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Inventia se referd la 0 metoda de analiza bioinformatica
noninvaziva a biomarkerilor implicati in carcinogeneza
pancreatica. Metoda conform inventiei consta in recol-
tarea intraoperatorie de tesut pancreatic tumoral versus
adiacent sanatos in perechi, inghetarea specimenelor
tisulare la -80°C, fixarea in parafina a probelor tisulare
si coloratie hematoxilind eozind, pentru confirmarea
malignitatii, analiza genomicéa si proteomica, suprapu-

nerea listelor de gene si proteine exprimate diferentiat,
selectia panelului de biomarkeri semnétura ai cance-
rului pancreatic, validarea prin imunohistochimie, core-
lare cu parametrii clinici si de supravietuire, pentru
depistarea precoce a neoplaziei.
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Metoda de analizé bioinformatica noninvaziva a biomarkerilor implicati in carcinogeneza
pancreatica

Inventia se referd la implementarea unui algoritm de identificare a biomarkerilor implicati in
oncogeneza pancreaticd. Metoda presupune combinarea tehnicilor de genomici si proteomicd in
cadrul unei analize bioinformatice, din care si rezulte suprapuneri intre diversele seturi de gene
si proteine identificabile ca fiind mutate. Prin inscrierea acestora in cdile de semnalizare genctice
cunoscute, se identificd posibili biomarkeri ai bolii, dar si mecanisme patogenetice care vor
constitui viitoarele tinte terapeutice.

Cancerul de pancreas reprezintd a cincea cauza de mortalitate prin cancer si se estimeazd cd
in anul 2020 va ocupa locul trei in aceasti ierarhie. incadrarea pacientului in aceasta boala este
dificila din cauza dispozitiei profunde a acestui organ, a expresiei clinice abia in faze tardive de
Loald si a limitelor explordrilor imagistice transabdominale. De aceea s-a sperat in identificarea
unor biomarkeri care s permita screeningul subiectilor pentru aceastd boala.

Multe cercetdri au fost realizate in domeniul modificdrilor genetice, dar rezultatele
diferitelor studii puse in comun au fost dezamagitoare din cauza variabilitatii expresiei genetice.
Studiile realizate pe genomul uman au ajuns la concluzia c3, la 24 de pacienti cu cancer de
pancreas existau modificdri genetice care implicau 12 cdi patogenetice diferite (Jones et al.
Nature 2008). Din acest motiv entuziasmul pentru modificdrile genetice singure s-a diminuat si
atentia cercetdtorilor s-a indreptat spre nivelul proteic din tesutul pancreatic bolnav. In acelasi
scop sunt cunoscute platformele tehnologice de proteomicd, care s-au dezvoltat cu rapiditate in
ultimii ani, Tn privinta vitezei de analiza (spectrometria de masa), largirii spectrului de acoperire
a proteinelor si proteomica tintitd (SRM/MRM). Testele tip ELISA au demonstrat de asemenea
aplicabilitate clinicd, fiind precursorul tehnicilor de diagnostic multiparametric, de tip micro-
array [Borrebaeck Carl A K, Nature reviews 2017]. Acestea sunt insd limitate de numarul relativ
redus de anticorpi caracterizati pand in prezent.

Provocarea actuald consta in identificarea unui set de biomarkeri, aga numitii ,,biomarkeri

semnaturd” pentru precizia analiticd si extragerea multitudinii de informatii din probele
biologice. Sunt cunoscute tehnicile de genomicareprezentind promotoarele utilizarii conceptului
de ,.biomarkeri semnaturd” prin usurinta efectufrii profilarii transcriptomice. Conceptul a fost
aplicat in cancerul mamar, unde o semndturi a 70 de gene in tumorile sporadice au fost
predictive pentru prognosticul nefavorabil cu o acuratete de 83%, fapt care a influentat decizia
privind chimioterapia adjuvantd [Cusumano, P. G. et al. European inter-institutional impact
swudy of MammaPrint. Breast 23, 423428 (2014)].
Combinarea genomicii cu proteomica a fost studiatd pentru prima datd in incercarea de a
ameliora performanta diagnosticarii cancerului de prostata. Un studiu recent a utilizat o
combinatie de markeri genetici (232 SNPs) si 6 proteine plasmatice, iar 5 variabile clinice
standard au fost testate. Aceastd abordare in comparatie cu nivelul PSA a demonstrat o crestere
a performantei diagnostice a tumorilor cu un scor Gleason de minim 7 (ROC AUC=0.74).




a 2018 00079 09/02/2018

Tehnicile de identificare de ,,biomarkeri semnaturd” au fost aplicate si in cancerul pancreatic,
unde necesitatea detectiei precoce a neoplaziei este subliniatd de rata mortalititii care o depaseste
pe cea a cancerului mamar, avand o supravietuire la 5 ani de numai 5-6%. Un studiu retrospectiv
In randul pacientilor cu adenocarcinom pancreatic in stadiu tardiv a identificat 3 biomarkeri,
respectiv CA 19-9, ICAM-1 si osteoprotegerina prin tehnica bead-based antibody array, care au
discriminat acesti pacienti de cei sdndtosi cu o valoare a ROC-AUC de 0.93 [Brand, R. E. et al.
Serum biomarker panels for the detection of pancreatic cancer. Clin. Cancer Res. 17, 805-816
(2011)]. Un alt studiu insa a infirmat valoarea pre-diagnostica a acestor biomarkeri de evaluare a
riscului neoplazic.

Pand in prezent nu existd studii care s combine metodele de proteomicd si genomica in
studiile privitoare la cancerul pancreatic, intrucét prin metodele exclusiv proteomice sau genetice
nu a putut fi stabilit un set de biomarkeri semnaturd pentru evaluarea riscului neoplazic in
oncogenetica pancreatica.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este implementarea unei strategii prin care sunt
acoperite numeroasele cdi de semnalizare implicate in oncogeneza pancreatica.

Metoda de analizd bioinformaticd noninvazivd a biomarkerilor implicaji in carcinogeneza
pancreaticd inlaturd dezavantajele mentionate anterior prin aceea cd este alcétuitd din
urmatoarele operatii in ordine succesivi:

- recoltare intraoperatorie de tesut pancreatic tumoral versus adiacent sinétos in perechi;
-inghetarea specimenelor tisulare la -80C;

-fixare Tn parafind a piesei operatorii restante si coloratie hematoxilind eozind pentru confirmarea
malignitatii;

-analiza genomicé;

-extragerea ARN si hibridizare; -cuantificare ARN tisular;
-aprecierea calitdtii ARN;
-prepararea si hibridizarea ADN;
-marcarea cADN;
-procesarea imaginii;
-importarea datelor;
-analiza statistica a datelor;
-lista gene cu expresie diferentiata;
-analiza proteomica;

-extractia proteinelor;

-obtinerea extractelor peptidice ;
-analiza LC-ESI-MS/MS;

-analiza statistica a datelor;

-lista proteine cu abundenta diferentiata;
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-suprapunerea listelor de gene si proteine exprimate diferentiat;
-selectia panelului de biomarkeri semnétura ai cancerului pancreatic;
-validare prin Imunohistochimie; corelare cu parametri clinici si de supravietuire.

Algoritmul metodeide analiza bioinformaticd noninvaziva a biomarkerilor implicati in
carcinogeneza pancreatica este prezentat in Figura 1.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmétoarele avantaje:

-simplificarea tehnicii de lucru ;

-depistare precoce a pacientilor cu tumori mai agresive, in consecintd cresterea supravietuirii prin
aplicarea precoce a metodelor terapeutice ;

-creearea unui panel de biomarkeri care sa permiti stabilirea unui prognostic pentru pacientii cu
cancer pancreatic §i s conduca spre o terapie chimioterapici mai agresiva ;

-costmai redus.

I continuare se da un exemplu de realizare al inventiei.

lzolarea si hibridizarea ~ ARN s-a realizat pe platforma microarray Agilent (Agilent
Technologies) . Extragerea ARN s-a realizat din fragmente de tumord inghetate folosind
Aliprep Kits (Qiagen) si cuantificarea s-a realizat cu un spectrofotometru nanodrop
(ThermoScientific). Calitatea ARNului s-a analizat cu Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).
ARN a fost selectat din formele hibridizate folosind numarul de integritate al ARNului si
inspectia ARN ribosomal 18S si 28S. Analiza probelor a fost realizata incucisat. Un microgran
de ARN s-a folosit ca matritd pentru prepararea si hibridizarea ADN cu ajutorul Agilent 4644 K
whole human genome arrays (Agilent Technologies). cDNA a fost marcat cu CyS-dUTP si un
control de referintd (Stratagene) a fost marcat cu Cy3-dUTP folosind kitul Agilent de
amplificare liniard (Agilent Technologies). Hibridizarea ulterioara s-a realizat cu Agilent 4644 K
whole human genome arrays (Agilent Technologies).Grila obtinutd a fost spalatd si scanatd
folosind un scanner Agilent (Agilent Technologies).

In experienta noastr, in cancerul de pancreas am identificat 443 de gene exprimate diferit fata de
tesutul normal, dintre care 42 supraexprimate si 401 subexprimate.

Analiza proteomului pancreatic tisular a fost descrisa detaliat in lucrarea C. Iuga et al.
(Proteomics, 2014).

Extractia proteinelor se realizeaza pe aproximativ 20 mg de tesut inghetat 1n azot lichid
omogenizat cu ajutorul unei mori cu bile. Pulberea obtinutd se solubilizeazi, vortexeaza si
ultrasoneazd pe baie de gheatd pentru ruperea membranelor celulare. Solutia extractiva se
centrifugheazd la rece si se colecteazd supernatantul. Se determind concentratia proteinelor iar
extractele se depoziteazd la -80°C pana la momentul prelucrarii pentru analiza.

Un volum de proba ce contine 4ug de proteine se dilueazd cu bicarbonat de amoniu
20mM, pana la o concentratie finald de uree mai mici de 1M. In urma reducerii cu dithiothreitol
DTT 2,5mM si alchilare cu iodoacetamidd 10 mM, probele se impart in doud volume egale (2 ng
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proteine/replicat tehnic) si se supun tripsindrii timp de 20 de ore. Digestia enzimatica se opreste
cu acid acetic la o concentratie finald de 1%. Amestecul de peptide se desalefiaza si purificd pe
fazd inversa C-18 (ZipTip-C18 Millipore Corporation, Billerica, MA). Peptidele se eluazi cu un
amestec de solventi, se concentreazd sub vaccum si se resuspendd in 20 pL solvent.

Sase microlitri din aceasta solutie de peptide se utilizeazd pentru analiza LC-ESI-MS
utilizand tehnica de cuantificare relativa a proteinelor din tesut tumoral vs. tesut normal pentru
fiecare pacient luat in studiu (gel-free shotgun proteomics).

Pentru identificarea peptidelor/proteinelor separate prin LC-MS/MS, se utilizeazi
progarmul Rosetta Elucidator. Acesta permite identificarea de proteine unice cu FDR sub 1% la
nivel de peptide (false discovery rate) 1 %.

In experienta noastrd , s-au identificat 996 de proteine supra sau subexprimate fatd de
tesutul adiacent normal. Numdrul de proteine identificate este comparabil cu cel raportat in studii
similare (Takadate, T et al., Int. J. Cancer, 2013). In evaluirile ulterioare au fost luate in studiu
un numir de 488 proteine identificate cu cel putin doua peptide. intr-o prima etapi a fost folosit
programul PANTHER pentru a obtine informatii referitoare la functiile celulare indeplinite de
proteinele luate in studiu. Rezultatele acestei analize au aritat ci aceste 488 proteine ar putez fi
implicate In 113 proceselor biologice, categoriile principale fiind procesele metabolice (31
proteine, 63.9 % din intreaga lista), procesele sistemului imunitar (96, 19,7 %), transport celular
(96, 19,7 %), ca raspuns la stimuli (64, 13.1 %), procesele metabolice ale carbohidratilor (59,
12,1 %) si transportul proteinelor (57, 11.7%).

Semnificatia diferentelor la nivel proteic intre tesutul normal versus tumoral a fost testatd
cu ajutorului testului t (a two-sided, two sample t test) care a evidentiat 99 proteine modificate
semnificativ (34 nivel mai mare, 65 nivel mai mic) in tesutul tumoral comparativ cu cel normal
(>1.3 fold change).

Pand acum accentul a fost pus pe metode separate de genomicd sau proteomicd. Prin
combinarea celor doui tehnici se identificd un set complex de biomarkeri tinta, validati ulterior
prin imunohistochimie. In studiile noastre am identificat 16 proteine si gene modificate
concomitent in tesutul de cancer pancreatic fatd de tesutul normal, cu rol de biomarkeri tumorali
cu rol prognostic.

Validarea rezultatelor obtinute, pentru a certifica rolul de biomarker, se verificd prin
imunohistochimie. Specimenele inglobate in parafind provenind de la acelasi pacicnt de la care s-
a realizat analiza mostrei inghetate, se deparafineazi, se trateazd termic cu citrat (pH 6,
95°C,20 min), urmatd de blocare endogena peroxidazicd. Antigenii rezultati se incubeazi cu
autoanticorpii primary. Reactia se vizualizeazd folosind the Novo Link Max Polymer kit
(Novocastra), si o solutie de 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ca si colorant .
Ulterior, sectiunile de coloreaza cu hematoxilind, se deshidrateaza si se evalueaza la microscop.
Astfel se unificd pentru prima datd datele de genomicad cu cele de proteomica obtinute de la
acelasi grup de cancere pancreatice si se identificdi mecanismele implicate in carcinogeneza
adenocarcinomului  pancreatic, ca de exemplu: reglarea proceselor imune, formarea
citoscheletului, metabolismul oxidativ i metabolismul proteic.
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Deoarece nu toate modificdrile genetice din cancerul pancreatic au expresie proteicd, metoda
prezentatd identifica acele modificari genetice care devin in practici subexprimate sau
supraexprimate in proteine.Modificérile genomice §i proteomice o datd identificate, sub forma
unei ‘amprente biologice” permit o analizd a corelatiei Intre abundenta/lipsa unor proteine si
durata de supravietuire a pacientilor cu cancer pancreatic. Datele obfinute prin suprapunerea
tehnicilor de analiza genomici si proteomicd au fost validate prin tehnici de imunohistochimie.
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Revendicare:

I.Metoda de analiza bioinformatica noninvaziva a biomarkerilor implicati in carcinogeneza
pancreatica caracterizata prin aceea ca este alcatuita din urmatoarele operatii in ordine
succesiva:

- recoltare intraoperatorie de tesut pancreatic tumoral versus adiacent sdnatos in perechi;
-inghetarea specimenelor tisulare la -80C;

-fixare in parafini a piesei operatorii restante si coloratie hematoxilind eozind pentru confirmarea
malignitatii;

-analiza genomicd;

-extragerea ARN si hibridizare; -cuantificare ARN tisular;
-aprecierea calitdtii ARN;
-prepararea si hibridizarea ADN;
-marcarea cADN;
-procesarea imaginii;
-importarea datelor;
-analiza statistica a datelor;
-lista gene cu expresie diferentiati;
-analiza proteomici;

-extractia proteinelor;
-obtinerea extractelor peptidice ;
-analiza LC-ESI-MS/MS;
-analiza statistica a datelor;
-lista proteine cu abundenta diferentiat;
-suprapunerea listelor de gene si proteine exprimate diferentiat;

-selectia panelului de biomarkeri semnétura ai cancerului pancreatic;
-validare prin Imunohistochimie; corelare cu parametri clinici si de supravietuire.
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Recoltare de fesut
pancreatic tumoral vs
sanatos in perechi

A

inghetarea
specimenelor

tisulare la -80

Analiza
genomicd

a 2018 00079

09/02/2018 / b

Izolare ARN tisular (Allprep
kits Qiagen) si hibridizare la
65° peste noapte

Cuantificare ARN

Y

tisular

|

A

Fixare in parafind a
i;robelor tisulare.
Coloratie HE

Lista gene cu Analiza statistica Importarea Procesarea imaginii
expresie diferentiata a datelor 7 datelor
Analiza Extractia Obtinerea Analiza LC-
proteomics proteinelor extractelor peptidice [™| ESI-MS/MS }
il

Lista proteine cu
abundenta diferentiata

Analiza statistica a

A

datelor |

Suprapunerea listelor de gene si proteine exprimate diferentiat

A

Selectia panelului de biomarkeri
a cancerului de pancreas

!

Validare prin Imunohistochimie

!

Corelare cu parametri clinici si
de supravietuire




	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims
	Drawings



