Endosc 2005; 61: 76-79.
Minarik M, Minarikova L, Hrabikova M, Minarikova P, Hrabal P, Zavoral M.
Application of cycling gradient capillary electrophoresis to detection of APC, K-ras, and
DCC point mutations in patients with sporadic colorectal tumors. Electrophoresis 2004;
25:1016-1021.

Helmstaedter L, Riemann JF. Pancreatic cancer — EUS and early diagnosis.
Langenbecks Arch Surg 2007; 393: 923-927.

Lu X, Xu T, Qian J, Wen X, Wu D. Detecting K-ras and p53 gene mutation from stool
and pancreatic juice for diagnosis of early pancreatic cancer. Chin Med J (Engl) 2002;
115: 1632-1636.

Wang Y, Yamaguchi Y, Watanabe H, Ohtsubo K, Motoo Y, Sawabu N. Detection of
p53 gene mutations in the supernatant of pancreatic juice and plasma from patients with
pancreatic carcinomas. Pancreas 2004; 28: 13-19.

Maitra A, Kern SE, Hruban RH. Molecular pathogenesis of pancreatic cancer. Best
Pract Res Clin Gastroenterol 2006; 20: 211-226.

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=7797131&query_hl=15&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=7797131&query_hl=15&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=14767735&query_hl=20&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12409332&query_hl=17&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12409332&query_hl=17&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=9428484&query_hl=21&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=9428484&query_hl=21&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Takahashi+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Yamao+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Okubo+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Sawaki+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Mizuno+N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Ashida+R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Koshikawa+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Ueyama+Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Kasugai+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Hase+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Kakumu+S%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Gastrointest%20Endosc.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12609076&query_hl=11&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=14707724&query_hl=40&itool=pubmed_DocSum

8. PREHLED PUBLIKACNI A ODBORNE AKTIVITY

Publikované originalni prace k tématu disertace:

e Salek C., Zavoral M., Bene$ova-Minarikova L., Jelinkova M., Nosek V., Minarik M.
Detection of K-ras mutations in pancreatic cancer samples collected by fine needle
aspiration biopsy: an intermediate report on the first results and experience. Folia
Gastroenterol Hepatol, 2004; 2(4): 150-155.

e Salek C., BeneSova L., Zavoral M., Nosek V., Kasperova L., Ryska M., Strnad R., Traboulsi
E., Minarik M. Evaluation of clinical relevance of examining K-ras, p16 and p53 mutations
along with allelic losses at 9p and 18q in EUS-guided fine needle aspiration samples of
patients with chronic pancreatitis and pancreatic cancer. World J Gastroenterol, 2007;
13(27): 3714-3720.

e Salek C., Minarikova P., Bene$ova L., Nosek V., Strnad R., Zavoral M., Minarik M.
Mutation status of K-ras, p53 and allelic losses at 9p and 18q are not prognostic markers in
patients with pancreatic cancer. Anticancer Res, 2009; accepted for publication.

DalSi publikace:

e Zavoral M., Salek C., Ryska M., Novotny J. Karcinom pankreatu — rizikové faktory,
diagnostika a lécha. In: Programy kvality a standardy 1é¢ebnych postupti. Verlag Dashofer,
Praha 2004, 15 stran.

o Salek C. Nové poznatky k epidemiologii nadorii pankreatu. Bulletin HPB chirurgie, 2004;
12(3): 86-90.

e Zavoral M., Séalek C. Karcinom slinivky brisni. Gastroenterologia pre prax, 2004; 3(1):
28-32.

e Nosek V., Zavoral M., Stehlik J., Salek C. Intervencni endoskopickd ultrasonografie
pankreatu. Endoskopie, 2004; 10(3): 42—45.

e Zavoral M., Salek C. Raciondini diagnostika karcinomu pankreatu. Postgradualni medicina,
2005; 7(1): 18-22.

o Salek C. Rizikové faktory. In: Zavoral M. et al. Karcinom pankreatu. Galén, Praha 2005,
21-37.

e Salek C., Zavoral M., Nosek V., BeneSova L., Kasperova L., Traboulsi E., Minarik M.
Prinos genetického testovani EUS-navigovanych bioptickych vzorkii v diferencialni
diagnostice loZiskovych lézi pankreatu. Bulletin HPB chirurgie, 2006; 14(3): 100—-101.

e Salek C., Zavoral M., Nosek V., Benesova L., Kasperova L., Ryska M., Strnad R., Traboulsi
E., Mindrik M. Detekce somatickych mutaci onkogenu K-ras a alelickych ztrat na
chromosomech 9p a 18q zvysuje diagnostickou vytéznost EUS-navigované tenkojehlové
biopsie u pacientii s loZiskovym postizenim pankreatu. Ceska a slovenska gastroenterologie
a hepatologie, 2007; 61(1): 11-16.

e Zavoral M., Zavada F., Salek C., Fri¢ P. Czech Society of Gastroenterology: Colorectal
cancer screening in the Czech Republic. Endoscopy, 2006; 38(5): 550-551.

o Salek C. Klasifikace a etiopatogeneze cystickych tumorii pankreatu. Bulletin HPB chirurgie,
2007; 15(1): 32-34.

e Ryska M., Strnad R., Bé¢lina F., Zavoral M., Salek C., Hrabal P., Bufi¢ 1., Laszikova E.,
Kvicerova H., Jurenka B., Holcatova 1. Radikadlni resekce u nemocnych s karcinomem hlavy

pankreatu. Retrospektivni analyza prezivani u souboru 307 nemocnych. Rozhledy
v chirurgii, 2007; 86(8): 432—439.

18



e Folber F., Salek C., Doubek M., Maaloufova J., Valova T., Trka J., Gokbuget N.,
Cetkovsky, P., Hoelzer D., Mayer J. Lécha dospélych pacientit s akutni lymfoblastickou
leukemii dle protokolu GMALL 07/2003 v Ceské republice a jeji vysledky — prvni zkuSenosti
dvou center. Transfuze a hematologie dnes, 2009, piijato k publikaci.

Odborna sdéleni vztahujici se k tématu disertace:

e Salek C.: Nové poznatky k epidemiologii nadorii pankreatu. III. brnénsky pankreatologicky
den, Brno 23. 4. 2004.

o Silek C., Minarik M.: Genetika karcinomu pankreatu — kde jsme a kam sméfujeme.
Aktudlni gastroenterologie XVI, Praha 7. 4. 2005.

e Salek C., Zavoral M., Benesova L., Minarik M., Nosek V.: Genetika karcinomu pankreatu —
predbézné vysledky FNAB. IV. brnénsky pankreatologicky den, Brno 15. 4. 2005.

e Séalek C., BeneSova L., Jelinkova M. et al.: Frequency of K-ras Mutations in Fine Needle
Aspiration (FNA) Samples of Pancreatic Adenocarcinoma. 37" Meeting of the European
Pancreatic Club, Graz 6. 7. - 8. 7. 2005.

e Salek C. The Role of Genetics in Diagnosing Pancreatic Cancer. 15™ Meeting of
International Association of Surgeons and Gastroenterologists, Prague 8. 9. - 10. 9. 2005.

e Salek C., Minarik M., Zavoral M. Genetic Changes in Early Pancreatic Cancer. 40™ Annual
Meeting of the Society for Clinical Investigastion, Prague 15. 3. - 18. 3. 2006.

e Séalek C., Zavoral M., BeneSova L. et al.: Genové variace v ¢asném karcinomu pankreatu —
vysledky prospektivni studie 120 pacientd. IV. brnénsky pankreatologicky den, Brno
8.9.2006.

e Salek C., Zavoral M., Nosek V. et al.: Diagnosticki hodnota EUS, cytologického
a genetického vySetfeni u pacientii s karcinomem pankreatu. 9. vzdélavaci a diskusni
gastroenterologické dny, Karlovy Vary 16. 11. - 18. 11. 2006.

e Salek C., Fantova L., BeneSova L. et al.: Zpfesnéni diagnostiky karcinomu pankreatu na
zaklad¢ detekce bodovych mutaci genti K-ras, pl6 a p53 a alelickych deleci 9p a 18q.
XXXI. brnénské onkologické dny, Brno 23. 4. - 25. 4. 2007.

Dalsi odborna sdéleni:

e Sélek C. Klasifikace a etiopatogeneze cystickych tumort pankreatu. XVI. jarni zasedani
Ceské spole¢nosti HPB chirurgie, Loket 13. 4. 2007.

e Salek C., Doubek M., Maalouf J. et al.: Létba dospélych pacientli s ALL protokolem
GMALL 07/2003 v CR. Priibézné zhodnoceni vysledki 1é¢by 30 pacienti. XV. &esko-
slovensky hematologicky a transfuziologicky sjezd, Spindlertiv Mlyn 5. 9. - 9. 9. 2008.

Absolvované kurzy:

¢ Pokroky v molekularni biologii a genetice, 3. 11. - 14. 11. 2003 (doc. Jonak)
e Zaklady DNA diagnostiky, 19. 1. - 23. 1. 2004 (prof. Brdicka)

o Statistika v biomedicinském vyzkumu, 2. 2. - 6. 2. 2004 (prof. Zvarova)

¢ Pokroky v biologii bunky, 8. 2. - 29. 3. 2005 (prof. Raska)

19












	autoreferat.pdf
	SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK


