(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $1 MARCI

ROMANIA

11y RO 127528 A2
51) Int.Cl.

Bucuregti O
C12N 15/10 %50
GO6N 3/12 200600
A61K 39/395 (200601
(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: @ 2010 01192
(22)  Data de depozit: 25.11.2010

(41) Data publicarii cererii:
29.06.2012 BOPI nr. 6/2012
(71) Solicitant:
« BALACESCU OVIDIU DANIEL,
STR. LOIUS PASTEUR NR. 59, AP. 38,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
+ NEAGOE IOANA, BD. N. TITULESCU
NR. 2, AP. 57, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
« BALACESCU LOREDANA OFELIA,
STR. LOIUS PASTEUR NR. 59, AP. 38,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

(72) Inventatori:
+ BALACESCU OVIDIU DANIEL,
STR. LOIUS PASTEUR NR. 59, AP. 38,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ NEAGOE IOANA, BD. N. TITULESCU
NR. 2, AP. 57, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
« BALACESCU LOREDANA OFELIA,
STR. LOIUS PASTEUR NR. 59, AP. 38,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

(74) Mandatar:
CABINET DE PROPRIETATE
INDUSTRIALA CIUPAN CORNEL, STR.
MESTECENILOR NR. 6, BL. 9E, AP. 2,
CLUJ NAPOCA, JUDETUL CLUJ

9 METODA NANOINVAZIVA PENTRU DETECTAREA
CANCERULUI DE PROSTATA BAZATA PE STUDIUL UNUI
SET DE GENE IMPLICATE iN MECANISMUL DE
ANGIOGENEZA

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la o metoda neinvaziva, , 3 4 i s s 7
pentru detectarea cancerului de prostatd, bazatd pe P el e Bl mr;tﬁg L%
studiul nivelului de expresie a unui set de 28 de gene SIEnt | LEr i [hOTE)_Per - SERRNEL TorRR)
implicate in modularea mecanismului de angiogeneza, E| B2 1 HPRTT | RPLISA | GAPON [ ACTB | GOC

prin analiza cantitativa PCR, utilizand placi cu godeuri

sau un senzor specializat, a ARN extras din sange Fig. 11

integral recoltat de la pacient.

Revendicari: 5
Figuri: 12

Cu incepere de la data publicérii cererii de brevet, cererea asigura, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilorin care cererea de brevet de inventie a fost respinsd, retrasd sau considerata ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinata de revendicrile continute in cererea publicatd in conformitate
cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 127528 A2



ol T ITAT PENTPL INVENTH St NARCH
Coirgrg ca e of de inventio

; 3

! N RN

N . E ~ 4.

N Rooefo o '
!

| CRPOZIL vervabvnnnersanrann, s

i
§
|
i
3

Metoda noninvaziva pentru detectarea cancerului de prostata bazata pe studiul unui set

de gene implicate in mecanismul de angiogeneza
Declaratie privind sponsorizarea inventiei

Aceasta inventie s-a bazat pe un studiu de cercetare finantat de un grant de tip IDEI cod
ID_314/2007, nr. 397/2009 acordat de catre Consiliul National al Cercetérii Stiintifice din
Invatamantul Superior (CNCSIS).

Prezenta inventie are adresabilitate domeniului medical §i se referd la o metoda de diagnostic

noninvaziv pentru cancerul de prostata.

La nivel mondial cancerul de prostatd (PCa) este al doilea cancer cel mai frecvent diagnosticat
la barbati, cu 782.600 de noi cazuri inregistrate in anul 2007. Cresterea dramatica a incidentei
cancerului de prostatd este datoratd in parte cresterii sperantei de viatd care duce implicit la
cresterea numarului de persoane de virsta a treia, precum $i a Imbundtatirii metodelor de
detectie a bolii canceroase in stadii incipiente. In ciuda imbunitatirii detectiei timpurii, rata de
mortalitate rdméane destul de ridicatd. Screeningul actual se bazeaza pe tuseu rectal (digital
rectal examination - DRE), un test seric al antigenului specific de prostatd (PSA) respectiv
ecografie transrectald. PSA nu are, specificitate de diagnostic, considerand cd mai mult de
jumdtate dintre barbatii cu nivelul de PSA peste 4.0 ng /ml, nu au PCa la biopsia initiald. Unii
autori au ajuns la concluzia cd nu existd nici un nivel specific al PSA, pe baza carui sa fie
grupati pacientii cu PCa fatd de cei cu boala benignd a prostatei: hiperplazie benigna de
prostatd (HBP) sau prostatitd cronicd (PC). Desi biopsia rdimine standardul de aur pentru
depistarea cancerului de prostatd, sunt necesare teste mai precise cu specificitate mai mare
pentru a intdri decizia de biopsie a prostatei, dat fiind faptul cd un numdr destul de mare de
pacienti cu boala benigna suporta biopsia fara sa fi fost necesar sa o faca. Cancerul de prostata
prezintd anomalii specifice biochimice care sustin cresterea tumorii prin prevenirea apoptozei
si promovarea proliferdrii tumorale, prin activarea angiogenezei. Investigatiile moleculare ale
mecanismelor de tumorigenezda au demonstrat cad angiogeneza este unul dintre cele mai
importante mecanisme activate in progresia tumorald. Tumorile elibereazad o serie de factori
autocrini §i paracrini care moduleazd procesul de angiogeneza. in tesutul normal si
peritumoral de prostatd au fost studiafi unii mediatori de angiogeneza, precum factorii de
crestere fibroblastici, acizi si bazici (FGFs), factori de crestere al endoteliului vascular

(VEGFs), transforménd factorii de crestere (TGF-a si TGF-P), factorul de crestere plachetar-
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derivat (PDGF), angiogenine (ANG) , interleukina 8 (IL-8), si factorul de necroza tumorali-
alfa (TNF).

Noi concepte de analizd, ca urmare a decriptarii intregului genom uman in 2003 si al aparitiei
tehnologiilor moderne de genomica (microarray, PCR array), in detectarea de noi biomarkeri
au stabilit cd tiparele (pattern) de transcriptie (evaluare de ARN mesager) pot fi folosite ca
puncte finale ale diagnosticului, pattern-ul servind ca marker de diagnostic. In schimbul
evaludrii unui singur biomarker, conform evaludrii reductioniste din trecut, tehnologiile
moderne (microarray, PCR array) sunt capabile sd furnizeze date despre intregul transcriptom

sau partial pentru un mecanism anume (ex. angiogenza), asociate cancerului.

O directie relativ noud de genomica este legatd de sangele periferic. Aceasta se bazeazd pe
faptul ca celulele circulante din sdnge monitorizeaza starea fiziologica a organismului,
modificari transcriptionale la nivelul acestora avand loc ca rispuns al statusului patologic.
Acest domeniu nou este numit hemogenomica si se bazeazi pe ideea ci celulele sangelui
periferic reprezintd o santineld sau tesut surogat ce poate fi utilizat atat ca diagnostic cat si
raspuns la terapie. Domeniul oncologic reprezintd una dintre cele mai importante zone de
analize genomice, cancerul de prostatd fiind printre principalele teme de interes in stabilirea

de noi biomarkeri de diagnostic.

Problema pe care o rezolvd invenfia propusd este de a oferi o metodd noninvaziva de
diagnosticare a cancerului de prostatd bazata pe studiul unui set de gene, din sangele integral,

implicate in modularea mecanismului de angiogeneza.

Metoda noninvaziva pentru detectarea cancerului de prostatd bazata pe studiul unui set de 28
de gene de interes, implicate in modularea mecanismului de angiogeneza, genele de interes
fiind analizate din sangele integral prin extragerea ARN-ului $i analiza acestuia prin tehnica

de PCR cantitativ cu ajutorul unor placi cu godeuri sau a unui senzor specializat.

Metoda se bazeaza pe un studiu prospectiv la care au participat 36 de persoane cu patologie a
prostatei: 19 persoane cu cancer de prostatd (Pca), 11 persoane cu forma benigna a prostatei
(7 hiperplazie benignd (BHP) si 4 prostatice cronice (PC)) respectiv 6 persoane sdndtoase
constituite ca lot martor (Ctr). Aprobarea studiului s-a facut de céitre Comitetul de Etica al
Institutului Oncologic “Prof. Dr. Ion Chiricutd” Cluj-Napoca, iar intrarea pacientilor in studiu

s-a facut pe baza unui consim{dmant informat $i semnat. Diagnosticul pacientilor s-a pus prin
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examen histologic, marcare cu Hematoxilina-Eozina, pe baza punctiilor bioptice (n=12) sau a

piesei de prostatectomie.

Recoltarea si prelucrarea probelor

De la toti participantii intrati la studiu s-a recoltat sdnge integral, in acelasi interval orar, Tn
tuburi PaxGene, Tnainte de a primi orice tip de terapie sau a suferi biopsia sau interventia
chirurgicald (prostatectomia). ARN-ul total a fost izolat cu ajutorul unui reactiv specific: ARN
Paxgene Blood Kit (produs Qiagen) conform instructiunilor producdtorului. Concentratiile
ARN-ului au fost masurate cu spectrofotometrul Nanodrop (NanoDrop Technologies).
Calitatea de ARN a fost evaluat cu bioanalizorul Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)
care foloseste sistemul Lab-on-a-chip. Toate probele au trecut rigorile controalelor de calitate
si cantitate. Numarul de integritate ARN (RIN-RNA integrity number) si raportul celor doua
specii ribozomale 28/18S au fost folosite drept controale de calitate. Toate probele incluse in
acest studiu au avut un RIN intre 7-9 si un raport 28/18S ARN ribozomal mai mare de 1.7.
Din punct de vedere cantitativ, toate probele au avut peste 100 ng ARN total/ul.

Evaluarea studiului: studiul a fost Tmpartit in doud parti; partea de analiza (training study) si

partea de validare a rezultatelor (testing study). Probele au fost introduse in analiza

consecutiv, pe masura ce au fost colectate.

Tabelul 1. Datele clinice si patologice (virsta , PSA, scor Glesaon §i rezultat HP) ale probelor introduse in
training study.

Numér Cod proba Grup PSA Scor

proba singe studiu Varsta (ng/ml) Gleason Examen HP

1 Ctrl Control 51 0.6 - R

2 Ctr2 Control 53 0.5 - -

3 Ctr3 Control 62 14 -

4 Ctr4 Control 56 1.2 -

5 Ctr5 Control 55 1.8 - -

6 Ctr 6 Control 36 0.6 - -

7 PCal Cancer 79 168 5+4=9 Adenocarcinom acinar de prostata
8 PCa2 Cancer 73 79.3 3+5=8 Adenocarcinom acinar de prostata
9 PCa3 Cancer 61 862 344=7 Adenocarcinom acinar de prostata
10 PCa4 Cancer 71 13.5 443=7 Adenocarcinom acinar de prostata
11 PCas Cancer 55 92 3+5=8 Adenocarcinom acinar de prostata
12 PCa6 Cancer 57 351.8 5+3=8 Adenocarcinom acinar de prostata
13 PCa7 Cancer 71 524 1+3=4 Adenocarcinom acinar de prostata

Ctr - Control — Normal Group; PCa ~ Prostate Cancer

Setul de analizd a cuprins 13 probe (6 Ctr si 7 PCa). Obiectivul acestui studiu a urmdrit
identificarea in sangele integral a unui profil de expresie genicd, pe baza unui set de 84 de

gene implicate in modularea angiogenezei, astfel incat si poata fi separafi pacientii cu cancer

{
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patologice ale persoanelor introduse in taining study sunt prezentate in tabelul 1.

Testul de validare a cuprins 23 de probe: 12 PCa si 11 forme benigne de prostata.
Caracteristicile clinice si patologice ale persoanelor introduse in testing study sunt prezentate
in tabelul 2. Obiectivul stabilit pentru studiul de testare a urmadrit validarea semnaturii
moleculare obtinute in studiul de evaluare. Suplimentar s-a verificat specificitatea semnaturii

moleculare pentru cancerul de prostatd comparativ cu cancerul la sin $i cu cel de col uterin

(tabelul 3).

Tabelul 2. Datele clinice §i patologice (vérsta , PSA, scor Glesaon, volum prostata, prezenta tumorala §i rezultat

HP) ale probelor introduse in zesting study.

" Volum Prezenta
Numir Cod proba Grup Virs PSA Scor prostate tumora Examen HP
proba singe studiu ta (ng/ml) Gleason (mm) (%)
- Adenocarcinom acinar de prostata;
14 PCa 8 Cancer 67 13.9 4+5=9 45/40/30 pT3bNOMXLOVO
_ Adenocarcinom acinar de prostata;
15 PCa9 Cancer 58 34 3+4=7 66/40/34 30% pT2cNXMALOVO
_ Adenocarcinom acinar de prostata;
16 PCa 10 Cancer 56 17 4+3=7 45/50/37 80% pT3bNIMXLOVOR1
. ) Adenocarcinom acinar de prostata;
17 PCall Cancer 55 10.8 3+4=7 - pT3bNOMXLOVIRI
Adenocarcinom acinar de prostata;
18 PCal2 Cancer 65 6.7 3+3=6 - 5% pT2NOMXLOVORO
Adenocarcinom acinar de prostata;
19 PCal3 Cancer 61 7 3+3=6 45/50/40 5% PT2cNXMxLOVORO
Prostate adenocarcinoma
20 PCa 14 Cancer 65 11.3 2+3=5 50/65/40 15% PT2cNOMXLOVO
Adenocarcinom acinar de prostata;
21 PCal5s Cancer 61 8.9 3+3=6 45/50/35 5% PT2cNXMxLOVORO
Adenocarcinom acinar de prostata;
22 PCa 16 Cancer 59 7 3+3=6 45/50/40 10% PT2cNXMxLOVORO
23 PCa 17 Cancer 66 9.5 443=7  45/45/20 25% Adenocarcinofm acinar de prostata;
pT3bNoMx
24 PCa18 Cancer 67 8 343=6 - Adenocarcinom acinar de prostata;
_ Adenocarcinom acinar de prostata;
25 PCa 19 Cancer 70 6.8 3+2=5 65/65/45 1% pT2aNOMxLOVO
26 BP1 Benign 60 45 - - - Prostatica cronica
27 BP2 Benign 67 15.9 - - - Prostatica cronica
28 BP3 Benign 65 55 - - - Prostatica cronica
29 BP4 Benign 68 4.7 - - - Prostatica cronica
30 BPS5 Benign 72 6 - - - Hiperplazie benigna de prostata
31 BP6 Benign 60 52 - - - Hiperplazie benigna de prostata
32 BP7 Benign 53 20 - - - Hiperplazie benigna de prostata
33 BP8 Benign 69 7 - - - Hiperplazie benigna de prostata
34 BP9 Benign 70 - - - Hiperplazie benigna de prostata
35 BP10 Benign 67 46 - - - Hiperplazie benigna de prostata
36 BP11 Benign 62 4.1 - - - Hiperplazie benigna de prostata

BP ~Prostate benigna; PCa — Cancer de prostata;

\2('“



A-2010-01192- -
25 -11- 2010

Tehnica de evaluare

Pentru evaluarea nivelelor de expresie genica s-a folosit tehnologia R7T? Profiler™ PCR
array. Optzeci si patru gene (http://www.sabiosciences.com/Cancer.php) implicate in
modularea angiogenezei au fost evaluate simultan. Analiza celor 84 de gene s-a ficut cu un
sistem de analizd comercial (placi de 96 de godeuri) denumit Human Angiogenesis RT 2
Profiler ™ PCR Array (SABiosciences, Qiagen). Sistemul de analizdi PCR array combina
sensibilitatea unei analize de tip PCR cantitativ (QRt-PCR) cu posibilitatea de clusterizare
(clasificare) de tip microarray. Aproximativ 300 ng din total ARN de la fiecare proba au fost
folosite pentru sinteza de ADN complementar (ADNc) prin transcriptie inversa, folosind kitul
comercial RT? First Strand Kit (SABiosciences). ADNc a fost ulterior amplificat cu kitul
comercial RT2 SYBR Green qPCR Master Mix (SABiosciences) in placi de analizd Human
Angiogeneza RT? Profiler ™ PCR Array, utilizdnd aparatul LightCycler 480 (Roche).
Programul de amplificare a fost setat astfel: 10 min la 95° C pentru activare enzimatica,
urmata de 45 de cicluri de 15 s 1a 95° C si 1 min. la 60° C pentru etapa de amplificare.

Tabelul 3. Datele clinice §i patologice (vArsta, stadiul tumorii §i examenul HP) pentru pacientii care au fost

utilizati pentru testarea specificititii semnéturii supervizate obtinute pe singele integral al pacientilor cu cancer
de prostata.

Numér Cod proba

proba singe Grup studiu Virsta  Stadium tumoral HP exam
1 BR1 Cancer de san 60 mB CDI, grad Nottingham IIT
2 BR2 Cancer de san 59 B CDI, grad Nottingham 1
3 BR3 Cancer de san 57 mB Carcinom medular atipic, grad Nottingham ITI
4 BR4 Cancer de san 40 ImB CDlI, grad Nottingham I
5 BR5 Cancer de san 55 j1§:] CDI, grad Nottingham IIT
6 BR6 Cancer de san 56 B CDI, grad Nottingham IT
7 BR7 Cancer de san 52 B CDI, grad Nottingham I
3 BR8 Cancer de san 62 mB CLJ, grad 1T
9 BR9 Cancer de san 39 B CDI, grad Nottingham I
10 Cvl Cancer de col uterin 60 oB Carcinom nediferentiat
11 Ccv2 Cancer de col uterin 59 1B Carcinom nediferentiat
12 CcV3 Cancer de col uterin 57 OB Carcinom cu celule squamoase
13 Cv4 Cancer de col uterin 40 OB Carcinom cu celule squamoase
14 CV5 Cancer de col uterin 55 IB Carcinom cu celule squamoase
15 Cv7 Cancer de col uterin 56 B Carcinom cu celule squamoase

CDI- carcinom ductal invasiv; CLI -carcinom lobular invaziv

Analiza datelor de PCR Array

Modificdrile de expresie ale celor 84 de gene evaluate au fost evaluate fatd de pragul critic
mediu (CT) citit de aparat ca urmare al punctului de inflexiune al semnalului fluorescent emis

ca urmare a procesului de amplificare de tip PCR (reactia n lant a polimerazei). Nivelele de

\
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expresie genicd au fost normalizate fatd de un set de 5 gene housekeeping (cu nivele de

expresie cvasi-constante) (B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH, si ACTB). Metoda de evaluare a

nivelelor de expresie s-a bazat pe analiza AACt. Testul T a fost folosit pentru compararea

statisticd a controlului §i a grupurilor experimentale: cancer de prostatd, respectiv, forma

benignd a prostatei (PBH si PC). Valoarea p<0,05 a fost consideratd ca fiind statistic

semnificativa.

Se da un exemplu de aplicare a metodei in legétura cu figurile 1, 2, 3, ..., 12, care reprezinta:

figura 1, pragul (CT) de distributie (+ 1 SD) pentru control, set de formare si de testare
prevazute pentru cancerul de prostata;

figura 2, clusterizare ierarhici nesupervizati folosind toate cele 84 de gene implicate
in modularea proceselor biologice de angiogeneza;

figura 3, cluster supervizat pentru setul de invétare (training set) bazat pe cele 28 de
gene candidate (semnatura supervizata);

figura 4, distributia celor 28 de gene care compun semndtura supervizata: stinga —
gene subexprimate, dreapta — gene supraexprimate;

figura 5, clusterizare ierarhicd pentru probele introduse in setul de testare;

figura 6, diagrama Vulcano Plot cu distributia celor 28 de gene statistic semnificative;
figura 7, clusterizare ierarhica pentru probele de cancer de prostatd, patologia benigna
a prostatei si prostatd normala, pe baza genelor candidate (semnatura supervizata) din
setul de trening;

figura 8, diagrama Vulcano Plot care prezinta distributia celor 28 de gene ale
semanturii supervizate pentru gruparea cancerului de prostatd de patologia benigna si
prostata normala;

figura 9, clusterizarea ierarhica pentru testarea specificititii semnaturii moleculare a
cancerului de prostatd (n=12) comparativ cu cancerul de san (n=9) si cel de col uterin
(n=5);

figura 10, schema logica de analiza noninvaziva;

figura 11, matricea de analiza cu 28 de gene de interes pentru evaluarea nivelului de
expresie genica prin qRT-PCR;

figura 12, senzor cu markeri pentru determinarea expresiei qRT-PCR a celor 28 de

gene de interes.
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Etapele de obfinere a semnaturii moleculare supervizate, care face obiectul prezentului brevet,
s-au bazat pe realizarea unui studiu de cercetare de biologie moleculard care a urmairit si
identifice un set de gene cheie, implicate in modularea angiogenezei, la nivelul sangelui
integral, pe baza caruia s se diagnosticheze cancerul de prostatd de patologia benignd a

prostatei, respectiv prostata normala.

Cele 84 de gene implicate in modularea proceselor biologice ale angiogenezei au inclus
factori de crestere si receptorii lor, chemokine §i citokine, molecule de adeziune si de matrice,
proteaze si inhibitori ale acestora, precum si factori de transcriptie care sunt implicati in

dezvoltarea de noi vase de sange.

Conform evaludrilor de tip PCR cantitativ o gend a fost consideratd ca fiind constitutiv
exprimata in cazul in care acesta a fost detectatd la un CT (punct de inflexiune) de mai putin
de 35 de cicluri. La valori mai mari de 35, genele au fost considerate a nu fi exprimate. In
studiul nostru procentul de gene exprimate in studiul de formare §i testare au avut valori

aproape similare (fig. 1).

Clusterizarea ierarhicd nesupervizatd pentru setul de evaluare, care s-a bazat pe similitudinile
in expresie pentru toate cele 84 de gene, a relevat doud grupari distincte - una pentru probele

de PCa (partea superioard) si a doua pentru probele de control (partea de jos - figura 2).

Fiecare rand reprezintd un esantion §i fiecare coloana reprezinta o gena. Probele folosite
pentru aceastd clasificare au inclus 6 replicate biologice pentru controale (grupul normal) i 7
replicate biologice pentru grupul de cancer de prostati. Bara de culori indicd nivelul de
exprimare mRNA: rosu = nivel mai ridicat de exprimare a mARN in probe; verde = nivel mai

scazut de exprimare mARN; negru = lipsa de expresie de mARN.

Pentru toate replicatele biologice a fost aplicat testul-t, pentru calcularea nivelelor de expresie
semnificative. S-a considerat de interes doar genele cu -1.5 <nivel de expresie > 1.5 si
valoarea p <0.05. Prin analizd de sdnge s-au identificat 28 din cele 84 de gene diferit
exprimate in singele pacientilor cu cancer de prostatd comparativ cu singele subiectilor
sdndtosi. 38 de gene nu au avut semnificafie statisticd (p >0,05) iar 18 gene nu au fost
exprimate. In ceea ce priveste genele statistic semnificative, 3 gene au fost supraexprimate iar

25 au fost subexprimate. (Tabelul 4).
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Tabelul 4. Gene de interes cu -1.5 <nivel de expresie > 1.5 si valoarea p <0.05, care sunt diferite exprimati in
sdngele pacientilor cu cancer de prostatd comparativ cu sangele subiectilor sdndtosi.

Nume gena Descriere (banca de gene - NCBI) Nivele de expresie

malign/normal p value

CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 2.38 0.0221
L8 Interleukin 8 3.87 0.0143
ITGAV Iél]t)e;’l'l)n, alpha V (vitronectin receptor, alpha polypeptide, antigen 285 0.0007
ANGPT2  Angiopoietin 2 -5.57 0.0001
ANGPTL3  Angiopoietin-like 3 -7.39 0.0003
COLI18A1 ef\un::tx;i(;f;r::;;lgleﬁi:;onagen alpha-1(XVHI) chain; endostatin; multi 173 0.0317
COL4A3 Collagen, type IV, alpha 3 (Goodpasture antigen) -5.10 0.0333
CXCL3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 -6.39 0.0001
FGF1 Fibroblast growth factor 1 (acidic) -5.03 0.0140
FIGF C-fos induced growth factor (vascular endothelial growth factor D) -9.45 0.0001
FLTL e aseulat permebity facor tecoptony o 647 00257
HGF Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor) -2.13 0.0016
HPSE endo-glucoronidase; heparanase -1.55 0.0197
D1 Inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix protein -5.47 0.0002
ID3 Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein -1.90 0.0112
IFNB1 Interferon, beta 1, fibroblast -4.10 0.0228
IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2) -4.73 0.0412
LECT1 Leukocyte cell derived chemotaxin 1 -5.91 0.0001
LEP Leptin 420 0.0040
MDK Midkine (neurite growth-promoting factor 2) -5.51 0.0001
NOTCH4  Notch homolog 4 (Drosophila) -2.39 0.0011
PGF Placental growth factor -6.83 0.0000
SeReIEy | Sin e bt o€ (W2 g, e 246 oamy
TGFBR1 Transforming growth factor, beta receptor 1 -1.77 0.0114
THBS2 Thrombospondin 2 -3.46 0.0005
TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 -2.74 0.0000
VEGFA Vascular endothelial growth factor A -2.08 0.0033
VEGFC Vascular endothelial growth factor C -3.00 0.0034

Cele 28 de gene au fost considerate ca fiind grupul de gene de interes (semnatura
supervizati) pentru gruparea pacientilor cu cancer de prostati comparativ cu subiecti
sdnatosi. Acestea au fost utilizate pentru generarea clusterului de grupare a probelor incluse in
training set (figura 3). Distributia celor 28 de gene statistic semnificative (-1.5 <nivel de
expresie > 1.5 si valoarea p <0.05,) este prezentatd in diagrama Vulcano Plot (figura 4).
Aceste date au fost obtinute folosind softul PCR array Data Analysis. Distributia celor 28 de
gene care compun semndtura supervizatd, din figura 4, sunt grupate in doud categorii: stdnga

— gene subexprimate, dreapta — gene supraexprimate.
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Semnatura supervizata obfinutd in testul training a fost utilizatd pentru validare in
testul de testare. Gruparea ierarhicd (clusterizare) a probelor din setul de testare a pus in
evidenta doua clustere principale: unul pentru probele recoltate de la subiectii sdndtosi iar al
doilea pentru probele recoltate de la pacientii cu cancer de prostatd (figura 5). Toate cele 28
gene utilizate pentru aceastd clasificare in setul de testare s-au dovedit a fi statistic
semnificativ exprimate, exactitatea acestei clasificdri fiind de 100%. Figura 6 reprezinta
diagrama Vulcano Plot a datelor din figura 5 si prezintd distributia celor 28 de gene statistic

semnificative.

In pasul urmdtor, am fost interesati si extindem setul de testare incluzind in algoritm
un grup mai mare, inclusiv 11 probe benigne de prostatd (tabelul 2). Gruparea ierarhicd
obtinutd in acest caz, pe baza aceleiasi semndturi moleculare supervizate, a dus la obtinerea a
douad clustere (grupe), unul care a grupat cancerele de prostatd (n=12) si celalalt care a grupat
atat probele de prostatd normala cét si pe cele din patologia benignd (hiperplazie §i prostatita
cronicd) (n=17) (figura 7). Toate cele 28 de gene folosite pentru acesta testare extinsd, au avut
valori semnificativ statistic (-1.5 <nivel de expresie > 1.5 si valoarea p <0.05), exactitatea

acestei clasificari fiind mentinutd la 100% ( figura 8).

In pasul urmitor s-a verificat specificitatea acestei semndturi pentru cancerul de
prostatd prin compararea cu alte doud localizdri tumorale, cancer de sin si de col uterin.
Pentru acest test s-au utilizat 15 probe de singe, 9 de la pacienti cu cancer de sén $i 6 de la

pacienti cu cancer de col uterin (tabelul 3).

Clusterizarea ierarhica a evidentiat doua grupuri distincte: unul pentru la pacientii cu
cancer de prostatd (n = 12), numit ca grupul de control i altul care a inclus celelalte doud
localizédri, cancerul de sin (n = 9) denumit grup I si cel de col uterin (n = 6) denumit grup 2 (

figura 9).

Prin compararea semnaturii moleculare a pacientilor cu cancer de prostata cu cele ale
pacientelor cu cancer de san, s-au identificat 12 din cele 28 gene (42.85%) ca fiind comune,
iar intre pacienfii cu cancer de prostatd si cancer de col uterin au fost comune 15 din cele 28

gene (53.57%).

Metoda noninvaziva pentru detectarea cancerului de prostata bazata pe studiul unui set
de gene implicate in mecanismul de angiogenezad presupune efectuarea urmdtoarelor etape
(figura 10):
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1. de la pacientii cu suspiciune de cancer de prostatd (pe baza valorii PSA crescute, a
tuseului rectal anormal sau a ecografiei transrectale) se va recolta sange integral;

2. din séngele integral se va extrage ARN-ul prin metoda clasicd (fenol-cloroform) sau
cu kituri destinate extractiei de ARN din singe: ARN Paxgene Blood Kit (produs
Qiagen);

3. pe baza reactiei de PCR array, se va determina printr-un sistem de analizd comercial
(placi de 96 de godeuri) denumit Human Angiogenesis RT 2 Profiler ™ PCR Array
(SABiosciences, Qiagen), expresia simultand a 84 de gene implicate in modularea
angiogenezei; se poate utiliza de asemenea o matrice ce contine setul de 28 de gene ce
compun semnatura supervizata;

4. se va analiza nivelul de expresie al celor 28 de gene de interes, functie de care se va
stabili diagnosticul de cancer de prostata (3 gene supraexprimate iar 25 subexprimate,
conform tabel 4);

5. stabilirea diagnosticului.

Evaluarea nivelului de expresie genica prin qRT-PCR a celor 28 de gene de interes
poate fi analizat cu matricea de analizad prezentata in figura 11. Genele de interes sunt plasate
pe liniile A-D coloanele 1-7 (culoare galben deschis). Pe linia E, coloanele 1-7 sunt prezentate
genele housekeeping, utilizate pentru normalizarea nivelelor de expresie a genelor de interes,
iar E6 reprezinta un control de reactie legat de evaluarea contamindrii cu ADN genomic. F 1-
3 reprezinta controale de reactie pentru etapa de revers transcriere a speciilor de ARN in ADN
complementar, ca etapd a reactiei de qRT-PCR. F 4-6 reprezintd controalele pozitive ale
reactiei de qRT-PCR.

Pe baza matricei de analiza din figura 11 s-a propus realizarea unui senzor cu markeri
pentru determinarea expresiei QRT-PCR a celor 28 de gene de interes. Senzorul este construit
ca un senzor planar imprimat §i este compus dintr-o placa 1 cu niste celule 2 (godeuri) si niste
contacte 3. Celulele 2 sunt dispuse pe sase linii (A, B, C, D, E, F) si pe sapte coloane 1, 2, 3,
..., 1. Celulele din liniile A, B, C si D contin reactivi specifici evaludrii nivelului de expresie
genica a celor 28 de gene de interes, conform tabloului de atribuire din figura 11. Celulele din
linia E sunt destinate genelor ,housekeeping”, utilizate pentru normalizarea nivelelor de
expresie a genelor de interes, iar celula E6 reprezinta un control de reactie legat de evaluarea
contaminarii cu ADN genomic. Celulele F1, F2 si F3 au rolul de controale de reactie pentru
etapa de revers transcriere a speciilor de ARN in ADN complementar, ca etapa a reactiei de

gRT-PCR. Celulele F4, F5 si F6 reprezinta controalele pozitive ale reactiei de qRT-PCR.

10
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Contactele 3, de forma unbr pini, sunt dispuse pe doud randuri, amplasate sus-jos,
fiecare rAnd avind 21 de contacte. Primul rdnd de contacte contine trei grupe a, c, f, de cite
sapte contacte, corespunzitoare celulelor din liniile A, C, F. Al doilea rand de contacte
contine tot trei grupe de cate sapte contacte b, d, e, corespunzitoare celulelor din liniile B, D
si E.

Legatura dintre celulele 2 si contactele 3 se realizeaza prin tehnica imprimarii, pe o
folie de poliester.

Citirea si evaluarea rezultatelor se face prin conectarea senzorului la un periferic al
unui sistem de calcul. Un program oferd diagnosticul pe baza datelor citite. Analiza se face
prin tehnica de PCR cantitativ (QRT-PCR), care presupune evaluarea unui semnal fluorescent
dat de unul din reactivii ce se utilizeazd in reactie, respectiv traducerea informatiei
fluorescente in valori numerice ce reprezintd nivele de expresie genica.

Realizarea senzorului in constructie planard, imprimata, conduce la dimensiuni mici
fapt ce determind un consum mic de materiale $i un pret redus de fabricatie, aspect ce face
posibilé realizarea sa ca senzor de unica folosinta.

O posibila perfectionare a metodei ar consta in stabilirea unui diagnostic precoce,
pentru pacientii cu valoarea normala a PSA. Studiul a inclus un singur pacient cu valoarea
PSA =34, care s-a incadrat in clusterizare dar nu se poate trage o concluzie de diagnostic

precoce pe un singur caz.
Prin aplicarea invenfiei se obtin urmdtoarele avantaje:
- elaborarea unei metode de analizd noninvaziva, sigurd si usor de aplicat;

- posibilitatea diagnosticarii cancerului de prostata cu o acuratefe crescutd, pe baza unei

semnaturi moleculare usor de identificat prin analiza sangelui integral;

- posibilitatea de limitare a biopsiilor de prostata pentru pacientii care nu prezintd forma

malignd, care de multe ori nu sunt necesare, dar sunt stresante pentru pacienti.

11
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REVENDICARI

1. Metoda noninvaziva pentru detectarea cancerului de prostatd bazata pe studiul unui set de

gene implicate in mecanismul de angiogenezd, caracterizati prin acea ci, presupune

efectuarea urmatoarelor etape:

a.

b.

C.

e.

de la pacientii cu suspiciune de cancer de prostatd (pe baza valorii PSA crescute, a
tuseului rectal anormal sau a ecografiei transrectale) se va recolta sange integral;

din sangele integral se va extrage ARN-ul prin metoda clasicd (fenol-cloroform) sau
cu kituri destinate extractiei de ARN din singe: ARN Paxgene Blood Kit (produs
Qiagen);

pe baza reactiei de PCR array, se va determina printr-un sistem de analizd comercial
(placi de 96 de godeuri) denumit Human Angiogenesis RT 2 Profiler ™ PCR Array
(SABiosciences, Qiagen), expresia simultand a 84 de gene implicate in modularea
angiogenezei; de asemenea se poate utiliza o matrice ce contine setul de 28 de gene ce
compun semnatura supervizata;

se va analiza nivelul de expresie al celor 28 de gene de interes, functie de care se va
stabili diagnosticul;

stabilirea diagnosticului.

2. Metoda noninvaziva pentru detectarea cancerului de prostatd bazata pe studiul unui set de

gene implicate in mecanismul de angiogenezd, caracterizati prin acea ci, cele 28 de gene

de interes, in functie de care se va stabili diagnosticul sunt urmétoarele:

Nume

Nr.crt. Descriere (banca de gene - NCBI)

gena

1. CXCL1 | Chemokine (C-X-C motif) ligand 1

2. ILS Interleukin 8

3. ITGAYV | Integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha polypeptide, antigen CD51)

4. | ANGPT2 | Angiopoietin 2

5. AN&PT Angiopoietin-like 3

6. | COL18A | antiangiogenic agent; collagen alpha-1(XVIII) chain; endostatin; multi-functional protein
1 MFP

COL4A3 | Collagen, type IV, alpha 3 (Goodpasture antigen)

7.
8. CXCL3 | Chemokine (C-X-C motif) ligand 3
9 FGF1 Fibroblast growth factor 1 (acidic)

10. FIGF C-fos induced growth factor (vascular endothelial growth factor D)

11. FLT1 Fms-related tyrosine kinase 1 (vascular endothelial growth factor/vascular permeability
factor receptor)

12, HGF Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor)

13. HPSE endo-glucoronidase; heparanase

14. ID1 Inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix protein

12
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15. D3 Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein

16. IFNB1 Interferon, beta 1, fibroblast

]

17. 1L6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)

18. | LECT1 | Leukocyte cell derived chemotaxin 1

19.] LEP [ lLeptin

20. MDK Midkine (neurite growth-promoting factor 2)

2L | NOTCH | ooy homolog 4 (Drosophila)

22, PGF Placental growth factor

23. | SERPIN | Serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment epithelium derived
F1 factor), member 1

24. | TGFBR1 | Transforming growth factor, beta receptor 1

25. | THBS2 | Thrombospondin 2

26. | TIMP1 | TIMP metallopeptidase inhibitor 1

27. | VEGFA | Vascular endothelial growth factor A

28. | VEGFC | Vascular endothelial growth factor C

3. Metoda noninvaziva pentru detectarea cancerului de prostatd bazatd pe studiul unui set de

gene implicate in mecanismul de angiogeneza, conform revendicarilor 1 si 2,
caracterizati prin aceea ci, analiza genelor de interes se face prin conectarea unei
matrice ce contine cele 28 de gene de interes implicate in modularea angiogenezei la un
sistem de analiza de tip PCR (reactia in lant a polimerazei) cu rol de evaluare a nivelelor
de expresie a celor 28 de gene, utilizind sonde fluorescente si reactivi (primeri) specifici
fiecarei gene, stabilirea nivelului de expresie genicd si transformarea valorii colorimetrice
(fluorescente) in valori numerice facandu-se prin normalizarea genelor de interes la cele 5
gene housekeeping, nivelul prag al expresiei genice s-a ales 1.5, genele subexprimate
avand valoarea numericd sub valoarea de prag, iar genele supraexprimate avand valoarea

numerica peste valoarea de prag.

Metoda noninvaziva pentru detectarea cancerului de prostatd bazatd pe studiul unui set de
gene implicate in mecanismul de angiogenezd, conform revendicdrilor 1, 2 si 3,
caracterizata prin aceea cd, diagnosticul se va stabili prin evaluarea unei matrice de
analizd avand liniile A,B,..., F si coloanele 1,2,...,7, matricea alcatuitd din: celulele din
liniile A, B, C si D contin reactivi specifici evaluarii nivelului de expresie genicd a celor

28 de gene de interes, conform urmatorului tablou de atribuire

13
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1 2 3 4 5 6 7

A[ ANGPT2 [ANGPTL3|COL18A1] COL4A3 | CXCL3 | FGFI1 | FIGF |
B Furta | HeF | Wese | b1 | o3 T IFNB1 | 6
ClLLECT1 | LEP | MDK INOTCH4| PGE _SERPINF1|TGFER
D|_ THBS2 | TIMP1 | VEGFA | VEGFC | CXCL1 | IL8 | ITGAV
E[_ B2M | HPRT1 | RPL13A | GAPDH | ACTB | GDC

F|_RTC RTC RTC PPC PPC PPC

celulele din linia E sunt destinate genelor ,housekeeping”, utilizate pentru normalizarea
nivelelor de expresie a genelor de interes, iar celula E6 reprezinta un control de reactie legat
de evaluarea contamindrii cu ADN genomic, celulele F1, F2 si F3 avand rolul de controale de
reactie pentru etapa de revers transcriere a speciilor de ARN in ADN complementar, ca etapa

a reactiei de qRT-PCR, iar celulele F4, F5 si F6 reprezinta controalele pozitive ale reactiei de

gRT-PCR.

5. Metoda noninvaziva pentru detectarea cancerului de prostatd bazata pe studiul unui set de
gene implicate in mecanismul de angiogenezd, conform revendicarii 4, caracterizati prin
aceea ci, pentru determinarea expresiei qRT-PCR a celor 28 de gene de interes utilizeaza
un senzor planar imprimat cu markeri, conectat la un periferic al unui sistem de calcul,
senzorul fiind compus dintr-o placa (1) cu niste celule/godeuri (2) si niste contacte (3), de
forma unor pini, dispuse pe doua randuri cu céte 21 de contacte, primul rand de contacte
contine trei grupe a, c, f, de céte sapte contacte, corespunzatoare celulelor din liniile A, C,
F ale matricei de analiza, al doilea rand de contacte confine tot trei grupe de cate sapte
contacte b, d, e, corespunzatoare celulelor din liniile B, D si E ale matricei de analiza,
legatura dintre celulele (2) si contactele (3) realizandu-se prin tehnica imprimdrii, pe o

folie de poliester, diagnosticul fiind oferit de un program prin citirea §i evaluarea

rezultatelor de la senzor.
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