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Souhrn

Uvod: U osob stfedniho a stariiho véku mdze byt nové diagnostikovany diabetes mellitus (DM) jiz prvnim symptomem
karcinomu pankreatu (PC). Dostatec¢né citlivé markery PC stéle chybi. MicroRNA (miRNA) hraji vyznamnou roli v regulaci
bunécné odpovédi. U karcinom( byly pozorovany vyznamné zmény v expresich jednotlivych miRNA. Cilem nasi studie
bylo porovnat exprese vytipovanych miRNA u pacientt s PC, DM a u kontrol. Metody: Do studie bylo zafazeno 74 pacientt
s PC (42/32, s/bez DM), 29 pacientt s DM 2. typu a 17 zdravych kontrol. U 9 pacientd s PC byl nésledné tumor resekovan.
MicroRNA byla ziskéna ze séra pacientd, u uvedenych 9 pacientl s PC byla navic doplnéna kontrola 3 mésice po operaci
tumoru. V séru jsme stanovili expresi u 8 miRNA, které byly vytipovany v pfedchozi pilotni studii (miR-21, miR-30, miR-191,
miR-192, miR-196, miR-200, miR-423, miR-454). Vysledky: Exprese viech 6 miRNA byly mezi skupinami signifikantné zmé-
nény. Nejvyznamnéjsi rozdil byl pozorovan u miR-192, miR-21 a miR-200, které byly vyrazné vyssi u pacientd s PC proti DM
a kontroldm: miR-192: 1,6 (1,2-2,0) vs 0,3 (0,2-0,4) vs 0,3 (0,2-0,5), p < 0,00001; miR-21:1,4 (1,2-1,7) vs 0,3 (0,2-0,5) vs 0,5 (0,4-
0,7), p < 0,00001, miR-200: 1,6 (1,1-2,3) vs 0,3 (0,3-0,4) vs 0,3 (0,2-0,4), p < 0,00001. Mezi DM a kontrolami nebyl pozorovan
rozdil, stejné tak nebylo mozné odlisit uvniti PC skupiny pacienty s diabetem a bez ného. Celkovy rozdil expresi miRNA
u 9 pacientl po operaci pankreatu nebyl signifikantni v porovnani se stavem pred operaci. Byly viak patrné vyznamné in-
terindividualni rozdily. Zavér: Nase data ukazuji, Ze miR-21, miR-192 a miR-200 by mohly byt pouzity jako nové diagnostické
markery karcinomu pankreatu. Sledovéni dynamiky téchto miRNA u pacientl po odstranéni karcinomu by pak mohlo
slouzit i jako prognosticky marker. K posouzeni, zda tyto markery bude mozno pouzit jako ¢asné markery v diagnostice
karcinomu pankreatu, bude zapottebi prospektivni studie u pacientli s nové diagnostikovanym diabetem.
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miRNA-192, miRNA-21 and miRNA-200: new pancreatic cancer markers
in diabetic patients?

Summary

Introduction: Newly-onset diabetes mellitus (DM) in middle-aged and older people may be an early symptom of
pancreatic cancer (PC). However, sensitive markers for PC are still missing. MicroRNAs (miRNAs) play an important
role in a cell response regulation. Significant changes in miRNA expressions were observed in cancers. Our goal
was to compare expressions of selected miRNAs in patients with PC, DM and controls. Methods: We enrolled 74 pa-
tients with PC (42/32, with/without DM), 29 type 2 diabetic patients and 17 controls. MicroRNA was determined in
serum of all examined subjects. In 9 patients with PC the tumor was resected subsequently and after 3 months the
measurements were repeated. We analyzed the expressions of 8 miRNAs that we had identified in a previous pilot
study (miR-21, miR-30, miR-191, miR-192, miR-196, miR-200, miR-423, miR-454). Results: MicroRNA expressions were
significantly higher in patients with PC than in DM and controls: miR-192: 1.6 (1.2 to 2.0) vs 0.3 (0.2-0.4) vs 0.3 (0.2 to
0.5), p < 0.00001; miR-21: 1.4 (1.2-1.7) vs 0.3 (0.2 to 0.5) vs 0.5 (from 0.4 to 0.7), p < 0.00001, miR-200: 1.6 (1.1 to 2.3)
vs 0.3 (0.3-0.4) vs 0.3 (0.2 t0 0.4), p < 0.00001. No difference was observed between DM and controls, as well as be-
tween diabetic and non-diabetic patients within the PC group. There were no significant differences in miRNA ex-
pressions in 9 patients after pancreatic surgery. But there were significant interindividual differences. Conclusion:
Our data shows that miR-21, miR-192 and miR-200 could be used as new diagnostic markers for pancreatic cancer.
A dynamics of these miRNAs could serve as a prognostic marker in patients after cancer removal. Futher prospec-
tive studies with newly-onset diabetic patients with no signs of malignancy will be needed to validate if suggested
miRNAs could be used as early markers as well.
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Uvod

Karcinom pankreatu (PC) se projevuje agresivnim cho-
vanim s ¢asnym metastazovanim. Proto se diagnosti-
kuje obvykle jiz v pokrocilém stadiu. Zlepseni prognézy
by bylo mozné v pfipadé nalezeni ¢asnych a dostatecné
citlivych markerd, které dosud chybéji. Sou¢asna kura-
tivni terapie spociva v pankreatektomii s odstranénim
celého nadoru, ktery nepresahuje pankreas. V roce
2011 byla v CR incidence PC 20,79/100 000 obyvatel
a mortalita 18,41/100 000 obyvatel [1].

Role diabetes mellitus (DM) pfi karcinomu pankreatu
je nejednoznacna, obecné Ize fici, Ze DM zvysuje riziko
neogeneze témér dvojnasobné [2], ale nové diagnostiko-
vany DM (manifestujici se jako diabetes mellitus 2. typu —
DM2T) jiz mlze byt symptomem karcinomu pankreatu,
a tedy sekundarnim diabetem pfi karcinomu (T3c). Cer-
stvé diagnostikovany DM (do 2 let) zvysuje riziko PC az
0 50 % proti DM diagnostikovanému pred vice nez 5 lety
[2]. Problémem zlstava, ze T3cDM je prakticky neroze-
znatelny od DMZ2T, a tak jsou tito pacienti obvykle [é¢eni
jako jini diabetici. K pInému rozvoji karcinomu s jiz typic-
kymi symptomy tak dochazi az pozdgji. Ubytek hmot-
nosti je mnohymi pacienty zprvu vniman pozitivné, [ékaf
tak byva vyhledan az s dalsimi obtizemi (zvraceni, ne-
chutenstvi, bolest, ikterus aj).

Riziko karcinomu pankreatu roste mimo jiné s vékem,
zejména od stfedniho véku, s maximem v 70 letech [1].
Ve stejném obdobi dochazi také ke zvyseni vyskytu
DM2T. 40% prevalence DM u karcinomu pankreatu tak
¢ini nové diagnostikované diabetiky jako idedlni cilo-
vou skupinu pro screening PC v ¢asnych stadiich [3].

MicroRNA (miRNA) jsou kratké jednovlaknové mo-
lekuly RNA s potencidlem posttranskripcni inhibice
proteosyntézy. Svym navazanim na vldkno mRNA dle
komplementarity bazi dojde k oznaceni tohoto vldkna
mRNA a nasledné inhibici translace, pfipadné k pfimé
degradaci vldkna mRNA pfi Uplné shodé komplemen-
tarity miRNA-mRNA. Pokud je tak nadbytek miRNA,
kterd inhibuje produkt tumor supresorového genu,
muze dojit k neogenezi podobné jako pfi nedostatku
miRNA, kterd inhibuje onkogen.

Cilem nasi prace bylo ovéfit vysledky predchozi pi-
lotni studie, v niz jsme vytipovali 6 miRNA odlisné ex-
primovanych u PC, které by umoznily odlisit pacienty
s karcinomem pankreatu od zdravych jedincl. Dale
jsme chtéli ovéfit, zda bude rozdilnd exprese téchto
miRNA u diabetikl proti zdravym jedincdim, coz by
mohlo alespon ¢astecné vysvétlit vysledky epidemio-
logickych studii o diabetu jako rizikovém faktoru roz-
voje PC. Dalsim cilem pak bylo porovnat expresi miRNA
u pacientl s PC pfed operaci tumoru a 3 mésice po ni.

Pacienti a metody

Do studie bylo zafazeno 74 pacientl s duktalnim ade-
nokarcinomem pankreatu (PC, z nich 42 byli zaro-
ven diabetici), 29 pacientli s DM2T a 17 zdravych kon-
trol. U 9 pacientd s PC byl nasledné tumor resekovéan
a u nich byla doplnéna kontrola 3 mésice po odstranéni
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tumoru. Vzorky sér byly ziskany od pacientl z Interni
kliniky 1. LF UK a UVN Praha a lll. interni kliniky 1. LF UK
a VFN Praha.

Pramérny vék ve skupiné pacientli s PC byl 67 (v inter-
valu od 25 do 87) let, s DM 64 (od 53 do 73) let a u kontrol
52 (od 30 do 68) let.

miRNA byla izolovéna ze séra pacientl pomoci kitu
Exiqon, za pouziti TagMan Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) byla provedena reverzni tran-
skripce a k naslednému real-time PCR (RT-PCR) byl uzit
Tagman Universal Master Mix Il a jednotlivé eseje - pri-
mery (Applied Biosystems). Takto jsme stanovili exprese
u 8 vytipovanych miRNA (miR-21, miR-30, miR-191, miR-
192, miR-196, miR-200, miR-423, miR-454). Relativni ex-
prese 6 miRNA vztazené na exprese miR-191 a miR-454
jsou vyjadreny v relativnich jednotkach.

Software ExpressionSuite vygeneroval zakladni data,
kterd byla nasledné statisticky zpracovana v programu
Biogazelle gbase+. Jako referen¢ni geny k relativnimu
porovnani expresi jednotlivych vzorkl pacientl byly
aplikaci GeNorm finder stanoveny miR-191 a miR-454.

Ke statistickému vyhodnoceni byly pouzity testy
ANOVA, parovy a nepdrovy t-test, jako signifikantni byl
povazovan vysledek, kde p < 0,05.

Vysledky

Pfi srovnani 3 skupin (PC, DM, kontroly) byl nejvyznam-
néjsi rozdil pozorovan u miR-192, miR-21 a miR-200, je-
jichz exprese byly vyrazné vyssi u pacientd s PC proti
DM a kontroldm: miR-192: 1,6 (1,2-2,0) vs 0,3 (0,2-0,4) vs
0,3 (0,2-0,5), p < 0,00001; miR-21: 1,4 (1,2-1,7) vs 0,3 (0,2-
0,5) vs 0,5 (0,4-0,7), p < 0,00001; miR-200: 1,6 (1,1-2,3) vs
0,3 (0,3-0,4) vs 0,3 (0,2-0,4), p < 0,00001. Signifikantni
rozdil s p < 0,00001 byl pozorovéan i u miR-196 a miR-30,
jejichz exprese byly u pacientli s PC 2krat zvysené proti
kontrolam i proti DM.

Rozdily expresi miRNA mezi kontrolami, diabetiky
a diabetiky s karcinomem pankreatu ukazuje graf 1.

Ve skupiné PC byly proti pacientim s DM a kontroldm
zvyseny exprese miR-192 a miR-200 5krat, miR-21 4krét,
miR-196 2krat, miR-30 2,5krat (p < 0,00001).

Mezi skupinou s DM a kontrolami nebyl pozorovan
rozdil, stejné tak nebyl zjistén rozdil v expresich miRNA
uvnitf PC skupiny mezi pacienty s diabetem a bez ného.
Vysledky ukazuje tab.

Rozdily expresi miRNA u 9 pacientd pred operaci a po
operaci pankreatu nebyly signifikantni (obr. 2). Byly v3ak
patrné vyznamné interindividudIni rozdily, u 2 jedincd
doslo k vyraznému zvyseni expresi miR-192, miR-21,
miR-200.

Pfi porovnani této skupiny 9 pacientt po operaci tumoru
pankreatu se skupinou s DM a s kontrolami bylo patrné
stéle signifikantni zvyseni véech miRNA v PC skupiné.

Diskuse

Nové markery karcinomu pankreatu by mohly zasadné
zménit progndzu pacientd s timto onemocnénim. V po-
slednich 10 letech se stéle ¢astéji objevuji zpravy o novych
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Tab. Relativni exprese jednotlivych miRNA [U]

CaPDM CaPNDM
miR-192 2,04 (1,37-3,03) 1,18 (0,90-1,55)
miR-21 1,43 (1,07-1,93) 1,44 (1,16-1,80)
miR-200 1,84 (1,15-2,95) 1,33 (0,74-2,40)
miR-196 1,22 (0,94-1,59) 1,45 (1,09-1,94)
miR-30 1,48 (1,15-1,92) 0,96 (0,57-1,61)
miR-423 1,06 (0,87-1,30) 1,01 (0,79-1,30)

DM kontroly p
0,30 (0,20-0,45) 0,33(0,21-0,53) <0,00001
0,26 (0,15-0,46) 0,53 (0,39-0,73) < 0,00001
0,34 (0,27-0,42) 0,30(0,21-0,42) < 0,00001
0,58 (0,47-0,71) 0,60 (0,47-0,78) < 0,00001
0,47 (0,34-0,64) 0,55 (0,43-0,70) < 0,00001
0,67 (0,49-0,91) 0,99 (0,88-1,10) <0,03

Statisticky vyznamny rozdil mezi pacienty s DM, resp. kontrolami a pacienty s karcinomem
CaPDM - pacienti s karcinomem pankreatu s diabetem CaPNDM - pacienti s karcinomem pankreatu bez diabetu DM - diabetici 2. typu

Graf 1. Porovnani expresi jednotlivych miRNA
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poznatcich o miRNA. Naprosta vétsina plvodnich praci
se vénuje studiu buné¢nych kultur, pfipadné testiim na
laboratornich zvitatech. Ne viechny takto ziskané vy-
sledky jsou v souladu s vysledky klinickych studii.

Proto jsme provedli studii u pacientl, u nichz jsme
pouzili sérum ke stanoveni miRNA.

miR-21 je jedna z klasickych miRNA, jejiz zvy3ena ex-
prese byva pfitomna u celé fady onkologickych one-
mocnéni (karcinomu jicnu [4], zaludku [5], jater [6], pan-
kreatu [7], plic [8], prsu [9], kolorektalniho karcinomu
[10] a dalSich). Jednim z cild miR-21 je tumor supreso-
rovy enzym PTEN, fosfataza, kterd defosforyluje fosfati-
dyl inositol 3 fosfat (PIP3), coz nasledné vede k inhibici
signalni drahy Akt. Funkci PTEN je zastava bunécného
déleni, pfipadné naprogramovani bunéc¢né smrti (apo-
ptdzy). Aktivita PTEN ¢asto u mnoha karcinoma chybi.
Dojde-li ke snizeni aktivity PTEN, burika se dale déli
a preziva. Naproti tomu Akt je serin/treonin specificka

Graf 2. Porovnani expresi miRNA u 9 pacientt pred

operaci a po operaci karcinomu s kontrolami
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kindza fungujici jako onkogen, ktera fosforyluje proa-
poptoticky protein BAD, ¢imz jej inaktivuje, a burka
tak preziva. Navic Akt aktivaci NFkB nastartuje geny
pro preziti buriky. Je-li zvysené mnozstvi miR-21, kterd
inhibuje PTEN, je pak malo inhibovana signalni drdha
Akt a bunika ztraci schopnost apoptézy a naddle se déli.
Zvysené mnozstvi Akt je schopno prekonat zastavu
v G1 i G2/M fazi buné¢ného cyklu [11,12]. Mutace DNA
se tak v nddorové burice snadno klonuji. Zvysena ex-
prese miR-21 navic negativné ovliviiuje chemoterapii,
nebot vyznamné snizuje cis-platinou navozeny anti-
proliferativni efekt a schopnost apoptdézy [13]. Naopak
blokovani miR-21 a miR-221 pomoci antisense oligonu-
kleotidt (antagomiR-21, antagomiR-221) snizilo prolife-
raci a invazivitu nadorovych bunék a jejich chemorezis-
tenci ke gemcitabinu a 5-fluorouracilu [14].

Funkce miR-192 je zatim méné zfejma a studie se ve
vysledcich rozchdazeji. Zatimco na jedné strané je miR-
192 prezentovana jako induktor tumor supresorového
genu p53, ktery je zodpovédny za zastavu bunécného
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cyklu v G1 a G2 fazi [15], na strané druhé zvysena ex-
prese miR-192 vedla k bunéc¢né proliferaci a usnadnila
pfechod z G1 do S faze bunécného cyklu. Tato zvysend
exprese miR-192 byla pozorovéna v klinické studii u pa-
cientl s karcinomem pankreatu [16]. Nase data ukazala
také vyznamné zvysenou expresi miR-192, a je tak ve
shodé s nalezy ve druhém piipadé.

miR-200 ovliviiuje signalni drahu p53, angiogenezi
cestou VEGF, apoptdzu a chemosenzitivitu [17]. V buni-
kach karcinomu pankreatu s vysokym metastatickym
potencidlem byla pozorovéna jeji zvysend exprese [18].

miR-196 usnadnuje proliferaci a migraci nddorovych
bunék pfimym plsobenim na IkBa (inhibitor k-B a). Akti-
vace NFkB vede k progresi karcinomu pankreatu. Naopak
jeho inaktivace sméruje bunky k apoptéze. Za tuto inak-
tivaci je zodpovédny zminovany IkBa. ZvySend exprese
miR-196 tak inhibici IkB vede ke zvy3ené aktivité NFkB,
vedouci k proliferaci karcinomu pankreatu [19].

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze miRNA, které byly
v nasi studii vyznamné zvyseny u karcinomu pankre-
atu, zasahuji do zasadnich signalnich kaskad ovliviuji-
cich bunécny cyklus, apoptézu a angiogenezi. Bylo po-
zorovano, Ze jejich zvysend exprese souvisi i se $patnou
odpovédi na chemoterapeutika. Pokud by se podafilo
ovlivnit expresi téchto miRNA (snizit ji), nelze vyloucit
i vliv na prognézu nemocnych.

Jednim z pfistupt je pouziti anti-miRNA, které by se
tak vyhledové mohlo uplatnit terapeuticky, at uz pfimym
plsobenim na nadorové bunky nebo nepfimo, cestou
snizeni chemorezistence. Problémem zatim zlstavé do-
praveni téchto substanci do cilovych tkani organizmu.

Zaver

Vztah karcinomu pankreatu a diabetu je dlouhodobé stu-
dovan. Porovnani expresi miRNA u téchto jednotek v3ak
dosud nebylo provedeno. Exprese miR-192, miR-21, miR-
200, miR-196 a miR-30 byly u PC signifikantné zvyseny
proti DM i proti kontrolam. Rozdil expresi miRNA mezi pa-
cienty s DM a kontrolami viak nebyl pozorovan, stejné tak
ve skupiné pacientl s PC nebyly odlisné exprese miRNA
v podskupiné s DM. Po odstranéni tumoru pankreatu ne-
doslo ke statisticky vyznamnym zménam, velké interin-
dividualni rozdily by v8ak mohly ukazovat na vyznamné
odlisnou prognézu danych jedincd. Sledovani dyna-
miky téchto miRNA by tak mohlo slouzit jako vyznamny
prognosticky marker. K tomu, zda-li by dané miRNA mohly
fungovat téz jako ¢asné markery, bude zapotiebi prospek-
tivni studie, které by se Gcastnili pacienti s nové diagnosti-
kovanym DM, zatim bez zndmek malignity.

Studie byla podporena grantem IGA NT-14254-3 a projek-
tem Univerzity Karlovy P25.
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