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Diagnosticky set pro stanoveni rizika relapsu po nefrektomii u pacientii s nemetastatickym re-
nalnim karcinomem

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni se tyka diagnostického setu pro detekci tkanovych mikroRNA umoZiu-
jici stanovent rizika relapsu po nefrektomii u pacientil s rendlnim karcinomem.

Dosavadni stav techniky

Renalni karcinom (RCC) je nejéastéjsi zhoubny nador ledvin dospélého v&ku, ktery predstavuje pfi-
blizné 3 % solidnich nadorl u dospélé populace s mortalitou mirn¢ presahujici 40 %. Nékolik velkych
retrospektivnich studii ukézalo, Ze souasny TNM systém (Tumor, Node, Metastasis) pro klasifikaci
nemetastatického renalniho karcinomu (stddium I-IIT) neni dostate¢né pfesny pro stratifikaci pacientt
dle jejich progndzy. Piesto, Ze TNM systém byva pribéZné zdokonalovan za ilelem navySeni pfes-
nosti, nedostatetné zohlediiuje molekularné-biologické aspekty chovani tumort. Tento fakt vyznamné
ovliviiuje zejména spravnou indikaci adjuvantni 1é¢by a dispenzarizaénich programi po kurativnim
chirurgickém vykonu (nefrektomii). ProtoZe u naprosté vétiny pacientl s nemetastatickym renalnim
karcinomem neni indikovana adjuvantni terapie, jednou z tzv. nenaplnénych medicinskych potieb je
prognosticky biomarker umoziiujici identifikaci pacientl s vysokym rizikem relapsu onemocnéni po
nefrektomii, a nasledné individualizaci 1é€by a sledovani té€chto pacienti.

Podstata technického feSeni

V ramci piedkladaného technického Feeni byl identifikovan specificky profil miRNA v nadorové
tkani asociovany s rizikem relapsu renalniho karcinomu po nefrektomii a byl vyvinut prognosticky set
zaloZeny na expresi miRNA pro pacienty s renélnim karcinomem (RCC) umoziiujici identifikaci paci-
entll s vysokym rizikem relapsu onemocnéni po nefrektomii, ktefi by téZili z adjuvantni terapie, napf.
cilené 1é¢by, a intenzivnéjsiho rezimu sledovéni.

Predkladané technické feSeni poskytuje diagnosticky set pro stanoveni rizika relapsu renélniho karci-

nomu po nefrektomii na zdkladé detekce tkanovych miRNA metodou kvantitativni PCR v reélném
Case (real-time PCR), ktery obsahuje:

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-429, obsahujici primery, fluorescenéni sondu typu TagMan
a stem-coop primer

Stem-loop | 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACACGGTT - 3
primer
Univer- 5'- GTGCAGGGTCCGAGQGT - 3'
zalni re-
Verse
primer
Forvard 5' - GTTGGGTAATACTGTCTGGTAA - 3'
primer

TagMan 5'- AGCCAACACGGTTTTACCA -3'
sonda

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-30a-5p, obsahujici primery, fluorescen¢ni sondu typu
TaqMan a stem-loop primer:

Stem-loop 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTTCCA - 3'
primer

Univerzalni | 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - %'
reverse
primer
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Forvard 5'- GGGTGTAAACATCCTCGAC - 3
primer

TagMan 5'- AGCCAACCTTCCAGTCGAG - 3
sonda

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-30e-5p, obsahujici primery, fluorescen¢ni sondu typu
TagMan a stem-loop primer:

Stem-loop
primer

5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTTCCA - 3'

Univerzalni
reverse pri-
mer

5'- GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'

Forvard pri-
mer

5'- GTTTGGTGTAAACATCCTTGAC - 3

TagMan
sonda

5'- AGCCAACCTTCCAGTCAAG - 3'

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-30e-3p, obsahujici primery, fluorescen¢ni sondu typu
TaqMan a stem-loop primer:

Stem-loop
primer

5' - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGCTGTA - 3

Univerzalni
reverse pri-
mer

5'- GTGCAGGGTCCGAGQGT - 3'

Forvard
primer

5'- GGGCTTTCAGTCGGATGTT - 3'

TaqMan
sonda

5'- AGCCAACGCTGTAAACATC -3

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-200b, obsahujici primery, fluorescen¢ni sondu typu TagMan
a stem-loop primer:

Stem-loop
primer

5" - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTCATCA -3

Univerzalni
reverse pri-
mer

5'- GTGCAGGGTCCGAGGT -3

Forvard pri-
mer

5'- GTTTGGTAATACTGCCTGGTAA - 3!

TagMan
sonda

5'- AGCCAACTCATCATTACCA - 3'

- sadu pro stanoveni hladiny exprese RNA RNU44 jako referen¢niho genu, obsahujici primery, flu-
orescenéni sondu typu TagMan a stem-loop primer:

Stem-loop
primer

5" - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTTAGTC - 3'
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Univerzalni 5'- GTGCAGGGTCCGAGGT - 3
reverse pri-
mer

Forvard pri- | 5'- GTCCTGGATGATGATAAGCAAA - 3'
mer

TagMan 5'- AGCCAACTTAGTCAGTTAG -3
sonda

Sady jsou zaloZeny na metodé stem-loop RT-qPCR. Tato metoda zahrnuje obvykle krok selektivniho
zachytu detekované malé RNA pomoci stem-loop primeru a reverzni transkripce, a kvantifikace po-
moci sekvenéné specifické fluorescenéni sondy typu TagMan, forward primeru a reverse primeru,
ktery je obvykle univerzalni.

Diagnosticky set podle technického feSeni umoZiiuje specificky a senzitivn€ odliSit pacienty
s renalnim karcinomem na zakladé rizika relapsu onemocnéni po nefrektomii. Tento set a postup dia-
gnostiky s pouzitim tohoto setu jsou zaloZeny na kvantitativni analyze hladin exprese miR-429,
miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p, miR-200b v nadorové tkani pacientil s rendlnim karcinomem
pomoci metody qRT-PCR. Stanoveni hladin prognostickych mikroRNA miR-429, miR-30a-5p,
miR-30e-5p, miR-30e-3p a miR-200b umoziiuje rozlisit pacienty s nizkym a vysokym rizikem relapsu
po nefrektomii. Exprese miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p, miR-200b se s pomoci setu
podle piedkladaného technického feSeni stanovuje v RNA izolované znadorové tkané€ pacienti
s renalnim karcinomem.

Nukleotidové sekvence pfedmétnych mikroRNA jsou nasledujici:

miR-429: 5' UAAUACUGUCUGGUAAAACCGU 3

miR-30a-5p: 5' UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG 3"

miR-30e-5p: 5' UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG 3,

miR-30e-3p: 5' CUUUCAGUCGGAUGUUUACAGC 3

miR-200b: 5' UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA 3'.

Nukleotidova sekvence RNU44 je nasledujict:

5' CCTGGATGATGATAAGCAAATGCTGACTGAACATGAAGGTCTTAATTAGCTCTAACTGACTAA 3"
Bylo zjiSténo, Ze prognostické skore vypocitané na zékladé hladin exprese miR-429, miR-30a-5p,
miR-30e-5p, miR-30e-3p a miR-200b mé&fenych v tkani renalniho karcinomu pomoci diagnostického
setu je vyznamné sniZeno u pacientt, u kterych doslo k rozvoji relapsu onemocnéni do 36 mésich po
nefrektomii, oproti pacientim u kterych v tomto asovém horizontu k relapsu onemocnéni nedoslo.
Stanoveni hladin exprese t&chto miRNA piinasi vyznamnou informaci o prognéze onemocnéni umoz-

fiujici identifikovat pacienty, kteti by benefitovali z adjuvantni terapie a m¢li by byt intenzivnéji sle-
dovani po chirurgickém vykonu.

Set miiZe také s vyhodou obsahovat deionizovanou vodu slouZici jako negativni kontrola, a/nebo
smésny qRT-PCR standard odpovidajici expresi miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p
a miR-200b ve vzorku pacienta s rendlnim karcinomem, u n&jZ doslo k relapsu diive nez 36 mésict po
nefrektomii, a standard odpovidajici expresi miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p
a miR-200b ve vzorku pacienta s rendlnim karcinomem, u n&jZ nedoslo k relapsu nebo doslo k relapsu
po vice neZ 36 mésicich po nefrektomii.

Objasnéni vvkrestu

Obréazek 1 zobrazuje rozdil v hladiné prognostického miRNA skére (PMS) kombinujictho expresi
zminénych miRNA mezi pacienty s RCC, u kterych doslo k relapsu onemocnéni do 36 mésicii po
nefrektomii, a pacienty s RCC, u nichZ nedo$lo k relapsu nebo doSlo krelapsu aZ po vice nez
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hodnoceni pomoci Mann-Whitneyho testu.

Obrazek 2 zobrazuje kombinovanou ROC kiivku pro PMS, kterd udava s jakou senzitivitou a specifi-
citou je prognosticka sada schopna rozliit pacienty s renalnim karcinomem na zékladé rizika relapsu

onemocnéni (AUC = 0, 8333, specificita 90 %, senzitivita 77 %).

Ptiklad uskutenéni technického Fe$eni

Pro testovani diagnostické schopnosti miRNA podle predkladaného technického feSeni byl pfipraven

qRT-PCR set o nasledujicim sloZeni:

Komponenta MnoZstvi Utel
Mix RT - reverzni transkripce ' | 1 x 4,67 ul (1 rxn) Pfepis miRNA do cDNA
Mix PCR * 1x17,67 pl (1 rxn) Amplifikace miRNA

Detek¢ni assay pro miR-429
(RT primer; qPCR primery,
TagqMan sonda)

2 ul; 1 pl (1 rxn)

Reverzni transkripce a amplifikace
miR-429

Detekéni assay pro miR-30a-5p
(RT primer; gPCR primery,
TaqMan sonda)

2 ul; 1 pl (1 rxn)

Reverzni transkripce a amplifikace
miR-30a-5p

Detekeni assay pro miR-30e-5p
(RT primer; gPCR primery,
TaqMan sonda)

2 ul; 1 pl (1 rxn)

Reverzni transkripce a amplifikace
miR-30e-5p

Detekéni assay pro miR-30e-3p
(RT primer; qPCR primery,
TagMan sonda)

2 ul; 1 pl (1 rxn)

Reverzni transkripce a amplifikace
miR-30e-3p

Detekéni assay pro miR-200b
(RT primer; gPCR primery,
TagMan sonda)

2 pl; 1 pl (1 rxn)

Reverzni transkripce a amplifikace
miR-200b

Detekéni assay pro RNU44 (RT
primer; qPCR primery, TagMan
sonda)

2 ul; 1 pl (1 rxn)

Reverzni transkripce a amplifikace
RNU44

Deionizovana voda RT, gPCR

3,33 pi; 1,33 pl (1 rxn)

Negativni kontrola

Pozitivni kontrola RT, gPCR

3,33 pl; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 1 pro miR-429

Pozitivni kontrola RT, gPCR

3,33 pul; 1,33 ul (1 rxn)

Pozitivni kontrola 2 pro miR-429

Pozitivni kontrola RT, gPCR

3,33 pl; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 1 pro miR-30a-5p

Pozitivni kontrola RT, gPCR

3,33 pl; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 2 pro miR-30a-5p

Pozitivni kontrola RT, gPCR

3,33 ul; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 1 pro miR-30e-5p

Pozitivni kontrola RT, gPCR

3,33 ul; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 2 pro miR-30e-5p

Pozitivni kontrola RT, gPCR

3,33 ul; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 1 pro miR-30e-3p

Pozitivni kontrola RT, qPCR

3,33 ul; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 2 pro miR-30e-3p

Pozitivni kontrola RT, gPCR

3,33 pl; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 1 pro miR-200b

Pozitivni kontrola RT, qPCR

3,33 pul; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 2 pro miR-200b

Pozitivni kontrola RT, gPCR

3,33 ul; 1,33 pl (1 rxn)

Pozitivni kontrola 1 pro RNU44
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Pozitivni kontrola RT, gPCR 3,33 ul; 1,33 pl (1 rxn) | Pozitivni kontrola 2 pro RNU44

Pozn. 'Mix RT obsahuje 10X RT pufr, dNTP mix w/dTTp (100M total), inhibitor RNaz (20U/uL),
and MuitiScribe™ RT enzym (50U/uL). *Mix PCR obsahuje AmpliTaq Gold® DNA Polymerase,
UP (Ultra Pure), dNTPs s dUTPATTP smé&si, ROX™ Passive Reference a optimalizovany puff.
Uvedené objemy komponent plati pro jednu miRNA/RNU v rémci RT reakce v objemu 10 pl a gPCR
reakce v objemu 20 pl. Pozitivni kontrola 1 obsahuje smésny qRT-PCR standard odpovidajici expresi
ptisluiné miRNA ve vzorku pacienta srendlnim karcinomem, u néjZ doSlo krelapsu diive neZ
36 mésich po nefrektomii. Pozitivni kontrola 2 obsahuje smésny qRT-PCR standard odpovidajici
expresi piislusné miRNA ve vzorku pacienta s renalnim karcinomem, u n€jZz nedoslo k relapsu nebo
doslo k relapsu po vice neZ 36 mésicich po nefrektomii.

K izolaci RNA byla pouZita nadorova tkai pacientt s renalnim karcinomem odebrana do zkumavky
obsahujici RNA later slouZici k stabilizaci RNA. Tkaf byla homogenizovana pomoci FastPrep-24 5G
a FastPrep Lysing Matrix (MP Biomedicals) a celkovd RNA obohacena o frakci kratkych RNA byla
izolovana za pouZiti mirVana miRNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific). Kvalita a mnoZstvi
ziskané RNA byla stanovena spektrofotometricky (NanoDrop-2000).

K detekci exprese miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p, miR-200b a RNU44 byly pouZity
vyie popsané detekéni sady obsahujici jak specifické stem-loop primery pro reverzni transkripci (RT),
pomoci niZ je RNA piepsana do cDNA, tak primery a fluorescenéni sondy typu TagMan pro qPCR.
Amplifikace pomoci qPCR byla provedena za pouZiti pfistroje QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific). Kvantita stanovovanych miRNA je vyjadiena tzv. Cq (quantitation
cycle), tedy &islem cyklu, pti kterém fluorescenéni signal doséhl nastavené prahové hodnoty. Deteko-
vana exprese miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p a miR-200b byla normalizovana na
expresni hladinu kratké jadérkové RNA RNU44, béZné pouZivané jako referencni gen pro relativni
kvantifikaci miRNA.

Relativni exprese miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p a miR-200b byly stanoveny meto-
dou 27°% kde hodnota ACq piedstavuje rozdil mezi Cq stanovovanych miRNA a Cq referenéniho
genu (RNU44) v ramcei daného vzorku.

Viichni pacienti, jejichz RNA byla pouZita k analyze, byli pfedem diagnostikovani na zékladé histo-
patologického vySetieni odebrané tkané. Do studie byli zafazeni pouze pacienti, u nichZ byl potvrzen
nemetastaticky rendlni karcinom.

U RCC pacientl s relapsem onemocnéni do 36 mésici po nefrektomii byla detekovdna vyznamné
sniend hodnota PMS vypodteného na zdkladé kombinace normalizované exprese miR-429,
miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p a miR-200b ve srovnani s pacienty, u kterych doslo k relapsu
po vice neZ 36 mésicich po nefrektomii (P < 0,0001). Rozdil exprese mezi sledovanymi kohortami byl
testovan pomoci Mann-Whitneyho testu.

Specificita a senzitivita s jakou PMS dokéaZe rozlidit pacienty s rendlnim karcinomem na zaklad¢ rizika
relapsu onemocnéni, byla stanovena pomoci ROC (receiver operating characteristic) analyzy.

K vypoétu rizika relapsu byly normalizované exprese miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p
a miR-200b kombinovany do tzv. PMS (prognostické¢ miRNA skore), které je vypocteno podle vzorce:

PMS = 1,1004 + 116,823*miR-429 - 2,519*miR-30a-5p + 3,831*miR-30e-5p -
34,4007*miR-30e-3p - 11,4517*miR-200b

Pozn. miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p a miR-200b predstavuje dekadicky logaritmus
relativni exprese piisluiné miRNA vypoctené podle zminéného vzorce 24€4, kde hodnota ACq pred-
stavuje rozdil mezi Cq stanovovanych mikroRNA a Cq referen¢niho genu (RNU44) v rémci daného
vzorku.

Na zékladé¢ ROC analyzy provedené z hodnot PMS byla ziskdna hodnotici, prahova hodnota
(cut-off = -0.2231), podle které lze rozli§it RCC pacienty s nizkym a vysokym rizikem relapsu po
nefrektomii. U pacientt s PMS vy$3im neZ prahova hodnota je povaZovéno riziko relapsu za nizke,
naopak u pacienti s PMS niZ§im neZ prahova hodnota je riziko povazovano za vysoke.
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Z vysledki dokumentovanych obrazky vyplyva, Ze hodnota PMS kombinujiciho hladiny exprese miR-
429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p a miR-200b je vyznamné vyssi v nddorové tkani pacientd,
u kterych nedoslo k relapsu/doslo k relapsu onemocnéni po vice nez 36 mésici po nefrektomii. Stano-
veni hladiny t&chto mikroRNA tedy umoZiiuje pfedpovédét riziko relapsu rendlniho karcinomu. Obra-
zek 2 zobrazuje kombinovanou ROC kiivku pro prognostické mikroRNA skére (PMS), kterd udava
s jakou senzitivitou a specificitou je prognostickd sada schopna rozliSit pacienty s renalnim karcino-
mem na zakladé rizika relapsu onemocnéni.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Diagnosticky set pro stanoveni rizika relapsu po nefrektomii u pacientl s nemetastatickym
renalnim karcinomem na zakladé detekce tkafiovych mikroRNA metodou kvantitativni PCR v realném
Case, vyznadeny tim, Ze obsahuje

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-429, obsahujici primery, fluorescentni sondu typu TagMan
a stem-coop primer:

Stem-loop 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACACGGTT - 3'
primer

Univerzalni | 5'- GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'
reverse pri-
mer

Forvard 5" - GTTGGGTAATACTGTCTGGTAA - 3
primer

TagMan 5'- AGCCAACACGGTTTTACCA -3
sonda

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-30a-5p, obsahujici primery, fluorescen¢ni sondu typu
TaqMan a stem-loop primer:

Stem-loop 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTTCCA - 3
primer

Univerzalni | 5'- GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'
reverse
primer
Forvard 5'- GGGTGTAAACATCCTCGAC - 3
primer

TagMan 5'- AGCCAACCTTCCAGTCGAG - 3'

sonda

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-30e-5p, obsahujici primery, fluorescenéni sondu typu
TagMan a stem-loop primer:

Stem-loop 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTTCCA- 3'
primer

Univerzalni | 5'- GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'
reverse pri-
mer
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Forvard pri- | 5'- GTTTGGTGTAAACATCCTTGAC - 3'
mer

TaqMan 5'- AGCCAACCTTCCAGTCAAG -3

sonda

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-30e-3p, obsahujici primery, fluorescentni sondu typu
TagMan a stem-loop primer:

Stem-loop
primer

5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGCTGTA - 3

Univerzalni
reverse pri-
mer

5'- GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'

Forvard
primer

5'- GGGCTTTCAGTCGGATGTT - 3'

TagMan
sonda

5'- AGCCAACGCTGTAAACATC - 3'

- sadu pro stanoveni hladiny exprese miR-200b, obsahujici primery, fluorescenéni sondu typu TagMan
a stem-loop primer:

Stem-loop
primer

5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTCATCA -3

Univerzalni
TEVErse pri-
mer

5'- GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'

Forvard pri-
mer

5'- GTTTGGTAATACTGCCTGGTAA - 3'

TagMan
sonda

5'- AGCCAACTCATCATTACCA - 3'

- sadu pro stanoveni hladiny exprese RNA RNU44 jako referenéniho genu, obsahujici primery, flu-
orescenéni sondu typu TagMan a stem-loop primer:

Stem-loop 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTTAGTC - 3'
primer
Univerzalni | 5'- GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'
reverse pri-
mer
Forvard pri- | 5'- GTCCTGGATGATGATAAGCAAA -3'
mer
TagMan 5'- AGCCAACTTAGTCAGTTAG - 3'
sonda
2. Setpodle narokul, vyznaéeny tim, Zc dale obsahuje deionizovanou vodu jako nega-

tivai kontrolu.

3. Set podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, vyzmaé€eny tim, Ze dile obsahuje
smésny qRT-PCR standard odpovidajici expresi miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p
a miR-200b ve vzorku pacienta s renalnim karcinomem, u n&jZ doglo k relapsu diive nez 36 mésici po
nefrektomii, a standard odpovidajici expresi miR-429, miR-30a-5p, miR-30e-5p, miR-30e-3p
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a miR-200b ve vzorku pacienta s rendlnim karcinomem, u n&jZ nedoslo k relapsu nebo doslo k relapsu
po vice nez 36 mésicich po nefrektomii.
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AUC=0.8333
P<0.0001
Senzitivita =77 %
Specificita = 90 %
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Obr. 2
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