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(57)  Anotace:
Predkladané fesSeni poskytuje zpiisob stanoveni progndzy
u pacienta trpiciho folikularnim lymfomem, vyznaceny
tim, ze se stanovi mnozstvi miR-31 v izolovaném
biologickém vzorku pacienta, a na zaklad¢ tohoto
stanoveni se pacient pfifadi do prognostické skupiny,
pti¢emz prognostické skupiny a mezni hodnoty pro
ptifazeni do prognostickych skupin se ziskaji analyzou
mnozstvi miR-31 v biologickych vzorcich pacientl se
znamou prognozou. V biologickém vzorku odebraném z
téla pacienta se mize stanovit exprese miR-31 spolu s
expresi endogenni kontroly, kterou je mala jadérkova
RNA ¢i stabilné exprimovand miRNA, a v ptipadé
absolutni kvantifikace se zaroven stanovi i exprese
syntetickych standardii téchto miRNA, a endogenni
kontroly o znamych poctech molekul. Stanoveni
prognoézy nezahrnuje stanoveni transformace
folikularniho lymfomu do difuzniho velkobunécného B-
lymfomu. Popsany zptisob umoznuje pomoci stanoveni
exprese miR-31 pfifazeni pacientd do prognostickych
skupin.
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Zpusob stanoveni progndézy u pacientu s folikularnim lymfomem

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka nového zplisobu stanoveni prognozy u pacient trpicich folikularnim
lymfomem.

Dosavadni stav techniky

Folikuldrni lymfom (FL) je nejCastéjSim typem indolentniho ne-Hodgkinského lymfomu.
Navzdory vyraznému zlepSeni pieziti pacientll po zavedeni imunoterapie ziistava toto onemocnéni,
je-li diagnostikovano v pokrocilych stadiich, dodnes nevyléCitelnym (Benesovd K. et al. Klin
Onkol 2015; 28: 3S73 az 3579). Jeho prubeh je charakteristicky opakovanymi relapsy vedoucimi
ke vzniku rezistentniho onemocnéni nebo k transformaci do agresivnéjsiho typu lymfomu, ktera
vede k vyznamnému zkraceni doby pieziti pacientll (nastane v pribéhu choroby u 30 az 40 %
pacientli, transformace typicky do difuzniho velkobunécéného B-lymfomu [DLBCL]). Osud
konkrétniho pacienta s nové diagnostikovanym FL lze prozatim jen nedostate¢né odhadnout.
K tomu slouzi n€kolik prognostickych skoére (FLIPI, FLIPI2), jez jsou postaveny zejména na
zakladnich klinicko-laboratornich parametrech (vek, klinické stadium, laboratorni aktivita choroby
vyjadifena obvykle hodnotami LDH, hemoglobinem, beta-2-mikroglobulinem atd.) nebo na
klinickém chovani v ¢ase (Casulo C. et al. J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol 2015; 33: 2516
az 2522). Nedostatkem téchto skore je predevsim jejich mala individualni pfesnost. V soucasné
dobé bylo vyssi pfesnosti dosazeno diky kombinacim téchto prognostickych skore s muta¢nim
statusem vybranych genli. Vysledkem téchto snah jsou nové klinicko-genetické prognostické
skore, zejména M7-FLIPI, které je zalozené na hodnoceni mutac¢niho statusu sedmi gent
(EZH2, ARID1A4, MEF2B, EP300, FOXOI, CREBBP a CARDII) v kombinaci s klinickymi
faktory (FLIPI, ECOG 8kala) a modifikované M7-FLIPI vytvofené pro predikci brzké progrese
onemocnéni nazvané POD24-PI (Jurinovic V. et al. Blood 2016; 128: 1112 az 1120; Pastore A. et
al. Lancet Oncol 2015; 16: 1111 az 1122.128: 1112 az 1120). Patogeneze FL je komplexni souhrou
vzajemnych interakci deregulovanych onkogenti, tumor supresori, epigenetickych regulatord a
faktori nadorového mikroprostiedi. I proto se stanoveni prognozy pacientti az dosud odviji
zejména od stanoveni kombinace mnoha faktort, které by mély pokryt zna¢nou heterogenitu
tohoto onemocnéni. Stanoveni novych prognostickych skore (M7-FLIPI, POD24-PI) navic
vyzaduje sekvenovani n€kolika genli u kazdého pacienta a je proto ¢asové i financné narocné.
V piipadé POD24-PI je také nevyhnutelna dlouhd doba sledovani pacientd potiebna pro jeho
stanoveni (24 mésictl). Ukolem vynélezu je proto nalezeni nového zptisobu, jenZ by umoznil
rychlé, presné a finan¢n€ méne narocné stanoveni progndzy pacientti s FL.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez navrhuje zplsob stanoveni progndzy u pacienta trpiciho folikularnim
lymfomem (FL), jehoZ podstata spocCiva v tom, Zze se stanovi mnozstvi miR-31 v izolovaném
biologickém vzorku pacienta, a na zaklad¢ tohoto stanoveni se pacient pfifadi do prognostické
skupiny, pficemz prognostické skupiny a mezni hodnoty pro pfifazeni do prognostickych skupin
se ziskaji analyzou mnozstvi miR-31 v biologickych vzorcich pacientli se znamou prognézou.

Obecné je vyssi hladina miR-31 spojena s pozitivni prognézou, tedy s del§i dobou preziti pacienta.
V ramci predkladaného vynalezu tak byl identifikovan jeden marker, jenz mize nahradit stavajici
prognostické skore a jehoz stanoveni je mozno provadét s vysokou presnosti pomoci metod rutinné
uzivanych v diagnostickych laboratofich. Vyhodou je i snadné dostupnost miRNA a diky vysoké
stabilit¢ také moznost izolace z dlouhodobé archivovanych FFPE blockt, zamrazené tkané anebo
moznost vyuziti miRNA cirkulujicich v té€lnich tekutinch.
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Zarazeni pacientll do prognostickych skupin spociva v porovnani stanoveného mnozstvi miR-31
ve vzorku pacienta vii¢i hodnoté vybraného kvantilu mnozstvi miR-31 ve skupiné pacienti se
znamou progndzou, pri¢emz pacienti s hladinou miR-31 niZsi, nez je hodnota tohoto kvantilu, se
ptifadi do prognostické skupiny s horsi prognozu, a pacienti, jejichz hladina miR-31 je vétsi nez
dany kvantil, se pfifadi do prognostické skupiny s lepsi prognézou. Prognéza mutze napiiklad
odpovidat predikci preziti pfedem danou dobu, naptiklad vice nez 3 roky nebo vice nez 10 let,
pti¢emz prognosticka skupina s horsi progndzou ma nizkou Sanci pteziti (naptiklad méné nez 70 %
nebo 60 % a mén¢) po tuto dobu, a prognosticka skupina s lepsi progndézou ma vysokou Sanci
preziti (naptiklad alespont 70 % nebo alespon 80 % nebo alespon 90 %) po tuto dobu. V jednom
provedeni ma napftiklad skupina s hor$i prognézou 55 az 60 % piezivajicich po 10 letech, zatimco
skupina s lep$i prognézou ma 90 az 92 % prezivajicich po 10 letech. V jednom provedeni mize
byt kvantilem 2. tercil, ale v jinych provedenich lze kvantil zvolit jinak.

Pro pouziti hladiny miR-31 jakozto prognostického markeru byla vytvofena reprodukovatelnd
metoda pro jeji kvantifikaci. Stanoveni mnozstvi (exprese) miR-31 ve vzorku, tedy kvantifikaci
miR-31, lze provadét relativné, kdy se normalizovana exprese vyjadii jako rozdil poctu cykli
pottebnych na dosazeni prahové detekce u miR-31 a u endogenni kontroly; nebo absolutné, kdy se
prepocitava pomoci syntetickych standardt pfimo mnozstvi molekul miRNA vzhledem k mnozstvi
1.000.000 molekul endogenni kontroly. Relativni kvantifikace je procesné jednodussi, ale Ize ji
pouzit jen pro porovnani mnozstvi miR-31 stanovenych u pacientll v ramci jedné laboratote nebo
jednoho pracovisté stejnou metodou. Pro umoznéni porovnani vysledki a pfenos metody mezi
pracovisti nebo laboratofemi je vhodnéjsi provadét kvantifikaci miR-31 absolutng, tedy
v porovnani se syntetickym standardem.

Kvantifikace miR-31 se provadi vic¢i endogenni kontrole. Endogenni kontrolou je latka, jejiz
mnozstvi (exprese) v biologickych vzorcich se v podstaté neméni. Ve vyhodnych provedenich
vynalezu miize byt endogenni kontrolou mald jadérkovd RNA (snoRNA), zejména vybrana z
RNU38B, RNU6B, RNU44, RNU48, a/nebo miize byt endogenni kontrolou stabilné exprimovana
miRNA, naptiklad miR-16.

Exprese miR-31 se tedy stanovi spolu s expresi endogenni kontroly, a zarovenl se v ptipadé
absolutni kvantifikace stanovi exprese syntetickych standardd miR-31 a endogenni kontroly o
znamych poctech molekul. Jako endogenni kontrola miize vzhledem k charakteru miRNA slouzit
mala jadérkova RNA (snoRNA; napt. RNU38B, RNU6B, RNU44, RNU48) a/nebo stabilné
exprimované miRNA (napf. miR-16). V ramci piedkladaného vynalezu byly navrzeny syntetické
standardy (obr. 1), a to dle evolu¢né konzervovanych sekvenci danych miRNA a snoRNA pro miR-
31 a endogenni kontrolu. Tyto standardy o znamém poc¢tu molekul se analyzuji spolecné se vzorky
a nasledné se prepocitaji piesné pocty kopii miR-31 na milion molekul endogenni kontroly.

Priklady navrzenych syntetickych standardi:

miR-31: 5" - AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU - 3’
RNU38B: 5" - CCA GUU CUG CUA CUG ACA GUA AGU GAA GAU AAA GUG UGU CUG
AGG AGA -3’

Pro stanoveni exprese se s vyhodou pouzije piepis miRNA do copyDNA (cDNA) a detekce
metodou kvantitativni polymerazové fetézové reakce v realném case (QRT-PCR). Pomoci takto
stanovené exprese miR-31 je mozné rozdéleni pacientli do prognostickych skupin. U jednotlivych
prognostickych skupin se stanovi prahové hodnoty exprese miR-31. Pii vyuziti relativni
kvantifikace se vyjadii normalizovana exprese pomoci rozdilu pocétu cykli potiebnych na
dosahnuti prahové detekce u miR-31 a endogenni kontroly. U kvantifikace absolutni se pfepocitava
pomoci syntetickych standardii pfimo mnozstvi molekul miRNA vzhledem k jedné molekule
endogenni kontroly. Tento postup umoziuje reprodukovat vysledky mezi riznymi laboratofemi.
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Podobné je mozné postupovat také pfi stanoveni exprese miR-31 pomoci technik masivniho
paralelniho sekvenovani/sekvenovani nové generace, tj. definovat poc¢et molekul miR-31 vici
poctu molekul endogenni kontroly.

Pfi stanoveni progndzy se potom kvantitativné stanovi exprese miR-31 ve vzorku odebraném z téla
pacienta a urci jeho piislusnost do odpovidajici prognostické skupiny. Exprese miR-31 nizsi, nez
je mezni hodnota (dany pocet molekul ve vzorku) indikuje zkracenou dobu pieziti. Mezni hodnota
miR-31 (pocet molekul ve vzorku) se ziska statistickym vyhodnocenim jeji exprese stanovené
v biologickych vzorcich odebranych z tél pacientd. (pocet kopii miR-31/milion kopii endogenni
kontroly).

Stanoveni progndzy podle vynélezu vSak nezahrnuje stanoveni transformace folikuldrniho
lymfomu (FL) do difuzniho velkobunééného B-lymfomu (DLBCL) na zikladé¢ analyzovani
exprese miR-31.

Vynalez tak poskytuje pomoci relativni nebo absolutni kvantifikace miR-31 ve vzorcich
odebranych z t€la pacienta zplisob stanoveni prognozy pacientti FL, a to bez ohledu na jiné znamé
prognostické markery.

Biologickym vzorkem muze byt vzorek tkané tumoru, naptiklad zmrazené tkané¢, vzorek z FFPE
(formalinem fixovany a v parafinu zality vzorek) blockil tkan€ tumoru, nebo vzorek periferni krve.

Kvantifikace miR-31, endogenni kontroly, a popfipad¢ i syntetického standardu, se s vyhodou
provede metodou jejiho piepisu do copyDNA (cDNA) a detekce metodou qRT-PCR, nebo se
kvantifikace s vyhodou provede pomoci technik masivniho paralelniho sekvenovani/sekvenovani
nové generace (miRNAseq).

Pro aplikaci qRT-PCR v oblasti miRNA je vzhledem ke specifickym vlastnostem miRNA nutna
modifikace. Nejvétsi prekdzkou je uz samotna délka miRNA, ktera odpovida délce beézné
pouzivanych primer(, pfi¢emz krat$i primery nejsou pouzitelné. Aby se obesel problém s piilis
nizkou teplotou tani primer v duplexu s miRNA, 1ze vyuzit naptiklad komeréné dostupné tzv.
stem-loop neboli vlasenkové primery. Detekéni systém TagMan® MicroRNA Assay (Life
Technologies) je zaloZen na pouziti specialné navrzenych primert pro reverzni transkripci, pfi niz
dojde k prodlouzeni miRNA a nasledné specifickych sond pro qRT-PCR. Reverzni transkripce
slouzi k syntéze ss cDNA (ss = single strand, jednovlaknovd) z vyizolované totalni RNA
prostiednictvim TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kitu (Life Technologies).

Primery a sondy pro vyse uvedené metody pro miR-31 i pro endogenni kontroly jsou komercné

dostupné. V piikladech uvedenych zde niZe byl napiiklad pouzivan systém TagMan® MicroRNA
Assay (Life Technologies).

Objasnéni vykrest

Obr. 1a. Rozmezi Ct cykla (resp. po€tu kopii miRNA) pokryté syntetickymi standardy (ptiklad 1).
Obr. 1b. Rozmezi poctu molekul pokrytych syntetickymi standardy (ptiklad 1).

Obr. 2a. Preziti pacientl v zavislosti na mife exprese miR-31 — rozdéleni podle druhého tercilu —
kohorta 1 (pfiklad 2).

Obr. 2b. Preziti pacientil v zavislosti na mife exprese miR-31 — rozdé€leni podle druhého tercilu —
validac¢ni kohorta (ptiklad 2).
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Obr. 2c. Vlevo: srovnani relativni exprese miR-31 u pacientii s piezitim vice nez 3 roky a u
pacientli s prezitim méné nez 3 roky. Vpravo: Odhadovana hustota pravdépodobnosti umrti v
kohorté FL pacientl od biopsie. Kfivka odhadovaného rizika ukazuje, ze k maximalnimu riziku
umrti doslo béhem prvnich 3 let od biopsie.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

Byla provedena analyza exprese miR-31 u FL vzorki za ticelem definovani role miR-31 v prognoze
FL. Jako pfistup byla zvolena absolutni a relativni kvantifikace miR-31. Relativni kvantifikace je
technicky jednodussi, protoze nevyzaduje pouziti syntetickych standardi, avSak takto ziskané
vysledky je mozné spolehlivé aplikovat jenom v ramci jedné laboratote, resp. centraln€. Absolutni
kvantifikace na rozdil od relativni kvantifikace umoziuje presné stanoveni poctu kopii miRNA
v daném vzorku a moznost toto provést reproducibilné v riznych laboratotich. Pro pfepocet poctu
kopii byla pfipravena standardni fedici fada o znamém poctu molekul, které pokryji potiebné
mnozstvi cykli qRT-PCR. Pro aplikaci qRT-PCR v oblasti miRNA je vzhledem ke specifickym
vlastnostem miRNA nutna modifikace. Nejvétsi prekdzkou je uz samotnd délka miRNA, ktera
odpovida délce bézn¢ pouzivanych primerd, pfiCemz kratsi primery nejsou pouzitelné. Aby se
obesel problém s pfili§ nizkou teplotou tani primert v duplexu s miRNA, byly vyuzity naptiklad
komeréné dostupné tzv. stem-loop neboli vlasenkové primery. Detekéni systém TaqMan®
MicroRNA Assay (Life Technologies) je zaloZen na pouziti specialné navrzenych primerd pro
reverzni transkripcei, pii niz dojde k prodlouzeni miRNA a nasledné specifickych sond pro qRT-
PCR. Reverzni transkripce slouZzi k syntéze ss cDNA (ss=single strand) z vyizolované totdlni RNA
prostiednictvim TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kitu (Life Technologies). Vstupni
mnozstvi RNA je pfiblizné 4 ng totalni RNA v celkovém objemu reakce, ktery ¢ini 7,5 pl. Jako
endogenni kontrola pro normalizaci exprese miRNA byla pouzita mala jadérkovd RNA RNU38B
a pro stanoveni absolutniho poctu molekul miR-31 byly pouzity syntetické standardy miR-31 a
RNU38B (dle miRBase v. 19; syntéza na zakazku firmou Sigma Aldrich). Analogicky lze vyuzit
RNU6B, RNU44, RNU48 a dalsi snoRNA jako kontrolni RNA.

miR-31: 5" - AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU - 3°

RNU38B: 5" - CCA GUU CUG CUA CUG ACA GUA AGU GAA GAU AAA GUG UGU CUG
AGG AGA -3’

Z teéchto synteticky pfipravenych RNA byla pfipravena cDNA, ktera byla fedéna v poméru 1:7
vodou bez nukledz a ktera pti amplifikaci qRT-PCR pokryje témet 20 cyklti a mnoZstvi molekul v
reakci piiblizné od 70 do 18.10° molekul (obr. 1a, b). K syntéze cDNA byl pouzivan systém
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies). Kazdy vzorek byl
analyzovan v triplikitu pomoci systému TagqMan® Gene Expression Assay (Life Technologies)
podle instrukci vyrobce. Amplifikace cDNA byla nasledné detekovana ptistrojem 7900 Real Time
PCR System (Life Technologies). Data byla vyhodnocena v programu SDS v2.4 (Life
Technologies) a nasledné exportovana ve formatu tabulky Excel (Microsoft Office XP). Pokud je
odchylka hodnoty v triplikatu vyssi nez 0,3 cyklu, tato odlehla hodnota je vyfazena z hodnoceni.
Pti vyuziti absolutni kvantifikace se nasledné provede pfepocet poctu molekul miRNA na milion
molekul endogenni kontroly RNU38B. Pouziti této endogenni kontroly bylo validovano spole¢né
s moznym pouzitim dalSich malych snoRNA, napt. RNU6B, RNU44, RNU48 a stabiln¢
exprimovanych miRNA (miR-16). Analogicky by se postupovalo také pii stanoveni exprese miR-
31 pomoci technik masivniho paralelniho sekvenovani/sekvenovani nové generace, tj. definovat
pocet molekul miR-31 (viz sekvence vyse) vii¢i poctu molekul endogenni kontroly (napt. miR-16,
viz sekvence vyse). Pii pouziti relativni kvantifikace je vyjadfena normalizovana exprese dané
miRNA pouze jako procento exprese endogenni kontroly, a to s vyuzitim poctu cykli potfebnych
pro dosazeni prahové fluorescence.
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Priklad 2

MiRNA z FFPE tkanovych blok je izolovana podle doporuceni a s vyuzitim chemikalii kitu High
Pure miRNA Isolation Kit (Roche). Pro izolaci RNA z parafinu je nejprve tkan odparafinovana a
nasledné natravena ptsobenim protedz. RNA v pfitomnosti chaotropni soli guanidin thiokyanatu
je navazana na sklenéna vlakna ve filtru kolonky. Navazana RNA je sérii promyvacich krokl
zbavena necistot a nasledné eluovdna vodnym roztokem bez soli (voda bez nukleaz). MiRNA se
ziska pouhou zménou koncentrace pufru podporujiciho vazbu na kolonku. Smichdnim malého
mnozstvi tohoto pufru z kitu High Pure miRNA Isolation Kit (Roche) dojde k zachyceni dlouhych
molekul RNA, zatimco miRNA kolonkou prochézi. Nasledné se zvySuje koncentrace tohoto pufru
a v nove kolonce se zachycuje miRNA.

RNA ze zmrazenych vzorki je izolovana podle doporuceni a s vyuzitim TRIzol reagentu (Life
Technologies). Vzorek tkané je nejprve homogenizovan v desetinasobném mnozstvi TRIzol
reagentu a zmrazen na -70 °C. Po rozmrazeni se ptfidd 1-brom-3-chlorpropan, ktery po nésledné
centrifugaci umozni oddéleni horné ¢iré faze obsahujici RNA. Faze obsahujici RNA je odebrana a
RNA vysrdZzena pomoci isopropanolu, nasledné zbavena necistot sérii promyvacich krokl a
rozpusténa ve vode€ bez nukleaz.

Kvalita a koncentrace ziskané totalni RNA je stanovena spektrofotometricky (NanoDrop) a
elektroforeticky (BioAnalyzer 2100). Pro stanoveni absolutni genové exprese se vyuziva qRT-
PCR. Na jedné desce se vzdy spole¢né umisti vzorky pro sledované miRNA a endogenni kontrolu
daného vzorku spolu sfadou standardii pro stanoveni absolutniho poctu molekul miR-31 a
RNU38B nebo bez standardi v piipadé relativni kvantifikace. cDNA senandsi v triplikatech. Pro
vylouceni kontaminace jsou zatazeny duplikaty, v nichZ je cDNA nahrazena vodou bez nukleaz.
Pro srovnani desek mezi sebou je vyuzivan interni standard, kterym je vzorek pacientské RNA
(tzn. vzdy stejna RNA, detekce stejné endogenni kontroly a miRNA). Data jsou hodnocena
v programu SDS v2.4 a nasledné exportovana ve formatu tabulky Excel (Microsoft Office XP).
Pokud byla odchylka hodnoty v triplikatu vyssi nez 0,3 cyklu, tato odlehla hodnota byla vyfazena
z hodnoceni. V ptipadé kvantifikace absolutni se provede nasledné prepocet poctu molekul
miRNA na milion molekul endogenni kontroly RNU38B.

S vyuzitim zminéného postupu kvantifikace miR-31 ve vzorcich nadori FL je mozné rozdélit
pacienty s FL. do prognostickych skupin. Na dvou nezavislych kohortdch pacientti s FL bylo
ukazéano, Ze pacienti s hladinou miR-31 niz$i nez 2. tercil jeji exprese maji vyznamné horsi
prognozu nez pacienti jejichz hladina miR-31 je vétsi nez 2. tercil jeji exprese v kohorté (prvni
kohorta: 55 % vs. 90 % prezivajicich po 10 letech; p <0,01; druha kohorta: 60 % vs. 92 %
ptezivajicich po 10 letech) (obr. 2a, 2b). Pfi pouziti 2. tercilu jako mezni hodnoty vychazi hladina
miR-31 rovnéz jako vysoce signifikantni nezavisly prediktor celkového pteziti v multivariantni
regresni analyze, ktera zahrnovala nékolik znamych prognostickych markeri (vek, pohlavi, hladinu
hemoglobinu, FLIPI skoére, hladinu LDH, pfitomnost B-symptomi, postizeni vice nez
4 lymfatickych uzlin, stadium onemocnéni a hladinu miR-31) (p = 0,035; HR = §,90; tab. 1).
Exprese miR-31 byla také vyznamné niz$i u pacientt, ktery zemteli béhem prvnich tii let od biopsie
(obr. 2¢).
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Tabulka 1. Univariantni a multivariantni Coxova regresni analyza pro celkové pieziti pacient
s FL (n=83)

Univariantni Coxova regrese proporcionalnich rizik

P-hodnota Pomeér 95% IS 95% IS
rizik (dolni) (horni)
Pohlavi (muz) 0,910 1,047 0,477 2,294
Postizeni > 4 uzlin 0,006 3,341 1,415 7,888
Klinické stadium III-IV 0,058 2,826 0,964 8,281
Pfitomnost B symptomi 0,443 1,394 0,596 3,258
Zvysena LDH 0,041 3,075 1,045 9,045
Hemoglobin < 120 g/1 0,115 2,061 0,838 5,071
Vek > 60 let 0,105 1,931 0,871 4,283
Vysoké skore FLIPI (3-5) 0,001 6,594 2,219 19,592
miR-31 hladina < 2. tercil 0,009 6,944 1,637 29,463
Multivariantni Coxova regrese proporciondlnich rizik
P-hodnota Pomeér 95% IS 95% IS
rizik (dolni) (horni)
Krok 1  Pohlavi (muz) 0,725 0,843 0,327 2,177
Zvysena LDH 0,379 0,465 0,085 2,561
Postizeni > 4 uzlin 0,515 1,435 0,484 4,253
Klinické stadium III-IV 0,120 0,235 0,038 1,459
Pritomnost B symptomi 0,411 0,656 0,241 1,790
Hemoglobin < 120 g/l 0,702 0,804 0,263 2,455
VeEk > 60 let 0,951 0,969 0,355 2,649
Vysoké skore FLIPI (3-5) 0,035 10,215 1,181 88,350
miR-31 hladina < 2. tercil 0,014 14,331 1,731 118,642
Krok 2  Pohlavi (muz) 0,697 0,836 0,338 2,064
Zvysena LDH 0,381 0,468 0,085 2,560
Postizeni > 4 uzlin 0,489 1,447 0,507 4,128
Klinické stadium III-IV 0,108 0,239 0,042 1,367
Pritomnost B symptomi 0,409 0,655 0,241 1,786
Hemoglobin < 120 g/l 0,704 0,807 0,266 2,443
Vysoké skore FLIPI (3-5) 0,030 10,044 1,246 80,985
miR-31 hladina < 2. tercil 0,014 14,337 1,731 118,729
Krok 3  Pohlavi (muz) 0,713 0,844 0,342 2,083
Zvysena LDH 0,422 0,514 0,102 2,602
PostiZeni > 4 uzlin 0,430 1,511 0,543 4,207
Klinické stadium III-IV 0,114 0,261 0,049 1,382
Pritomnost B symptomu 0,351 0,628 0,236 1,670
Vysoké skore FLIPI (3-5) 0,026 8,456 1,285 55,630
miR-31 hladina < 2. tercil 0,014 14,031 1,716 114,694
Krok4 Zvysena LDH 0,374 0,484 0,098 2,396
Postizeni > 4 uzlin 0,443 1,489 0,538 4,121
Klinické stadium III-IV 0,096 0,246 0,047 1,283
Pritomnost B symptomi 0,357 0,633 0,239 1,676
Vysoké skore FLIPI (3-5) 0,020 9,083 1,418 58,166
miR-31 hladina < 2. tercil 0,014 13,818 1,693 112,821
Krok 5 Zvysena LDH 0,338 0,457 0,092 2,269
Klinické stadium III-IV 0,125 0,303 0,066 1,395
Ptitomnost B symptomi 0,416 0,671 0,257 1,756
Vysoké skore FLIPI (3-5) 0,013 10,204 1,647 63,244
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miR-31 hladina < 2. tercil 0,017 12,972 1,589 105,924
Krok 6 Zvysena LDH 0,280 0,449 0,105 1,918
Klinické stadium III-IV 0,188 0,343 0,070 1,688
Vysoké skore FLIPI (3-5) 0,008 10,463 1,836 59,639
miR-31 hladina < 2. tercil 0,020 11,861 1,469 95,784
Krok 7 Klinické stadium III-IV 0,324 0,455 0,095 2,176
Vysoké skore FLIPI (3-5) 0,011 6,088 1,510 24,543
miR-31 hladina < 2. tercil 0,028 10,166 1,292 79,956
Krok 8 Vysoké skore FLIPI (3-5) 0,010 4271 1,417 12,872
miR-31 hladina < 2. tercil 0,035 8,904 1,166 67977

Pro celkové preziti byl pouzit zleva omezeny Coxav regresni model proporcionalnich rizik se
zpozdénymi proménnymi, nebot’ ¢as biopsie od diagndzy se mezi pacienty lisil. miR-31 byla
rozdélena do dvou skupin na zaklad¢ 2. tercilu (rovno hodnoté 53) jeji relativni exprese
(normalizované k RNU38B). IS — interval spolehlivosti.

Prumyslova vyuzitelnost

Predklddany vynalez je vyuzitelny pro stanoveni prognézy u pacientl trpicich folikularnim
lymfomem.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob stanoveni progndzy u pacienta trpiciho folikularnim lymfomem, vyzna€eny tim, Ze se
in vitro stanovi mnozstvi miR-31 v izolovaném biologickém vzorku pacienta, a na zakladé tohoto
stanoveni se pacient pfifadi do prognostické skupiny, pficemz prognostické skupiny a mezni
hodnoty pro ptitazeni do prognostickych skupin se ziskaji analyzou mnozstvi miR-31
v biologickych vzorcich pacientli se zndmou prognozou, pficemz mnozstvi miR-31 nad mezni
hodnotou indikuje dels$i dobu preziti pacienta, pfiCemz stanoveni prognoézy nezahrnuje stanoveni
transformace folikularniho lymfomu do difuzniho velkobunécného B-lymfomu.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznaceny tim, ze mezni hodnotou je kvantil mnozstvi miR-31 ziskany
statistickym vyhodnocenim mnozstvi miR-31 v biologickych vzorcich pacientd se znamou
prognodzou, pri¢emz pacienti s hladinou miR-31 pod timto kvantilem mnozstvi miR-31 se pfitadi do
prognostické skupiny s krat§i dobou pfeziti, a pacienti, jejichz hladina miR-31 je nad timto
kvantilem jejiho mnozstvi, se pfifadi do prognostické skupiny s del$i dobou pieziti.

3. Zpusob podle naroku 1 nebo 2, vyznaceny tim, zZe se mnozstvi miR-31 stanovi vii¢i endogenni
kontrole, s vyhodou je endogenni kontrola vybrana z RNU38B, RNU6B, RNU44, RNU48, miR-16.

4. Zpusob podle kteréhokoliv z ptedchazejicich narokd, vyznaéeny tim, Ze se mnozstvi miR-31
stanovi absolutni kvantifikaci s vyuzitim syntetickych standardd, s vyhodou jsou syntetické
standardy:

miR-31: 5" - AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU - 3°

RNU38B: 5" - CCA GUU CUG CUA CUG ACA GUA AGU GAA GAU AAA GUG UGU CUG
AGG AGA -3".

5. Zpisob podle kteréhokoliv z ptedchazejicich narokli, vyznaceny tim, Zze stanoveni mnoZzstvi
miR-31 a popfipad¢ i endogenni kontroly a/nebo syntetickych standardii se provede metodou
piepisu do copyDNA a detekce metodou qRT-PCR, nebo se stanoveni provede technikami
masivniho paralelniho sekvenovani/sekvenovani nové generace.

6. Zpusob podle kteréhokoliv z predchazejicich narokti, vyznacujici se tim, Ze izolovany

biologicky vzorek pacienta je vybrany ze skupiny zahrnujici vzorek tkané tumoru, napiiklad
zmrazené tkan€, vzorek z FFPE blockl tkané tumoru, nebo vzorek periferni krve.

4 vykresy
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Exprese mi-31 + <dufjteral > duhytercl
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Obr. 2a
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SEQUENCE LISTINHG
Masarykova univerzita a Fakultni nemocnice Brno
Zpisob =stanoveni progndzy u pacientd = folikuldrnim lymfomem

Ple55CZ00

PatentIn version 3.5
1

21

DN&

Artificial

Synthetic standard, miR-31

1

aggcaagauy cuggcauagc u

210>
<211
212>
213>

by b
b b

<220>
C2Z23F

<400>

2
48

DA
Artificial

Synthetic standard RNU3EBB

&

ccaguucugc Uacugacagu asgugaagau adaguguguc ugaggaga
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