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DESCRIEREA INVENTIEI

]

Prezenta inventie realizeaza o analiza complexd, combindnd tehnologii moderne
de proteomica pentru a descoperi potentiali biomarkeri-candidati utili in diagnosticul
tumorilor cerebrale.

Glioblastomul este cea mai frecventd tumord cerebrald primara asociata cu o
supravietuire relativ scurtd; intervalul mediu de supravietuire pcntru pacientii cu
glioblastom multiform este de doar 9-12 luni [1]. Desi metodele de diagnostic imagistic
sunt principala metoda de depistare a tumorilor cerebrale asimptomatice. este necesara
dezvoltarea unei strategii de diagnostic bazate pec tehnologii protcomice cu sensibilitate
crescutd si raport cost-eficientd convenabil [2].

Identificarca de biomarkeri in vederea diagnosticarii tumorilor. stabilirii
recurentel si monitorizarii raspunsului terapeutic constituic un deziderat major in
oncologie. In prezent eforturi considerabile se concentreaza pe metode de diagnostic
timpuriu al tumorii, inclusiv cele care implicd detectia de proteine specifice sau profiluri
proteomice realizate din biopsii cat si din ser/plasma [3,4].

In acest sens identificarea unor noi biomarkeri proteici sau a unor seturi de
proteine reprezinta o provocare la nivel stiintific national cat si international.

Modificérile la nivelul expresiei, structurii sau functici proteinelor pot constitui
biomarkeri utili in diagnosticul precoce, precum si in evaluarca prognosticului. In acest
context, detectarea unor seturi de biomarkeri cu sensibilitate si specificitate crescute
poate avea o rata de succes mai mare in diagnostic, fata de identificarca unui biomarker
unic [5].

In literatura. existd studii ce prezinta identificarca biomarkerilor scrici in
glioblastom prin metoda SELDI-TOF, demonstrandu-se incd o data cd accasta represinti
o metoda promitatoare prin capacitatea de a identifica mai multi markeri serici cu
sensibilitate si specificitate mare [6].

Liu J. et al, utilizdnd tehnologia SELDI-Tol* MS au realizat screcningul si
evaluarea biomarkerilor pentru detectarea glioblastoamelor fata de control si fatd de
pacientii cu alte tumori cerebrale benigne [7]. Prin compararca probelor provenite de la
pacienti cu astrocitoame cu un lot martor, din 15 picuri identificate (m/z 8214.77:

8926.76; 4815,11: 8612,23; 2082,19; 4299.,87; 2103.55: 7764.82: 2368.19: 3226.97:
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2389,55; 2021.78; 4469,09; 6457,054; 8702.,416) au fost sclectati doar 2 biomarkeri cu
raportul m/z 8214.,8 si 2368.2 ce pot servi ca biomarkeri finali discriminatori. In acest
studiu a fost comparat si lotul pacientilor cu astrocitoame maligne cu un lot de pacienti cu
tumori cerebrale benigne. Desi initial au fost identilicate 22 de picuri. in tinal doar 2
picuri (m/z 41553 si 14047.8) au fost selectate ca posibili biomarkeri. Concluzia
studiului a fost cd analiza SELDI-ToF MS combinata cu un algoritm d¢ refca ncuronala
artificiald (ANN). ar putea facilita descoperirea de noi biomarkeri.

Intr-un alt studiu care a inclus 140 de probe de ser ce proveneau de la pacienti cu
astrocitoame maligne, seruri de control si seruri de la pacienti cu alte tumori cerebrale. cu
ajutorul tennologiei SELDI-Tol° MS. o combinatie d¢ sapte biomarkeri serici cu
identitate necunoscutd a fost sugeratd drept un clasilicator semnificativ cu sensibilitate
84.6% s1 specificitate 86,4 %, pentru a diferentia corect cazurile de astrocitom de lotul
control. Printre acesti biomarkeri, la pacientii cu astrocitom 4 au fost supracxprimati (m/z
2018, 6633. 7567, 15115) si 3 au fost subexprimati (m/z 4286. 8140. 8926). In plus.
expresia semnificativ crescutd a doud dintre aceste proteine (m/z 7567 si 15115) a fost
detectata in astrocitomul de grad scazut comparativ cu astrocitomul de grad inalt |8]. Si
in acest studiu concluzia a fost ca. tehnologia SELDI-ToF MS ar pultca lacilita Tn marc
masura descoperirea biomarkerilor serici in astrocitoame.

Petrik V. et al, au identificat biomarkeri serici care sa imbunatateasca predictia dc
supravietuire la pacientii cu tumori cerebrale folosind SELDI-ToF MS. Un pic, identificat
ca lantul-B al glicoproteinei alfa 2-Heremans-Schmid (AHSG), a fost mai putin exprimat
in tumori de grad inalt. Mai mult decat atat, s-a rcalizat si validarca nivclurile serice de
AHSG la setul de pacienti. precum si intr-un set independent de probe de ser de la 72 de
pacienti cu gliom folosind o metoda turbidimetricd; rezultatele au sugerat ALISG ca un
predictor independent de supravietuire al pacientilor cu aceasta patologie. In timp ce
nivelurile serice scazute ale AHSG au fost corelate cu o ratd scazuta a timpului de
supravietuire (<3 luni), s-a constatat ca valorile normale In ser pot i asociate cu
prelungirea ratei de supravietuire (> 2 ani) [9].

Gautam P. et al., au analizat nivelurile de proteine prezente in plasma de la
pacientii cu GBM folosind o abordare bazata pe LC-MS/MS iTRAQ. S-au identiticat 296
de proteine. din care 61 au prezentat o modificare de 1.5 ori in grupul de pacienti.

Niveluri modificate a feritinei (FTL), STO0A9, si carnozina 1 (CNDP1). au fost veriticate
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prin ELISA intr-un test set de zece probe de plasma. FTL este un marker de intlumatic.
de asemenea, implicat in cancer, SI00A9 este un membru important al cascadei de
semnalizare Ca®' raportat ca fiind modificat in tesutul GBM. CNDP1 a fost raportat
pentru rolul sdu in reglementarea nivelului de carnozina. implicat ca un potential
medicament pentru GBM. Acestea si alte proteine din setul de date pot forma puncte de
plecare utile pentru alte investigatii clinice pentru dezvoltarca de panclurt de biomarkeri
din plasma pentru GBM [10].

Literatura de brevete evidentiazd utilizarea unor seturi de biomarkeri, de¢ ex.
brevetul US 20110027797 [11] defineste un set de biomarkeri constand din gene sclectate
AP2A2, APOC3, BDNF, CALU, CXCL14, CXCL9, FII, GNRHI, LADI. LLAMP2, 111,
PSGY, SERPINCI, GPX3. SPAIICLI pentru screeningul. detectarca. prognosticul terapici
in compararea astrocitomului de grad mic cu astrocitomul de grad malt. Abordan
asemandatoare sunt descrise in brevetele WO 2012170711 |12] si EP2260303 | 13].

Toate aceste argumente au constituit motive pentru aprofundarca studiului
proteomic prin tchnologii de ultima generatie, cu scopul final dc identificare a unor
biomarkeri care pot fi cuantificati in mod obiectiv si carc sunt orientativi pentru un
anumit status patologic. Odatd cu identificarea caracteristicilor discriminatorii -
caracterizate si validate, aceste molecule pot reprezenta biomarkeri, care pot f1 folositi
prospectiv, pentru a diferentia intre loturile incluse in studiu.

Deoarece existd o nevoie tot mai mare de dezvoltare a biomarkerilor de
diagnostic. prognostic, sau dc predictie, am investigat protcine cxprimate in probele de
ser de la pacientii cu glioblastom folosind spectrometria de masa de tip SELDI - TOI
MS.

Problemcle rezolvate de inventie constau in:

- identificarea unui set de biomarkeri, care nu sunt abordati incd in practica
medicala curentd. lucru esential cu atat mai mult cu cat cxistd putine date in literatura
de specialitate privind rolul acestora in patologia tumorala in gencral, cu atat mai mult
in patologia glioamelor de grad inalt.

- identificarea unor biomarkeri prin analiza profilului proteic in glioblastoamc
prin spectrometrie de masa SELDI-TolF MS.

Detalii privind realizarea prezentei inventii sunt prezentate in exemplele urmétoarc.
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Descrierea figurilor

Iigura 1. Prezintd un cxemplu de spectre de masa reprevzentative SIELDI-TOI obtinute
pentru cipurile CM10 la pH 4,5 si pH 6,0 (control/glioblastom).

Figura 2. Prezintd spectre cu intensitati relative diferite - picurile cu raporturile m/z de
2948.04 si 6440.01 sunt semnificativ scdzute in scrul pacientilor cu ghioblastom in
comparatie cu lotul control.

Iigura 3. Prezintd spectre cu intensitdti relative diferite - picurile cu raporturile m/v de
9192,84, 10836,09, 13153,66 si 23466,27 sunt semnificativ crescute in serul pacicntilor
cu glioblastom in comparatie cu lotul control.

Figura 4. Prezinta valorile concentratiilor serice ale proteinei S100A9 la pacicntii cu
glioblastom si control, determinate prin metodele ELISA (p<0,001. ANOVA).

Descierea tabelclor

Tabelul 1. Prezinta clustere de proteine exprimate diferentiat in glioblastom. comparativ
cu controlul (m/7: maséa/sarcina; 7: Nivelul cxpresici de proteine a fost crescutd in
glioblastom. comparativ cu controlul; |: Nivelul expresici de proteinc a lost scazutd in
glioblastom. comparativ cu controlul).

Tabelul 2. Prezinta proteinele identificate in urma procesdrii datelor utilizand softwarc-ul
MASCOT (benzile 1D corespunzitoare greutdtilor molecularc ale proteinclor exprimate
diferentiat in glioblastom fata de controale, stabilite prin analiza SELDI-TOF MS).

Exemplul 1 — Decfinirea parametrilor optimi de prepararc a probelor si sclectia
conditiilor optime de¢ selectare a clusterelor de biomarkeri candidati in vederea analizei
prin metoda SELLDI-TolF MS.

Au fost colectate probe de ser de la 35 pacienti cu glioblastom - 21 barbati si 14
femei cu varsta medic de 60,25 ani (interval 40-80 ani). Au fost colectate probe pentru lot
martor de la 30 de subiecti sdndtosi - 9 barbati si 21 femei cu varsta medie de 39.3 dc ani
(interval 24-74 ani).

Probele de ser au fost alicotate si pastrate la -80°C pana la determinare.

In vederea analizei SELDI-ToF MS probele au fost pregatite prin denaturare cu
tampon contindnd 9,5M  uree, 2% CHAPS (w/v) 3-[(3-Cholamidopropyl)

dimethylammonio| - 1-propanesulfonate si 1% (w/v) DTT Ditiotreitol.
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In cadrul acestui model experimental s-a realizat optimizarca protocolului de
lucru. astfcl un esantion de probe reprezentative a fost diluat in tampon de legare cu pll
diferit si s-au aplicat pe chip-uri Q10 (suprafatd anionica) si CM10 (supralata cationica).
Pentru CM10 intervalul de pll a fost intre 3,5-7.0 (acetat de amoniu 50 mM Ja pll 3.5-
5.5: fosfat de sodiu S0mM la pH 6.,0-7.0) iar pentru Q10 a fost Intrc 4.5-8.0 (acctat de
amoniu 50 mM pentru plH 5,0-5,5; fosfat de sodiu 50 mM pentru plt 6.0-7.5: tampon T'ris
HCI 50 mM pentru pH 8,0-8,5). Solutia de matrice ProteinChip SPA (acid sinapinic)
contine acetonitril 100% si acid trifluoroacetic 1%.

Protocol de preparare chipuri CM10 si Q10

1. S-au diluat probele denaturate 1/10 in solutie tampon:

2. S-au montat chipurile in bioprocesor;

3. S-au hidratat chipurile cu 200 uL. solutic tampon;

4. S-au incubat chipurile pentru 10 minute. la temperatura camerci. pe shaker (250
rpm). S-a repetat spalarea pana la un total de 2 spalari.

5. S-a indepartat solutia tampon din godeuri si s-a adaugat 100 pl. proba in liccare
godeu.

6. S-au incubat chipurile pe un shaker pentru 1 orad la temperatura camerei.

7. S-au indepartat probele din godeuri si s-a realizat spalarca lor cu 200 ul. solutic
tampon pentru 5 minute, cu agitare. S-a repetat acest pas de inca 2 ori pand la un
total de 3 spalari.

8. S-aindepartat solutia tampon din godeuri si s-a rcalizat spalareca ficcarui godeu cu
200 pL. de apa deionizata, 5 minute, cu agitare.

9. S-au scos chipurile din bioprocesor si s-au uscat la temperatura camerei. 10
minute.

10. S-a aplicat 0.5 ulL. solutie SPA/spot de 2 ori.

11. S-au citit chipurilor si s-au analizat spectrele utilizand ProteinChip Reader.

Citirea si analiza chipurilor

Chipurile au fost citite cu sistemul “Protein Chip DATA Manager”. Urmatoarele
setdri au tost folosite pentru platforme SELDI-ToF-MS: Target m/z S kDa. atenuarca
matricei la 2.5 kDa si domeniul de masa intre 0-50...100kDa. Calibrarea externa a fost
realizatd utilizand standardul de proteine ce cuprinde: recombinant hirudin (6.96 kDa).

equine cytochrome ¢ (12,23 kDa), equine myoglobin (16,95 kDa) si carbonic anhvdrase
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(29,00 kDa). Acuratetea de masda (m/Am) a fost calculata la < 0.02% dc-a lungul
intregului experiment. Zgomotul a fost ajustat pentru a climina zgomotul chimic la
intervale de masa scazute. Pentru clustere au fost considerate doar picurile cu un raport
semnal-la-zgomot (S/N) > 5 si cu aria de sub pic > 3. Au fost folosite pentru a se gencra
picurile clusterelor doar picurile calificate care au fost prezente in = 10% din spectre.
Masa pentru fiecare cluster a fost setatd la 0,3% din masa picului pentru spectrele
optimizate la masa scazutd (0- 30 kDa) si la 2% din masa picului pentru spectrele
optimizate la masa crescutd (30-100 kDa). Au fost autodetectate picuri cu S/N >5 in
intervalul m/z 2,5-100 kDa. Clusterele au fost completate utilizdnd o a doua sclectic a
picurilor cu S/N >2 si 0,3% masa, picurile estimate fiind adaugate.

In urma analizei spectrelor s-a decis ¢a cele mai bune rezultate au lost obtinute pe
chipul CM10 la pH 4.5 (tampon acctat de amoniu) si la pH 6.0 (tampon fosfal de sodiu)
(Figura 1).

Exemplul 2 - identificarea clusterelor relevante Tn vederca  conlirmari
potentialilor biomarkeri

Dupa ce s-au stabilit conditiile optime de preparare si achizitic a chipurilor s-a
continuat experimentul, utilizdnd exemplul 1 pentru toate probele luate in studiu.

Prin aplicarea protocolului de méasurare asupra probelor de proteine si analiza
datelor, pe chipuri CM 10 la pH 4.5, s-a identificat un grup total de 73 de clustere
(proteine) serice identificabile in probele provenite de la pacienti cu Glioame/Control. pe
intervalul de greutati moleculare 2000-55.000 Da. Analiza avansatd a distributici si
modificdrilor de expresie ale celor 73 de clustere a condus la selectia unui grup de 6
clustere (8143,147; 2948,037; 23466,27; 6440,011; 3094,012; 9192,839) cc prezinld cea
mai buna putere de clasificare intre cele doua grupuri. Conditia de selectic a clusterelor
relevante a fost ca p<0.05, prezenta picului in cat mai multe probe.

Prin aplicarea protocolului de masurare asupra probclor de proteine si analiza
datelor, pe chipuri CMI10 la pH 6,0, s-a identificat un grup total dec 79 dc¢ clustere
(proteine) serice identificabile in probele provenite de la pacienti cu glioame/controale.
pe intervalul de greutati moleculare 2000-55.000 Da.

Analiza avansata a distributiei si modificarilor de expresie ale celor 79 de clustere

a condus la selectia unui grup de 5 clustere (3892,553; 10836,09; 13153,61; 15868,12;
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28114,621) cc prezintd cea mai bund putere de clasificare intre cele doud grupuri (p<0.03.
picul selectat sa fie prezent in cat mai multe probe).

Clusterele de protcine relevante sunt prezentate in tabelul 1.

Exemplul 3 — Fractionarea probelor si alegerea fractiilor relevante

In urma citirii si analizei datelor s-a decis fractionarea probelor de ser ce contin
clustercle relevante alese in exemplul 2, in vederea confirmarii potentialilor biomarkert in
fractiile corespunzatoare.

Kitul de fractionare a serului este conceput pentru a facilita analiza probelor de
ser prin fractionarea proteinelor. Fractionarea se bazecaza pe proprietitile lor biofizice.
Setul permite fractionarea high-throughput prin utilizarea schimbatorului anionic intr-o
placa cu 96 godeuri. Pentru realizarea schimbului anionic este neccsara rehidratarca placii
inainte dc utilizare. Probele sunt adaugate in placa si apoi cluate treptat. prin moditicarca
pH-ului cu tamponul de spalare pana cand sunt colectate sasc fractiuni. lI'ractiunile pot {i
apoi analizate utiliziand ProtcinChip folosind protocolul corespunzator.

Au fost analizate serurile provenite de la pacientii cu glioblastoame.

Tampon ProteinChip U9 (9 M uree, 2% CHAPS, 50 mM Tris-HCI, pH 9)

Tampon de rehidratare (50 mM Tris-HCL, pH 9)

Tampon de spalare 1 (50 mM Tris-HCI, pH 9)

Tampon de spalare 2 (50 mM Hepes, pH 7)

Tampon de spalare 3 (100 mM acetat de Na, pH 5)

Tampon de spalare 4 (100 mM acetat de Na, pH 4)

Tampon de spalare 5 (50 mM citrat de Na, pH 3)

Tampon de spalare 6 (33.3% izopropanol, 16,7% acetonitril. Acid 0.1% trifluoroacctic)

Dupa preluarea fractiilor s-a decis analiza urmatoarclor fractii 1, 3. 4. 5'6 pc
chipuri CM10. la ptl 4.5 (tampon acetat) si 6,0 (tampon loslat) lolosindu-sc protocoalele
de preparare si citire descrise in exemplul 1.

In urma analizei spectrelor pe fiecare fractie s-a evidentiat existenta clusterclor
luate in analiza. In urma analizei statistice a fractiilor pentru fiecare cluster in parte (p,
ROC, etc), s-a decis analiza anumitor fractii pentru anumite clustere.

In figurile 2 si 3 sunt redate spectre reprezentand clustere pentru scturile de probe

normale si patologice din cadrul studiului.
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Exemplul 4 - identificarea biomarkerilor
Electroforeza 1D

Probele fractionate au fost concentrate cu filtre Amicon® Ultra 0.5ml. Filters
(3kDa). folosind tamponul 50mM Tris pH 8,0, pana la un volum final d¢ 50ul.. Probcle
au fost mai departc concentrate prin reducerca volumului la ~20ul. intr-un sistem
vacuum; 10ul. din proba a fost diluatd pana la 20ul. cu 8ul. de tampon concentrat 4x
(Invitrogen) si 2ul, DTT (Ditiotreitol) SOOmM.

Probele au fost fierte 10 minute. Probele au fost rulate cu sistemul Novex gel
clectrophoresis (Invitrogen), gelurile folosite au fost pre-cast 12% BisTris. Standardul de
grcutate moleculara folosit -- See Blue plus2 pre-stained (Invitrogen) a fost rulat pentru
fiecare gel.

Gelurile au lost fixate si colorate cu Coomassie blue coloidal. Probele concentrate au fost
incarcate Tn gel fard echilibrarea proteinelor totale intre fractii. Acest lucru s-a datorat
faptului cd ficcare fractic contine o cantitate diferita de proteine totale. In uncle cazuri
cantitatea de proteine totale a fost insulicienta si nu au lost vizibile benzi la colorarca cu
Coomassic bluc.

In urma analizei cu softul Quantity One, versiunca versiunea 4.6.1, (BioRad) a gelurilor
s-a decis alegerea anumitor benzi corespunzatoare clusterelor identificate prin SLELDI-
TOF MS. Ulterior s-a realizat decuparea benzilor relevante. continuand cu digestia cu

tripsina a acestora. in vederca analizei ulterioare .C/MS/MS.

LC/MS/MS

Digestia proteinelor

Benzile de proteine au fost digerate cu tripsina. Benvile specifice din gel au lost
spalate cu 50.....100 mM bicarbonat de amoniu, urmat de acctonitril (ACN).
Benzile proteice au lost ulterior reduse si alchilate cu 10 mM DT, respectiv 35 mM
iodoacetamida (IAA). ambele dizolvate in 100 mM bicarbonat de amoniu. Benzile au fost
decolorate cu 50% 100 mM bicarbonat de amoniu/50% ACN inainte dec ciclul de spalarca
finala cu 50 ... 100mM bicarbonat de amoniu si ACN.
Probele au fost liofilizate si rehidratate in solutie de tripsina (Promega sequencing grade:
20ug a fost resuspendata in 100ng/ul cu 0,1% TFA, imediat Tnainte de folosire a fost

diluat la 13ng/ul cu S0mM bicarbonat de amoniu). Probele au fost incubate la 4°°C pentru
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20 minute, solutia de tripsina neabsorbita a fost indepartata si bucatile de gel au fost
imersate in SO0mM bicarbonat de amoniu.

Probele au fost lasate la digerat la 37°C pentru 2 ore. apoi probele au fost pastrate
la temperatura camerei peste noapte. Supernatantul cc contine peptide a fost decantat intr-
un tub nou si bucatile de gel spalate de 2 ori cu 50...100mM bicarbonat dc amoniu si
ACN. de fiecare data adunand solutia de extractie cu supernatantul initial. Amestecul de
supernatant a fost liofilizat si resuspendat in 25ul de 5% ACN/0,1% acid formic pentru
analiza MS.

Analiza LC/MS/MS

Biomarkerii identificati prin tehnologia SELDI-ToF-MS au fost analizati ulterior
prin  LC-MS/MS utilizand sistemul Surveyor LC si LCQ Deca XP  Plus
(ThermoScientific).

Peptidele au fost analizate cu LC/MS/MS utilizand sistemul Surveyor 1.C si L.CQ
Deca XP Plus (ThermoScientific) si prin cromatogralia de faza inversa (Biobasic column,
ThermoScientific: 180uM x 15mm) mai mult de 30 minute in gradient ACN la o ratd de
curgere de 3 pl/minut.

Peptidele au fost ionizate cu Electrospray lonisation si MS/MS au fost
achizitionate cu ioni dependenti de statusul lor de incarcare si de intensitate. Verificarile
de control al calitatii pentru functionarea optima a instrumentelor erau in vigoare.
Acuratetea masei si sensibilitatea pentru MS a fost confirmata cu infuzie directa dc
elufibriopeptide (2.5 pmoli/ul) si performanta [LC/MS/MS a fost evaluatd cu BSA
digerat. Scnsibilitatea, timpul de retentie, peptidele identificate si sceventa de proteine
acoperita au fost toatc Tn intervalele specificate. Controlul de calitatc cu BSA a fost
efectuat Tnainte si dupa analiza probei.

Procesarea datelor in urma analizei LC/MS/MS

Fisierele de date (.raw) au fost convertite in fisiere generice Mascot folosind
MassMatrix File Conversion Tool (Version 2.0; hup://www.massmatrix.ncl) pentru
input-ul in Mascot searching algorithm (Matrix Science). Fisiercle de date au fost
comparate cu SwissProt v. (2010 _06) cu taxonomie umana folosind urmatoarelc criterii
de cautare: peptide triptice cu cel mult un situs de clivaj tripsinic, mctilarca carbamid

cisteinei si oxidarea metioninelor, care au fost setate ca modificari variabile.

10
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Rezultatele cautérii in baza de date utilizand software-ul MASCO'T au gencrat un
numar de 63 de peptide, dintre care s-au selectat 4 peptide triptice obtinute in functic de

conditiile stabilite - STO0AS8, ST00A9, CXCIL4 (PF4) si CXCL7 - Tabel 2.

Exemplul 5 - validarea proteinelor identificate prin LC/MS/MS utilizind tehnica
ELISA.

Determinarea in vitro cantitativa a proteinei umane S100A9/calgranulin B in scrul
pacientilor cu glioblastoam, foloseste metoda enzimaticd sandwich EILISA (kit Liaab,
Wuhan Eiaab Science, China).

Principiul metodei

Placile prevazute in acest kit au fost pre-acoperite cu un anticorp specific fata de protcina
STO0A9. Standardele sau probele s-au adaugat in godeurile corcspunzatoare placii de
microtitrare Tmpreund cu un anticorp policlonal conjugat cu biotina. S-a adaugat
streptavidina conjugatad cu peroxidaza HRP in fiecare godeu al micropléacii s1 a urmat
incubarea o perioada de timp. Apoi s-a adaugat o solutic de substrat TMB (solutic de
amplificarc a culorii) In ficcare godeu si culoarea dezvoltata cste proportionald cu
cantitatca de ST00AO9.

Reactia cnzimd-substrat este terminatd prin addugarea dc solutic de acid sulluric si
schimbarea culorii este masuratd spectrofotometric la o lungime de unda de 450 nm +2
nm. Concentratia de S100A9 in probe este apoi determinatd cu ajutorul unei curbe
standard in domeniul de concentratie 0-5000 pg/mL.

Preparare reactivi

Tampon de spalare - Dacad s-au lormat cristale in concentrat. sc lasd la temperatura
camerei si se amestecd usor pana cand cristalele s-au dizolvat complet. Se dilucazd 30
ml. de tampon de spdlare concentrat in apa deionizata sau distilata pentru a pregdt 750
ml. de tampon de spalare.

Standard - se reconstituie standardul cu 1,0 mL diluent resultind solutia stoc de S000
pg/ml.. Accasta opcratiune se¢ face cu minim 15 minute Inainte de prepararca dilutiilor
seriale. Standardul nediluat serveste ca standard ridicat (5000 pg/mlL.). Diluantul serveste
ca standard de la zero (0 ng/mL).

Mod de lucru

S-au pregétit toti reactivii, standardele de lucru si probele indicate in sectiunilc anterioare.

11
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1. S-au adaugat 100 microlitri de standard, blanc sau proba. S-a incubat timp dec 2 orc la

37°C.

2. S-a indepartat lichidul din fiecare godeu si s-au adaugat 100 microlitri de reactiv de

detectie A 1n ficcare godeu. S-a acoperit placa cu o folie si s-a incubat timp d¢ 1 ord la

37'C.

3. Cu 5 minute inainte de terminarea incubarii s-a preparat tamponul de spalare. S-a

indepartat energic lichidul din godeuri si s-a spalat fiecare godeu cu céte 400 microlitri de

tampon de spalare preparat anterior. S-a repetat spélarea de trei ori. La ultima spalarc s-a

scurs bine placa pe o hartie de filtru.

4. S-au adaugat 100 microlitri de solutie de detectie B a reactivului de lucru in ficcarce

godeu. Plicuta s-a acoperit cu o folie noud si s-a incubat timp de 1 ord la 37°C.

5. S-au repetat operatiunile de spdlare de 5 ori.

6. S-au adaugat 90 microlitri de solutie de substrat in fiecarc godeu. Placuta s-a acoperit

cu o folic noua si s-a incubat timp de 15-30 de minute la 37°C. la intuneric.

7. S-au adaugat 50 microlitri de reactiv de stopare/godeu.

In cazul in care culoarc nu cste uniforma, se face omogenizarc pentru a asigura rcactia

completa.

8. S-a determinat densitatea opticd, folosind un cititor de micropléci setat la 450 nm.
Analiza prin ELISA a proteinei S100A9 a serului provenit de la pacientii cu

glioblastoame a relevat diferente semnificative intre lotul martor si cel al pacientilor.

astfel: nivelul seric de la pacientii cu glioblastom a variat intre 190.72 pg/ml. si 459.68

pg/ml.. cu o mcdie de 277,72 pg/ml. in comparatie cu nivelul seric de la lotul control

care a variat intre 96,413 pg/mL si 158.67 pg/mL. cu o medic de 124,25 pg/ml..
Aplicarca testului One—Way Anova a aratat difercnte scmnificative statistic

(p<0.01).
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REVENDICARI

Revendicare 1:

Un sct de biomarkeri proteici - S100A8, S100A9, CXCIl.4 si CXCL7 - cc
constituic un instrument de diagnostic pentru pacientii cu tumori ccrcbrale caracterizat
prin aceea ¢ cei 4 biomarkeri prezintd diferente statistice semnificative intre pacientii

cu tumori cerebrale si subiectii sandtosi.

Revendicare 2:

Utilizarea sctului de biomarkeri de la revendicarca 1. pentru diagnosticul
tumorilor cercbrale. unde numitii biomarkeri au valori scrice crescute sumultan la
pacientii cu tumori cerebrale in raport cu media valorilor serice a lotului control de

subiecti sdnatosi.

Revendicare 3:

O semnaturd proteicd determinatd prin SELDI-ToF (m/z =10836,09, 13153.66),
corespunzand proteinelor SI00AS8, CXCL4, S100A9 si CXCI.7, aplicatda ca metodad de
diagnostic al glioblastomului, diagnosticul de glioblastom stabilindu-se in cazul in carc

cei 4 biomarkeri sunt supraexprimati in serul pacicentilor de 1.4-2.5 ori.
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Tabel 1.
Nr. Masa (m/z) Valoare p ROC Expresia diferentiata
in glioblastom
1 8143.15 <0,001 0,747619 |
2 2948.,04 <0,005 0,673333 !
3 23466,27 <0,05 0,648571 7
4 6440,01 <0,05 0,648571 !
5 9192,84 <0,001 0,859048 7
6 3092.01 <0,001 0,859048 !
7 3892.55 <0,001 0,908571 !
8 10836.09 <0,001 0.811619 7
9 13153.66 <0,001 0.911429 7
10 15868.12 0.001 0.820524 1
11 28114.62 <(,001 0,809524 7
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Tabel 2.
'Proteini | Proteine - Scor Masi nl/;peptldﬁ i Secventa peptide
(Acronim) Descriere Proteina | exprimata
S100A8 HUMAN | Protein S100-A8 | 164 [ 10828 637.6 ALNSHDV YLK
0S=Homo 164 10828 | 711.64 LLETECPQYIR
sapiens 164 10828 | 119638 | ELDINTDGAVNIQI-I-
GN=S100A8 LILVIK
PE 1SV 1
S100A9 HUMAN | Protein S100-A9 | 287 | 13234 | 486.45 L TWASIHIEK
0S=Homo 287 13234 728,82 | LGHPDTLNQGII'K
sapiens 287 13234 808,63 | QLSFEEFIMLMAR
GN-"S100A9 287 1325’4””(872.’03 C IVIEITIMEDLDINADK
PE-1 SV=1 287__413234 904.41 NIETHNTITIQYSVR
PLF4 HUMAN | Platclet factor 4 | 170 | 10838 667.44 ICLDLQAPLYK
OS=Homo 170 10838 731.77 KICLDLOAPLYK
sapiens GN=PF4 [ 170 10838 | 789.7 AGPHCPTAQLIATIK
PE=<1 SV-2
CXCL7 HUMAN | Platelet basic 105 13885 863.03 | GKEESLDSDLYAFI.R
protein 254 13885 | 52922 ICL.DPDAPR
OS=Homo 254 | 13885 | 551.13 NIQSILEVIGK
sapiens 254 | 13885 592.95 CKICLDPDAPR
GN=PPBP PE=1 [254 | 13885 | 78548 \ GTHCNQVEVIA TR
JSVB \2’5‘4* 113885 86327 j(}KI{ICSI‘I)SI)I4Y/\I:I‘I<
L L , | i '
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