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Diagnosticka sada pro neinvazivni diagnostiku mozkovych nadori

Oblast techniky

Predkladdané technické feSeni se tyka diagnostické sady pro neinvazivni diagnostiku mozkovych
nadord. Sada je urCena pro stanoveni mikroRNA v mozkomi$nim moku umoziujici detekci
ruznych typt mozkovych nadort.

Dosavadni stav techniky

Primarni naddory mozku a mozkové metastazy postihnou ro¢né v celosvétovém meétitku téméer
40 pacientl na 100 tisic obyvatel a jejich incidence neustale stoupa. Ptiblizné 33 % primarnich
nadorti mozku pak tvofi maligni formy s pétiletym piezivanim v priméru u 34,4 % pacientd,
pfiCemz prognoza tUzce souvisi s konkrétnim typem nadoru. Nejlep§i prognoézu maji
nizkostupniové gliomy spoleén¢ s meningeomy, naopak nejkrat$i prezivani je asociovano
s multiformnim glioblastomem (GBM). Velmi S$patnd progndéza byva rovnéz spojovana
s mozkovymi metastazami, které se vyskytuji u 20 % az 40 % dospélych pacientli s nadorovym
onemocnénim. Urceni spravné diagndzy hraje rozhodujici roli i pfi vybéru nejvhodnéjsi terapie.
Navzdory vyznamnym pokrokim v diagnostice nadord mozku jako jsou rizné modifikace
zobrazovacich metod a nasledné histopatologické vySetieni tkané, je diagnostika stile omezena
lokalizaci nadoru a cCasto jeho znacnou heterogenitou. Zavedeni dostatecné senzitivnich
a specifickych metod pro detekci a stanoveni diagnozy u pacientti s mozkovymi nadory je proto
velice zadouci. Vhodnym diagnostickym nastrojem u mozkovych nadorti je analyza mikroRNA,
kratkych nekodujicich RNA, v mozkomisnim moku (cerebrospinal fluid; CSF), ktery omyva
centralni nervovou soustavu a je tak v piimém kontaktu s ptipadnou patologickou tkani.

Podstata technického feSeni

V ramci predkladaného technického feSeni byly identifikovany mikroRNA v mozkomiSnim
moku asociované s pritomnosti vybranych mozkovych nadori. Predkladané technické feseni tedy
poskytuje diagnostickou sadu pro detekci multiformniho glioblastomu (GBM), meningeomu
a/nebo mozkovych metastaz na zakladé¢ kvantifikace let-7i-5p, miR-151a-3p, miR-423-3p,
a alesponl jedné miRNA vybrané z let-7b-5p, miR-140-5p, miR-21-3p, ve vzorku CSF metodou
kvantitativni PCR v realném ¢ase (QRT-PCR).

Nukleotidové sekvence predmétnych mikroRNA jsou nésledujici:

let-7b-5p: 5' UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU 3'
miR-140-5p: 5' CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG 3'
miR-21-3p: 5'CAACACCAGUCGAUGGGCUGU 3
let-7i-5p: 5' UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU 3'
miR-151a-3p: 5' CUAGACUGAAGCUCCUUGAGG 3'
miR-423-3p: 5' AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU 3

Uvedené sady diagnostického setu maji nasledujici slozeni:

- stanoveni hladiny exprese let-7b-5p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescen¢né zna¢enou sondu pro qPCR sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:
5- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC AACCAC -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3
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forward primer: 5' - GGGTGAGGTAGTAGGTTGT - 3'
TagMan sonda: 5' - AGCCAACAACCACACAACC -3

- stanoveni hladiny exprese miR-140-5p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescencné znacenou sondu pro qPCR sestévajici ze sekvenci:

stem-loop primer:

5- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC CTACCA -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'

forward primer: 5' - GGGCAGTGGTTTTACCCTA - 3

TagMan sonda: 5' - AGCCAACCTACCATAGGGT - 3'

- stanoveni hladiny exprese miR-21-3p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescencné zna¢enou sondu pro qPCR sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:

5- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC ACAGCC -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3

forward primer: 5' - GTTGCAACACCAGTCGATG - 3'

TagMan sonda: 5' - AGCCAACACAGCCCATCGA - 3

- stanoveni hladiny exprese let-7i-5p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescencné znacenou sondu pro qPCR sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:

5- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC AACAGC -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3

forward primer: 5' - GTTTGGTGAGGTAGTAGTTTGT - 3'

TagMan sonda: 5' - AGCCAACAACAGCACAAAC - 3

- stanoveni hladiny exprese miR-151a-3p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescen¢né znacenou sondu pro qPCR sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:

5- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC CCTCAA -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'

forward primer: 5' - GTTGCTAGACTGAAGCTCC - 3'

TagMan sonda: 5' - AGCCAACCCTCAAGGAGCT - 3

- stanoveni hladiny exprese miR-423-3p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescen¢né zna¢enou sondu pro qPCR sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:
5-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC ACTGAG -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3

forward primer: 5' - TTGAGCTCGGTCTGAGGC - 3'

TagMan sonda: 5' - AGCCAACACTGAGGGGCCT - 3'

Sada muze také s vyhodou obsahovat deionizovanou vodu slouzici jako negativni kontrola
a gRT-PCR standard odpovidajici expresi let-7b-5p ve vzorku pacienta s GBM, expresi miR-140-
5p ve vzorku pacienta s meningeomem, expresi miR-21-3p ve vzorku pacienta s mozkovymi
metastazami  a expresi  let-7i-5p, miR-151a-3p amiR-423-3p ve vzorcich pacientl
s glioblastomem, meningeomem a mozkovymi metastazami ajedinci bez jakéhokoliv
prokazaného nadorového onemocnéni.
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Diagnostika multiformniho glioblastomu

Kvantitativni analyza hladiny let-7b-5p normalizované na pramér hladin let-7i-5p, miR-151a-3p
a miR-423-3p, jejichz nukleotidové sekvence jsou specifikovany vyse, pomoci qRT-PCR
umoznuje s dostate¢nou specificitou  a senzitivitou odli§it pacienty s multiformnim
glioblastomem (GBM) od jedinct bez jakéhokoliv histopatologicky prokdzaného nadorového
onemocnéni. Hladiny let-7b-5p, let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-423-3p se s pomoci predmétné
sady stanovuji v RNA izolované ze supernatantu CSF.

Bylo zjisténo, Ze normalizovana hladina let-7b-5p v supernatantu CSF je vyznamné zménéna
(zvysena) upacienti s GBM ve srovnani s darci bez jakéhokoliv prokazaného nadorového
onemocnéni.

Diagnostika meningeomu

Kvantitativni analyza hladiny miR-140-5p normalizované na pramér hladin let-7i-5p,
miR-151a-3p a miR-423-3p, jejichz nukleotidové sekvence jsou specifikovany vyse, pomoci
gRT-PCR umoziuje s dostateénou specificitou a senzitivitou odlisit pacienty s meningeomem od
jedincti bez jakéhokoliv histopatologicky prokdzaného nddorového onemocnéni. Hladiny
miR-140-5p, let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-423-3p se s pomoci predmétné sady stanovuji v RNA
vyizolované ze supernatantu CSF.

Bylo zjisténo, Ze normalizované hladina miR-140-5p v supernatantu CSF je vyznamné zménéna
(zvySena) u pacient s meningeomem ve srovnani s darci bez jakéhokoliv prokazaného
nadorového onemocnéni.

Diagnostika mozkovych metastaz

Kvantitativni analyza hladiny miR-21-3p normalizované na prumér hladin let-7i-5p,
miR-151a-3p a miR-423-3p, jejichz nukleotidové sekvence jsou specifikovany vyse, pomoci
gRT-PCR umoziuje s dostateCnou specificitou a senzitivitou odlisit pacienty s mozkovymi
metastdzami od jedincl bez jakéhokoliv histopatologicky prokazaného nadorového onemocnéni.
Hladiny miR-21-3p, let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-423-3p se s pomoci piedmétné sady stanovuji
v RNA vyizolované ze supernatantu CSF.

Bylo zjisténo, ze normalizovana hladina miR-21-3p v supernatantu CSF je vyznamné zménéna

(zvySena) u pacientli s mozkovymi metastazami ve srovnani s darci bez jakéhokoliv prokazaného
nadorového onemocnéni.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1 zobrazuje rozdil v normalizovanych hladinach let-7b-5p v mozkomisnim moku mezi
pacienty s multiformnim glioblastomem (GBM) a jedinci bez jakéhokoliv prokazaného
nadorového onemocnéni pro (p <0,0001). Rozdil exprese byl analyzovan pomoci
Mann-Whitneyho testu.

Obrazek 2 zobrazuje ROC kiivku, ktera udava, s jakou senzitivitou a specificitou je mozkomi$ni
let-7b-5p schopna rozlisit pacienty s GBM a jedince bez jakéhokoliv prokazaného nadorového
onemocnéni (AUC 0,9091; specificita 81 %; senzitivita 83 %).

Obrazek 3 zobrazuje rozdil v normalizovanych hladinach miR-140-5p v mozkomi$nim moku
mezi pacienty s meningeomem a jedinci bez jakéhokoliv prokazaného nadorového onemocnéni
pro (p < 0,001). Rozdil exprese byl analyzovan pomoci Mann-Whitneyho testu.
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Obrazek 4 zobrazuje ROC ktivku, ktera udava, s jakou senzitivitou a specificitou je mozkomisni
cirkulujici miR-140-5p schopna rozliSit pacienty s meningeomem a jedince bez jakéhokoliv
prokazaného nadorového onemocnéni (AUC 0,8073; specificita 83 %; senzitivita 75 %).

Obrazek 5 zobrazuje rozdil v normalizovanych hladinach miR-21-3p v mozkomi$nim moku mezi
pacienty s mozkovymi metastazami a jedinci bez jakéhokoliv prokazaného nadorového
onemocnéni pro (p < 0,01). Rozdil exprese byl analyzovan pomoci Mann-Whitneyho testu.

Obrazek 6 zobrazuje ROC ktivku, ktera udava, s jakou senzitivitou a specificitou je mozkomisni
cirkuluyjici miR-21-3p schopna rozliSit pacienty s mozkovymi metastazami a jedince bez
jakéhokoliv prokazaného nadorového onemocnéni (AUC 0,7969; specificita 75 %; senzitivita
100 %).

Priklad uskuteénéni technického fe$eni

Pro testovani diagnostické schopnosti miRNA podle piedkladaného technického feseni byly
pripraveny qRT-PCR sety o nasledujicim slozeni:

Komponenta MnoZstvi Ucel

Mix RT — reverzni transkripce | 1 x 4,67 pl (1 rxn) Prepis miRNA do cDNA

1

Mix PCR 2 1x17,4 ul(1rxn) Amplifikace miRNA

Detekéni sada pro miR-140- | 2 ul; 1 ul (1 rxn) Reverzni transkripce a

5p (RT primer; gPCR primery; amplifikace miR-140-5p

TagMan sonda)

Detekéni sada pro miR-21-3p | 2 ul; 1 ul (1 rxn) Reverzni transkripce a

(RT primer; gPCR primery; amplifikace miR-21-3p

TagMan sonda)

Detekcni sada pro let-7i-5p | 2 pl; 1 pl (1 rxn) Reverzni  transkripce a

(RT primer; gPCR primery; amplifikace let-7i-5p

TagMan sonda)

Detek¢ni sada pro miR-151a- | 2 pl; 1 pl (1 rxn) Reverzni  transkripce a

3p (RT primer; gPCR primery; amplifikace miR-151a-3p

TagMan sonda)

Detekcni sada pro miR-423- | 2 pl; 1 pl (1 rxn) Reverzni  transkripce a

3p (RT primer; gPCR primery; amplifikace miR-423-3p

TagMan sonda)

Deionizovana voda RT, qPCR | 3,33 ul; 1,6 ul (1 rxn) Negativni kontrola

Pozitivni kontrola RT, gPCR 3,33 ul; 1,6 pl (1 rxn) Pozitivni kontrola pro let-7b-
5p, miR-140-5p, miR-21-3p,
let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-
423-3p

Pozn. Mix RT obsahuje 10X RT pufr, dNTP mix w/dTTp (100M total), inhibitor RNaz
(20U/uL), and MultiScribe™ RT enzym (50U/uL). Mix PCR obsahuje AmpliTaq Gold® DNA
Polymerase, dNTPs s dUTPATTP smési, ROX Passive Reference a optimalizovany pufr.
Uvedené objemy komponent plati pro jednu miRNA v ramci RT reakce v objemu 10 ul a gPCR
reakce v objemu 20 pl. Pozitivni kontrola obsahuje qRT-PCR standard odpovidajici hladinam
let-7b-5p ve vzorku pacienta s multiformnim glioblastomem, hladindam miR-140-5p ve vzorku
pacienta s meningeomem, hladinam miR-21-3p ve vzorku pacienta s mozkovymi metastazami
a hladinam let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-423-3p ve vzorcich pacienti s glioblastomem,
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meningeomem a mozkovymi metastazami a jedinci bez jakéhokoliv prokazaného nadorového
onemocnéni.

Set podle piedkladaného technického feSeni miize obsahovat vSech Sest sad pro stanoveni hladin
vSech Sest miRNA, muze vsak také obsahovat detekéni sady pro let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-
423-3p, a dale jednu nebo dvé sady vybrané z detekénich sad pro let-7b-5p, miR-140-5p, miR-
21-3p.

Stem-loop primer (RT primer), g°PCR primery (forward, reverse), a TagMan sonda mély
sekvence uvedené v naroku 1.

K izolaci RNA byl pouzit CSF pacientti odebrany pomoci lumbalni punkce v objemu 3 az 5 ml
do sterilni zkumavky. Poté byl CSF centrifugovan 10 minut pii RCF 500 g a 4 °C s naslednym
oddélenim a uschovanim supernatantu. Celkova RNA obohacena o frakci kratkych RNA byla
izolovéana z 1 ml CSF supernatantu za pouziti kitu Urine microRNA Purification Kit od Norgen
Biotek.

K detekci hladin let-7b-5p, miR-140-5p, miR-21-3p, let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-423-3p byly
pouzity vyse uvedené sady obsahujici jak specifické stem-loop primery pro reverzni transkripci
(RT), pomoci niz je RNA piepsana do cDNA, tak primery a fluorescencné znaené sondy pro
gPCR. Finalni amplifikace a kvantifikace konkrétnich miRNA byla provedena za pouziti
ptistroje QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). Kvantita
stanovovanych miRNA je vyjadiena tzv. Cq (quantitation cycle), tedy ¢islem cyklu, pii kterém
fluorescencéni signal dosahl nastavené prahové hodnoty. Detekované hladiny let-7b-5p, miR-140-
5p amiR-21-3p byly normalizovany na prumér hladin referencnich let-7i-5p, miR-151a-3p
a miR-423-3p.

Relativni exprese let-7b-5p, miR-140-5p a miR-21-3p byly stanoveny metodou 299, kde hodnota
dCq pfedstavuje rozdil mezi Cq jednotlivych stanovovanych miRNA a primérem hladin tii
referen¢nich miRNA.

Vsichni pacienti, jejichz RNA byla pouzita k analyze, byli predem diagnostikovani pomoci
histologického vySetfeni odebrané tkan€. Do studie byli zafazeni pouze pacienti, u nichz byl
histopatologicky potvrzen GBM, meningiom nebo mozkové metastazy. Kontrolni skupinu tvofili
jedinci bez jakéhokoliv prokazaného nadorového onemocnéni.

U pacienti s GBM byla v CSF detekovana vyznamné zvySena hladina let-7b-5p ve srovnani
s jedinci bez jakéhokoliv histopatologicky prokdzaného nadorového onemocnéni (p < 0,0001)
(Obrazek 1). Rozdil hladin mezi sledovanymi skupinami byl testovan pomoci Mann-Whitneyho
testu.

Pomoci ROC (receiver operating characteristic) analyzy byla ziskana hodnotici, prahova hodnota
normalizované exprese let-7b-5p v CSF (cut-off = 0,6418), podle které lze rozliSit pacienty
s GBM od jedinct bez jakéhokoliv prokdzaného nadorového onemocnéni se specificitou 81 %
a senzitivitou 83 % (AUC [area under curve] = 0,9091) (Obrazek 2).

Vzorky s vyssi normalizovanou hladinou let-7b-5p, nez je prahova hodnota, jsou povazovany za
vzorky pacienti s GBM, naopak vzorky sniz$i normalizovanou hladinou let-7b-5p, nez je
prahova hodnota, jsou povazovany za vzorky jedinct bez jakéhokoliv prokdzaného nadorového
onemocnéni.

U pacientl s meningeomem byla v CSF detekovana vyznamné zvySena hladina miR-140-5p ve
srovnani s jedinci bez jakéhokoliv prokdzaného nadorového onemocnéni (p <0,001)
(Obrazek 3). Rozdil hladin mezi sledovanymi skupinami byl testovan pomoci Mann-Whitneyho
testu.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 33336 U1

Pomoci ROC (receiver operating characteristic) analyzy byla ziskdna hodnotici, prahova hodnota
normalizované exprese miR-140-5p v CSF (cut-off = 0,2248), podle které lze rozlisit pacienty
s meningeomem od jedinct bez jakéhokoliv prokazaného nadorového onemocnéni se specificitou
83 % a senzitivitou 75 % (AUC [area under curve] = 0,8073) (Obrazek 4).

Vzorky s vyssi normalizovanou hladinou miR-140-5p, nez je prahova hodnota, jsou povazovany
za vzorky pacientli s meningeomem, naopak vzorky s niz§i normalizovanou hladinou miR-140-
5p, nez je prahova hodnota, jsou povazovany za vzorky jedinci bez jakéhokoliv prokadzaného
nadorového onemocnéni.

U pacientli s mozkovymi metastdzami byla v CSF detekovana vyznamné zvySend hladina miR-
21-3p ve srovnani sjedinci bez jakéhokoliv histopatologicky prokazaného nadorového
onemocnéni (p < 0,01). Rozdil hladin mezi sledovanymi skupinami byl testovan pomoci Mann-
Whitneyho testu.

Pomoci ROC (receiver operating characteristic) analyzy byla ziskana hodnotici, prahova hodnota
normalizované exprese miR-21-3p v CSF (cut-off = 0,0661), podle které lze rozliSit pacienty
s mozkovymi metastdzami od jedinct bez jakéhokoliv prokédzaného nadorového onemocnéni se
specificitou 75 % a senzitivitou 100 % (AUC [area under curve] = 0,7969) (Obrazek 6).

Vzorky s vy$si normalizovanou hladinou miR-21-3p, nez je prahova hodnota, jsou povazovany
za vzorky pacientll s mozkovymi metastdzami, naopak vzorky s niz§i normalizovanou hladinou
miR-21-3p, neZ je prahova hodnota, jsou povazovany za vzorky jedinci bez jakéhokoliv
prokazaného nadorového onemocnéni.

NAROKY NA OCHRANU

1. Diagnosticky set pro detekci multiformniho glioblastomu, meningeomu a/nebo mozkovych
metastaz ze vzorku mozkomisniho moku metodou kvantitativni PCR v realném case, vyznaéeny
tim, Ze obsahuje sady pro stanoveni hladin nasledujicich mikroRNA: let-7i-5p, miR-151a-3p,
miR-423-3p a alespon jedné mikroRNA vybrané z let-7b-5p, miR-140-5p a miR-21-3p, pfi¢emz
uvedené sady jsou:

- sada pro stanoveni hladiny let-7b-5p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescen¢né znacenou sondu typu TagMan sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:
5-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC AACCAC -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3

forward primer: 5' - GGGTGAGGTAGTAGGTTGT - 3'

TagMan sonda: 5' - AGCCAACAACCACACAACC -3

- sada pro stanoveni hladiny miR-140-5p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescen¢né znacenou sondu typu TagMan sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:
5-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTACCA -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3

forward primer: 5' - GGGCAGTGGTTTTACCCTA - 3'

TagMan sonda: 5' - AGCCAACCTACCATAGGGT - 3'
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- sada pro stanoveni hladiny miR-21-3p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescen¢né znacenou sondu typu TagMan sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:

5- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACACAGCC - 3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3

forward primer: 5' - GTTGCAACACCAGTCGATG - 3

TagMan sonda: 5' - AGCCAACACAGCCCATCGA -3

- sada pro stanoveni hladiny let-7i-5p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescenc¢né znacenou sondu typu TagMan sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:

5- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC AACAGC - 3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'

forward primer: 5' - GTTTGGTGAGGTAGTAGTTTGT - 3'

TagMan sonda: 5' - AGCCAACAACAGCACAAAC - 3

- sada pro stanoveni hladiny miR-151a-3p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescen¢né znac¢enou sondu typu TagMan sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:
5-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCCTCAA -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'

forward primer: 5' - GTTGCTAGACTGAAGCTCC - 3

TagMan sonda: 5' - AGCCAACCCTCAAGGAGCT - 3

- sada pro stanoveni hladiny miR-423-3p, obsahujici stem-loop primer pro reverzni transkripci
a primery a fluorescen¢né znac¢enou sondu typu TagMan sestavajici ze sekvenci:

stem-loop primer:

5- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC ACTGAG -3
univerzalni reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3

forward primer: 5' - TTGAGCTCGGTCTGAGGC - 3'

TagMan sonda: 5' - AGCCAACACTGAGGGGCCT - 3

2. Diagnosticky set pro detekci multiformniho glioblastomu podle naroku 1, vyznaéeny tim,
7e obsahuje sady stem-loop primerd pro reverzni transkripci, primert a fluorescenéné znacenych
sond pro stanoveni hladin mikroRNA let-7b-5p, let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-423-3p.

3. Diagnosticky set pro detekci meningeomu podle naroku 1, vyzna¢eny tim, Ze obsahuje sady
stem-loop primert pro reverzni transkripci, primerd a fluorescenéné znac¢enych sond pro
stanoveni hladin mikroRNA miR-140-5p, let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-423-3p.

4. Diagnosticky set pro detekci mozkovych metastaz podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze
obsahuje sady stem-loop primeri pro reverzni transkripci, primert a fluorescenc¢né znacenych
sond pro stanoveni hladin mikroRNA miR-21-3p, let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-423-3p.

5. Diagnosticky set podle kteréhokoliv z predchazejicich narokt, vyznaéeny tim, Ze dale
obsahuje deionizovanou vodu jako negativni kontrolu.

6. Diagnosticky set podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroki, vyznaceny tim, Ze dale
obsahuje smésny qRT-PCR standard odpovidajici hladinam let-7b-5p ve vzorku pacienta

s multiformnim glioblastomem, hladinam miR-140-5p ve vzorku pacienta s meningeomem,
a/nebo hladinam miR-21-3p ve vzorku pacienta s mozkovymi metastazami; a smésny qRT-PCR
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standard odpovidajici hladinam let-7i-5p, miR-151a-3p a miR-423-3p ve vzorcich pacientd

s glioblastomem, meningeomem a/nebo mozkovymi metastazami; a smésny qRT-PCR standard
odpovidajici hladindm uvedenych miRNA u jedinct bez jakéhokoliv prokazaného nddorového
onemocnéni.

6 vykresi
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AUC = 0,9091
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Relativni exprese hsa-miR-140-5p (2-9€9; log10)
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hsa-miR-140-5p
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hsa-miR-21-3p
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