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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob réznicowego diagnozowania in vitro raka gruczotowego
ptuca (AC) wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca (SCC), sposoéb réznicowego diagnozowania
in vitro raka ptaskonabtonkowego ptuca (SCC) wzgledem raka gruczotowego ptuca (AC), diagno-
styczny panel biomarkeréow miRNA, zastosowanie diagnostycznego panelu biomarkerow miRNA
do réznicowego diagnozowania in vitro raka gruczotowego ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego
ptuca, zastosowanie diagnostycznego panelu biomarkeréw miRNA do réznicowego diagnozowania
in vitro raka ptaskonabtonkowego ptuca wzgledem raka gruczotowego ptuca, zastosowania panelu
biomarkeréw miRNA, jak rowniez zestaw do réznicowego diagnozowania in vitro raka gruczotowego
ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca i zestaw do réznicowego diagnozowania in vitro raka
ptaskonabtonkowego ptuca wzgledem raka gruczotowego ptuca.

Dziedzina wynalazku

Niniejszy wynalazek dotyczy ogdlnie molekularnej diagnostyki klinicznej, doktadniej molekular-
nej diagnostyki réznicowej podtypdw histopatologicznych niedrobnokomoérkowego raka ptuca (ang.
non small cell lung carcinoma, NSCLC), w szczegolnosci raka gruczotowego ptuca (ang. Adenocarci-
noma, AC) wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca (ang. Squamous cell carcinoma, SCC) poprzez
monitorowanie i analize ekspresji mikroRNA (okreslanych tu takze jako miRNA i miRnome) w proéb-
kach biologicznych.

Stan techniki

Rak ptuca jest gléwng przyczyng $mierci z powodu nowotworéw ztosliwych na catym swiecie.
Niedrobnokomorkowy rak ptuca jest jednym z najczestszych rodzajéw raka ptuca. Dwa giéwne jego
podtypy histopatologiczne stanowi rak gruczotowy ptuca i rak ptaskonabtonkowy ptuca. Czestos¢ wy-
stepowania raka gruczotowego oraz ptaskonabtonkowego siega 85-90%. Odpowiednie rozpoznanie
podtypu histopatologicznego raka ptuca pozwala na wdrozenie skutecznego sposobu leczenia i zatem
zwiekszenie korzysci terapeutycznych.

Znane sg sposoby diagnostyczne do stratyfikacji podtypéw niedrobnokomorkowego raka ptuca
oparte na konwencjonalnych badaniach histopatologicznych. Czesto jednak wyniki tego rodzaju badan sg
niejednoznaczne lub nie pozwalajg na wtasciwe rozpoznanie histologii nowotworu. Wtasciwe rozpoznanie
jest zas decydujace dla wdrozenia odpowiedniego leczenia oraz stanowi kluczowy element w procedurze
kwalifikacji pacjentow do terapii spersonalizowanych. Obecnie w przypadku, gdy za pomocg wspomnia-
nych badan histopatologicznych nie udaje sie potwierdzi¢ rozpoznania, czyli okresli¢ rodzaju guza na pod-
stawie badania mikroskopowego pobranych tkanek, czesto konieczne jest wykonanie zabiegu operacyjne-
go, aby w sposob ostateczny potwierdzi¢ rozpoznanie raka i zaplanowa¢ odpowiednie leczenie. Takie
zabiegi operacyjne sg obcigzajgce dla pacjenta i wigzg sie czesto z réznego rodzaju powiktaniami.

Znane sg takze oznaczenia diagnostyczne do diagnozowania réznicowego raka gruczotowego
ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca, ktére sg oparte na metodach molekularnych, to
znaczy analizie ekspresji kwasu nukleinowego jednego biomarkera (Lebanony D, Benjamin H,
Gilad S, i wsp. Diagnostic assay based on hsa-miR-205 expression distinguishes squamous from
nonsquamous non-small cell lung carcinoma. J Clin Oncol 2009; 27:2030-7, Bishop JA, Benjamin H,
Cholakh H, i wsp. Accurate classification of non-small cell lung carcinoma using a novel microRNA-
-based approach. Clin Cancer Res 2010; 16:610-19). Okazato sie jednak, ze wyniki uzyskane przy
zastosowaniu tego rodzaju oznaczen opartych na analizie ekspresji jednego biomarkera nie sg wy-
starczajgco jednoznaczne i nie pozwalajg na jednoznaczne rozrdéznienie pomiedzy rakiem gruczoto-
wym a rakiem ptaskonabtonkowym ptuca (Del Vescovo V, Cantaloni C, Cucino A, i wsp. miR-205
Expression levels in nonsmall cell lung cancer do not always distinguish adenocarcinomas from squ-
amous cell carcinomas. Am J Surg Pathol 2011; 35:268-75).

Zatem obecnie nie istniejg sposoby i srodki diagnostyczne oparte na molekularnym diagnozo-
waniu podtypu raka ptuca, ktére pozwalatyby na unikniecie niedogodnosci znanych ze stanu techniki.
Postep w diagnostyce molekularnej w tej dziedzinie jest wcigz niezadawalajacy.

Kroétki opis wynalazku

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest sposéb réznicowego diagnozowania in vitro raka gru-
czotowego ptuca (AC) wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca (SCC) u osobnika, polegajgcy
na tym, ze:

a) w prébce od osobnika oznacza sie ilosciowo poziom ekspresji dla diagnostycznego

panelu biomarkerow mIiRNA sktadajgcego sie z nastepujgcych miRNA: hsa_miR_326,
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hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287 5p, hsa_miR_556 5p, hsa miR_542 3p, hsa_miR_30b_5p,
hsa miR_4728 3p, hsa_miR_450a_1 3p, hsa miR_375, hsa_miR_147b, hsa_miR_7705,
hsa_miR_653 3p, hsa miR_944, hsa_miR_205 5p, hsa miR_205 3p, hsa miR_149 5p
i hsa_miR_6510 3p, i

b) identyfikuje sie sygnature miRNA osobnika poprzez poréwnanie ilosciowe poziomu ekspre-
sji oznaczonego dla panelu biomarkerow w prébce od osobnika wedtug a) z ekspresjg pa-
nelu biomarkerow w probce referencyjnej stanowigcej opracowang w sposoéb $cisle kontro-
lowany probke stanowigcg mieszanine roztworéw RNA (ang. pool) wyizolowanych z guzéw
AC i guzéw SCC w réwnych ilosciach;

przy czym poziom ekspresji biomarkerow obejmujgcych hsa miR 326, hsa_miR_450a_ 5p,
hsa_ miR_1287 5p, hsa_miR_556 5p, hsa miR_542 3p, hsa miR_30b_5p, hsa miR_4728 3p,
hsa miR_450a_1 3p, hsa_miR 375, hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p wyz-
szy niz we wspominanej prébce referencyjnej oraz poziom ekspresji biomarkeréw obejmujgcych
hsa miR_944, hsa miR_205 5p, hsa_miR_205 3p, hsa miR_149 5p i hsa miR_6510 3p
nizszy niz we wspominanej probce referencyjnej wskazuja, ze osobnik cierpi na raka gruczoto-
wego ptuca, a nie na raka ptaskonabtonkowego ptuca.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto sposéb réznicowego diagnozowania in vitro raka
ptaskonabtonkowego ptuca (SCC) wzgledem raka gruczotowego ptuca (AC) u osobnika, polegajacy
na tym, ze:

a) w prébce od osobnika oznacza sie ilosciowo poziom ekspresji dla diagnostycznego
panelu biomarkeréw mIiRNA sktadajgcego sie z nastepujacych miRNA: hsa_miR 326,
hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287 5p, hsa_miR_556 5p, hsa miR_542 3p, hsa_miR_30b_5p,
hsa miR_4728 3p, hsa_miR_450a_1 3p, hsa miR_375, hsa_miR_147b, hsa_miR_7705,
hsa_miR_653 3p, hsa miR_944, hsa_miR_205 5p, hsa miR_205 3p, hsa miR_149 5p
i hsa_miR_6510 3p, i

b) identyfikuje sie sygnature miRNA osobnika poprzez poréwnanie ilosciowe poziomu ekspre-
sji oznaczonego dla panelu biomarkerow w prébce od osobnika wedtug a) z ekspresjg pa-
nelu biomarkeréw w prébce referencyjnej stanowigcej mieszanine RNA wyizolowanych
z guzéw AC i guzéw SCC w réwnych ilosciach;

przy czym poziom ekspresji biomarkerow obejmujgcych hsa_miR 326, hsa_miR 450a_5p,
hsa_ miR_1287 5p, hsa_miR_556 5p, hsa miR_542 3p, hsa miR_30b_5p, hsa miR_4728 3p,
hsa miR_450a_1 3p, hsa_miR_375, hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p nizszy
niz we wspominanej prébce referencyjnej oraz poziom ekspresji biomarkeréw obejmujgcych
hsa miR_944, hsa miR_205 5p, hsa_miR_205 3p, hsa miR_149 5p i hsa miR_6510 3p
wyzszy niz we wspominanej probce referencyjnej wskazuja, ze osobnik cierpi na raka ptasko-
nabtonkowego ptuca, a nie na raka gruczotowego ptuca.

Korzystnie w sposobach réznicowego diagnozowania in vitro wedtug wynalazku jako prébke
od osobnika stosuje sie probke wybrang z grupy obejmujgcej $wiezg mrozong tkanke pobrang
od pacjenta i tkanke utrwalong w formalinie i zabezpieczong parafing. Korzystniej probke stanowi
Swieza mrozona probka tkanki guza nowotworowego ptuca. Korzystniej probke stanowi prébka tkanki
guza nowotworowego ptuca utrwalona w formalinie i zabezpieczona parafing.

W sposobach wedlug wynalazku prébka pochodzi od osobnika, ktéorym to osobnikiem jest ko-
rzystnie cztowiek.

Korzystnie w sposobach réznicowego diagnozowania in vitro wedtug wynalazku poziom eks-
presji panelu biomarkerow miRNA oznacza sie metodg wybrang sposréod sekwencjonowania nowej
generacji, hybrydyzacji, RT-PCR lub mikromacierzy.

Korzystniej w sposobach réznicowego diagnozowania in vitro wedtug wynalazku poziom eks-
presji panelu biomarkerow miRNA oznacza sie metodg sekwencjonowania nowej generacji.

Korzystnie w sposobach réznicowego diagnozowania in vitro wedtug wynalazku identyfikacje
sygnatury miRNA przeprowadza sie metodami statystycznymi lub bioinformatycznymi.

Korzystniej w sposobach wedtug wynalazku identyfikacje sygnatury miRNA przeprowadza sie
metodami bioinformatycznymi, w szczegolnosci poprzez normalizacje danych, transformacje i kontrole
dystrybucji, analize réznicowg abundancji i regresje typu LASSO/elastycznej sieci oraz korelacje
abundancji, jeszcze korzystniej poprzez normalizacje danych uzyskanych metodg NGS, transformacje
i kontrole dystrybuciji, analize réznicowa abundancji i regresje typu LASSO/elastycznej sieci oraz kore-
lacje abundanciji.
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Przedmiotem wynalazku jest ponadto diagnostyczny panel biomarkeréw miRNA skfadajgcy sie
z nastepujgcych miRNA: hsa miR_326, hsa_miR_450a_5p, hsa miR_1287 5p, hsa_miR_556 5p,
hsa miR 542 3p, hsa miR_30b 5p, hsa miR 4728 3p, hsa miR 450a 1 3p, hsa miR_375,
hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa._miR_653 3p, hsa_ miR_944, hsa_miR_205 5p, hsa_miR_205 3p,
hsa miR_149 5pihsa_miR_6510_ 3p.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez zastosowanie panelu biomarkeréw miRNA skfadajgcego
sie z nastepujgcych miRNA: hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287_5p, hsa_miR_556_5p,
hsa miR 542 3p, hsa miR_30b 5p, hsa miR 4728 3p, hsa miR 450a 1 3p, hsa miR_375,
hsa_miR_147h, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p, hsa_ miR_944, hsa_miR_205 5p, hsa_miR_205 3p,
hsa_miR_149 5p i hsa_miR_6510_3p do réznicowego diagnozowania in vitro raka gruczotowego
ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca u osobnika,

przy czym poziom ekspresji biomarkerédw obejmujgcych hsa miR 326, hsa_miR_450a_5p,
hsa_miR_1287 5p, hsa miR 556 5p, hsa miR_542 3p, hsa miR _30b _5p, hsa miR_4728 3p,
hsa_miR_450a_1 3p, hsa_miR_375, hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p wyzszy niz we
wspomnianej probce referencyjnej oraz poziom ekspresiji biomarkeréw obejmujgcych hsa_miR_944,
hsa_miR_205_5p, hsa_miR_205_3p, hsa_miR_149 5p i hsa_miR_6510_3p nizszy niz we wspominanej
prébce referencyjnej wskazujg tgcznie, ze osobnik cierpi na raka gruczotowego ptuca.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez zastosowanie panelu biomarkeréw miRNA skfadajgcego
sie z nastepujgcych miRNA: hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287_5p, hsa_miR_556_5p,
hsa miR 542 3p, hsa miR_30b 5p, hsa miR 4728 3p, hsa miR 450a 1 3p, hsa miR_375,
hsa_miR_147h, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p, hsa miR_944, hsa miR_205 5p, hsa_miR_205 3p,
hsa_miR_149 5p i hsa_miR 6510 3p do réznicowego diagnozowania in vitro raka ptaskonabtonko-
wego ptuca wzgledem raka gruczotowego ptuca u osobnika,

przy czym poziom ekspresji biomarkeréw obejmujgcych hsa miR 326, hsa_miR_450a_5p,
hsa_miR_1287 5p, hsa miR 556 5p, hsa miR_542 3p, hsa miR_30b _5p, hsa miR_4728 3p,
hsa_miR_450a_1 3p, hsa_miR_375, hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653_3p nizszy niz we
wspomnianej probce referencyjnej oraz poziom ekspresiji biomarkeréw obejmujgcych hsa_miR_944,
hsa_miR_205 5p, hsa_ miR_205 3p, hsa_miR_149 5p i hsa_miR_6510_ 3p wyzszy niz we wspomina-
nej probce referencyjnej wskazujg tacznie, ze osobnik cierpi na raka ptaskonabtonkowego ptuca.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie diagnostycznego panelu biomarkerow miRNA
jak zdefiniowano powyzej do réznicowego diagnozowania raka gruczotowego ptuca wzgledem raka
ptaskonabtonkowego ptuca.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez zastosowanie diagnostycznego panelu biomarkerow
miRNA jak zdefiniowano powyzej do réznicowego diagnozowania raka ptaskonabtonkowego ptuca
wzgledem raka gruczotowego ptuca.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto zestaw do réznicowego diagnozowania in vitro raka gru-
czotowego ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca, charakteryzujgcy sie tym, ze zawiera
srodki do ilosciowego oznaczania poziomu ekspresji diagnostycznego panelu biomarkerow miRNA
sktadajgcego sie z nastepujgcych miRNA: hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287_5p,
hsa miR_556 5p, hsa miR_542 3p, hsa miR_30b_5p, hsa _miR_4728 3p, hsa miR_450a_1 3p,
hsa_miR_375, hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p, hsa_miR_944, hsa_miR_205_ 5p,
hsa_miR_205 3p, hsa_miR_149 5p i hsa_miR_6510_3p metodg sekwencjonowania nastepnej gene-
racji oraz instrukcje do przeprowadzenia sposobu réznicowego diagnozowania in vitro raka gruczoto-
wego ptuca jak zdefiniowano powyze;.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto zestaw do réznicowego diagnozowania in vitro raka pta-
skonabtonkowego ptuca wzgledem raka gruczotowego ptuca, charakteryzujgcy sie tym, ze zawiera
srodki do ilosciowego oznaczania poziomu ekspresji diagnostycznego panelu biomarkerow miRNA
sktadajgcego sie z nastepujgcych miRNA: hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287 5p,
hsa_miR_556 5p, hsa miR_542 3p, hsa miR_30b_5p, hsa_miR_4728 3p, hsa miR_450a_1 3p,
hsa_miR_375, hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p, hsa_miR_944, hsa_miR_205_ 5p,
hsa_miR_205 3p, hsa_miR_149 5p i hsa_miR_6510_3p metodg sekwencjonowania nastepnej gene-
racji oraz instrukcje do przeprowadzenia sposobu réznicowego diagnozowania in vitro raka ptaskona-
btonkowego ptuca jak zdefiniowano powyzej.

Szczegotowy opis wynalazku

Wynalazki wedtug zatgczonych zastrzezen patentowych sg uzyteczne do oznaczania i diagno-
zowania roznicowego in vitro dwoch gtéwnych postaci histopatologicznych niedrobnokomérkowego
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raka ptuca, mianowicie raka nieptaskonabtonkowego, w szczegdlnosci raka gruczotowego, i raka pta-
skonabtonkowego. Sposoby wedlug wynalazku obejmujg izolacje RNA z prébki pobranej od pacjenta
i analize ilosciowg poziomu ekspresji dla diagnostycznego panelu wybranych biomarkerow miRNA
w tej prébce. Podwyzszona ekspresja wskazanych powyzej biomarkeréw i obnizona ekspresja innych
wskazanych powyzej biomarkeréw w poréwnaniu do wspomnianej wczesniej prébki referencyjnej sta-
nowigcej mieszanine roztworéw RNA wyizolowanych z guzéw AC i SCC w rownych ilosciach wskazu-
je na dany podtyp raka ptuca. Dokfadniej, ocena ilosciowa ekspresji wskazanych biomarkerow miRNA
pozwala na okreslenie tkankowo-specyficznego profilu ekspresyjnego wyselekcjonowanych czgste-
czek miRNA, czyli tak zwanej sygnatury miRNA lub sygnatury réznicowej ekspresji miRNA, i precyzyj-
ne rozréznienie pomiedzy podtypem raka gruczotowego ptuca (AC) i raka ptaskonabtonkowego ptuca
(SCCQC). Identyfikacja profilu ekspresyjnego wskazanych biomarkeréw, czyli sygnatury miRNA, pozwala
na uzyskanie kompletnej klasyfikacji raka ptuca i wdrozenie odpowiedniego sposobu leczenia. W spo-
sobach wedtug wynalazku jako probke od pacjenta mozna stosowac korzystnie swiezg mrozong tkan-
ke albo tkanke w postaci utrwalonej w formalinie i zabezpieczonej do kostki parafinowej w formie
tzw. cytobloku. Prébki do zastosowania w sposobach wedtug wynalazku mogg pochodzi¢ z materiatu
pobranego podczas zabiegu chirurgicznego lub podczas biopsji.

Sposoby wedtug wynalazku zapewniajg srodki do iloSciowego oznaczania i/lub monitorowania
ekspresji diagnostycznego panelu biomarkeréw na poziomie kwasu nukleinowego. llosciowe ozna-
czanie ekspresiji diagnostycznego panelu biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku mozna przeprowa-
dzi¢ dowolnym sposobem ilosciowej oceny ekspresji znanym w dziedzinie, korzystnie za pomocg
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS). Technologia NGS wykorzystana do oceny profilu
miRnomowego, czyli poziomu ekspresji miRNA guza umozliwia precyzyjng ocene pozioméw ekspresji
wielu czgsteczek miRNA w wielu préobkach materiatu biologicznego jednoczesnie. Przyspiesza to ana-
lize wielu prébek w tym samym czasie, jak réwniez obniza koszty jednostkowej analizy, co ma istotne
znaczenie w diagnostyce klinicznej. Do analizy ilosciowej poziomu ekspresji miRNA mozliwe jest takze
wykorzystanie metody RT-PCR, hybrydyzacji lub mikromacierzy, itp. Dzieki identyfikacji sygnatury
miRNA osobnika poprzez poréwnanie ilosciowe poziomu ekspresji oznaczonego dla panelu biomarke-
réw w probce od osobnika z ekspresjg panelu biomarkeréw we wspomnianej powyzej prébce referen-
cyjnej mozliwe jest uzyskanie diagnozowania réznicujgcego raka gruczotowego ptuca wzgledem raka
ptaskonabtonkowego ptuca. Identyfikacje sygnatury miRNA poprzez poréwnanie ilosciowe poziomu
ekspresji dla panelu biomarkeréw w prébce od osobnika mozna przeprowadzi¢ w dowolny sposob
znany w dziedzinie, takimi jak metody statystyczne lub bioinformatyczne. Szczegdlnie korzystnie
zgodnie z wynalazkiem przeprowadza sie oznaczanie poziomu ekspresji miRNA metodg NGS, a na-
stepnie identyfikuje sie sygnature miRNA metodami bioinformatycznymi jak wspomniano powyzej.

Diagnostyczny panel biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku stanowi wyselekcjonowany zestaw
miRNA. Takie miRNA z diagnostycznego panelu biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku ulegajg selek-
tywnej ekspresji na poziomie wyzszym lub nizszym w okreslonych podtypach histopatologicznych raka
pluca w poréwnaniu do wspomnianej wczesniej probki referencyjnej, to znaczy w rakach nieptaskonabton-
kowych, jak rak gruczotowy (AC), i w rakach ptaskonabtonkowych (SCC). Diagnostyczny panel biomarke-
réow miRNA wedlug wynalazku sktada sie z nastepujgcych miRNA: hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p,
hsa miR_1287 5p, hsa miR_556 5p, hsa miR_542 3p, hsa miR_30b 5p, hsa miR_4728 3p,
hsa_ miR_450a_1 3p, hsa_miR_375, hsa_ miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p, hsa_miR_944,
hsa_miR_205 5p, hsa_ miR_205 3p, hsa._ miR_149 5pihsa_miR_6510 3p.

Przyktadowo, zastosowanie panelu biomarkerow miRNA jak opisano powyzej pozwala na iden-
tyfikacje sygnatury miRNA, ktéra réznicuje raki gruczotowe i raki ptaskonabtonkowe ptuca. Doktadniej
zgodnie z wynalazkiem zidentyfikowano panel biomarkeréw miRNA, ktére w przypadku raka gruczo-
towego ptuca wzgledem raka ptaskonablonkowego ptuca ulegajg specyficznej nadekspresji, to znaczy
ktérych poziom ekspresiji jest wyzszy niz w prébce referencyjnej, jak i biomarkeréw, ktére ulegajg spe-
cyficznej obnizonej ekspresiji, to znaczy ktérych poziom ekspresiji jest nizszy niz w prébce referencyj-
nej. Pozwala to na zastosowanie takiego panelu w réznicowej diagnozie in vitro raka gruczotowego
ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca, jak rowniez w réznicowej diagnozie in vitro raka
ptaskonabtonkowego ptuca wzgledem raka gruczotowego ptuca.

Zgodnie z wynalazkiem prébke korzystnie stanowi $wieza mrozona prébka tkanki guza nowo-
tworowego ptuca lub probka tkanki guza nowotworowego ptuca utrwalona w formalinie i zabezpieczo-
na parafing. Takie probki mogg korzystnie pochodzi¢ z materiatu pobranego podczas zabiegu chirur-
gicznego lub podczas biopsji.
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Probka referencyjng, wzgledem ktodrej dokonuje sie poréwnania ilosciowego ekspresji panelu bio-
markerow miRNA wedtug wynalazku, jest korzystnie opracowana w sposéb scisle kontrolowany prébka
stanowigca mieszanine roztworow RNA wyizolowanych z guzéw AC i guzéw SCC w réwnych ilosciach.

Zgodnie z wynalazkiem nastepujgce biomarkery miRNA ulegajg specyficznej réznicowe;j
nadekspresji w raku gruczotowym ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca:
hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p, hsa miR_1287 5p, hsa _miR_556 5p, hsa_miR_542 3p,
hsa_miR_30b_5p, hsa miR_4728 3p, hsa _miR_450a 1 3p, hsa miR_375, hsa_miR_147b,
hsa_miR_7705, hsa_miR_653_3p.

Nastepujace biomarkery miRNA ulegajg natomiast zgodnie z wynalazkiem specyficznej rézni-
cowej obnizonej ekspresji w raku gruczotowym ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca:
hsa_miR_944, hsa_miR_205 5p, hsa_miR_205 3p, hsa_miR_149 5pihsa miR_6510_ 3p.

Innymi stowy oznacza to, ze nastepujace miRNA ulegajg specyficznej réznicowej obnizonej
ekspresji w raku ptaskonabtonkowym ptuca wzgledem raka gruczotowego ptuca: hsa_miR_326,
hsa_miR_450a_5p, hsa miR_1287 5p, hsa miR_556 5p, hsa miR_542 3p, hsa miR_30b_5p,
hsa miR_4728 3p, hsa miR _450a_1 3p, hsa_miR 375, hsa miR_147b, hsa miR_7705,
hsa_miR_653_3p, za$ nastepujgce miRNA ulegajg specyficznej roznicowej nadekspresji w raku pta-
skonabtonkowym ptuca wzgledem raka gruczotowego ptuca: hsa_miR_ 944, hsa_miR_205 5p,
hsa_miR_205 3p, hsa_miR_149 5pihsa_miR_6510 3p.

Pozwala to zatem na przeprowadzenie réznicowego diagnozowania raka ptaskonabtonkowe-
go ptuca (SCC) wzgledem raka gruczotowego ptuca (AC), gdyz nastepujace biomarkery miRNA ulega-
ja specyficznej réznicowej obnizonej ekspresji w raku ptaskonabtonkowym ptuca wzgledem raka
gruczotowego ptuca: hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287_5p, hsa_miR_556_5p,
hsa miR_542 3p, hsa_miR_30b 5p, hsa miR_4728 3p, hsa miR_450a_1 3p, hsa_miR_375,
hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653_3p, za$ nastepujgce biomarkery miRNA ulegajg spe-
cyficznej réznicowej nadekspresji w raku ptaskonabtonkowym piluca wzgledem raka gruczotowego
ptuca: hsa_miR 944, hsa_miR_205 5p, hsa_miR_205 3p, hsa_miR_149 5pihsa_miR_6510 3p.

llosciowe oznaczenie ekspresji panelu biomarkeréw opisanych powyzej pozwala na identyfika-
cje sygnatury miRNA, ktéra wiarygodnie, jednoznacznie i powtarzalnie réznicuje raki gruczotowe i raki
ptaskonabtonkowe ptuca.

Tworcy wynalazku przeprowadzili badanie kliniczne, do ktérego wtgczono chorych ze zdiagno-
zowanym rakiem gruczotowym piuca (AC) i ptaskonabtonkowym rakiem ptuca (SCC). Po poddaniu
ocenie ilosciowej panelu wyselekcjonowanych biomarkeréw miRNA u kazdego podmiotu, wykazali
oni, ze u podmiotéw z AC wystepuje statystycznie istotna réznica w ekspresji wyselekcjonowanego
panelu biomarkeréw miRNA w poréwnaniu z podmiotami z SCC przy zatozeniu, ze kazda analizowana
prébka byta poréwnywana do wspomnianej wczesniej probki referencyjnej. Prébka referencyjna na-
zywana rowniez kontrolg referencyjng stuzy do normalizacji pozioméw ekspresji miRNA w catej grupie
probek badanych, umozliwiajgc miarodajnos¢ pomiarow miRNA w kazdej prébce niezaleznie od histo-
logii nowotworu. W tym uktadzie poréwnawczym na poczatku nastepowato poréwnanie pomiarow
poszczegolnych miRNA dla kazdej prébki wzgledem pomiaréw tych samych miRNA w prébce referen-
cyjnej. Nastepnie rdéznice w ekspresji pomiedzy poszczegdlnymi probkami badanymi a probkg refe-
rencyjng zostaty poréwnane pomiedzy grupami w ujeciu AC vs SCC. Wyniki badania wykazaty, ze
wsrod zidentyfikowanych miRNA, poziom ekspresji dwunastu miRNA byt wyzszy (regulacja w gore)
w przypadku osobnikéw z AC niz w przypadku osobnikéw z SCC, za$ w przypadku pieciu innych
MiRNA poziom ekspres;ji byt nizszy (regulacja w dot) w przypadku AC niz w przypadku SCC (zobacz
Tabela 4). Nie jest kluczowe o ile poziom ekspresji jest wyzszy lub nizszy niz w prébce referencyjnej,
gdyz decydujgce znaczenie ma w tym przypadku kierunek zmiany ekspresji (regulacja w gore lub
regulacja w dot) wzgledem prébki referencyjnej. Na podstawie tych wynikow nieoczekiwanie stwier-
dzono, ze przeprowadzenie analizy réznicowej na panelu wielu biomarkerow miRNA umozliwia uzy-
skanie wiarygodnej sygnatury miRNA pozwalajgcej na wiarygodne i jednoznaczne réznicowe diagno-
zowanie in vitro raka gruczotowego ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca, jak réwniez
réznicowe diagnozowanie raka ptaskonabtonkowego wzgledem raka gruczotowego ptuca.

W Kkorzystnych przyktadach wykonania wynalazku oznaczenie iloSciowe ekspresji dla panelu
biomarkeréw miRNA przeprowadza sie z zastosowaniem sekwencjonowania nastepnej generacji.
Ponizej przedstawiono korzystne sposoby realizacji takiego sekwencjonowania. Nalezy jednak rozu-
miec, ze ponizszy korzystny sposéb realizacji nie ma w zaden sposdb ograniczy¢ zakresu wynalazku
okredlonego w zatgczonych zastrzezeniach patentowych.
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I. Metodologia pomiaréw analitycznych
1. Material dedykowany do przeprowadzenia analiz molekularnych zgodnie z wynalaz-
kiem to albo:

e Swieza tkanka pobrana podczas zabiegu operacyjnego z powodu NSCLC zabezpieczo-
na w warunkach niskotemperaturowych (min. -80°C) (FF) lub utrwalona w formalinie
i zabezpieczona do kostki parafinowej (FFPE); albo

e Swieza tkanka pobrana za pomocg technik biopsyjnych zabezpieczona w warunkach ni-
skotemperaturowych (min. -80°C) lub utrwalona w formalinie i zabezpieczona do kostki
parafinowej (FFPE) w formie tzw. cytobloku (ang. cytoblock).

2. Weryfikacja histopatologiczna

Do weryfikacji histopatologicznej stosuje sie preparaty histopatologiczne stuzgce do oceny ilosci
komorek nowotworowych w materiale wykonane za pomocg klasycznych technik histopatologicznych,
takich jak przygotowanie skrawkoéw parafinowych lub skrawkéw mrozeniowych za pomocg kriostatu,
barwienie H&E.

Ponadto doswiadczony patolog przeprowadza ocene odsetka komorek rakowych w preparacie.

Wymagana minimalna ilos¢ komoérek nowotworowych w prébie biologicznej wynosi 50%.

3. lzolacja RNA z materiatu tkankowego

Nastepnie przeprowadza sie izolacje catkowitego RNA z probki od osobnika badanego z zasto-
sowaniem komercyjnego, w petni zoptymalizowanego zestawu do izolacji catkowitego RNA wraz
z frakcjg matego RNA (ang. smallRNA) dedykowanego do $wiezego materiatu tkankowego lub mate-
riatu typu FFPE.

Wydajnos¢ procesu ekstrakcji RNA monitoruje sie przy pomocy tzw. kontroli egzogennej, sta-
nowigcej mieszanine syntetycznych 5’ ufosforylowanych czgsteczek miRNA o réznych stezeniach.

4. Ocena jakosciowa i ilosciowa roztworéw RNA

W nastepnej kolejnosci przeprowadza sie nastepujgce oceny jakosciowe i ilosciowe:

e ocene czystosci roztworéw za pomocg metody spektrofotometrycznej UV/VIS;

e ocene ilosciowg RNA za pomocg metody spektrofotometrycznej UV/VIS oraz techniki
fluorymetrycznej;

e ocene jakosciowg RNA w kontekscie stopnia integralnosci czgsteczek RNA za po-
mocg techniki elektroforezy mikrokapilarnej: przy czym minimalna wymagana war-
tos¢ wspotczynnika RIN (ang. RNA Integrity Number) dla roztworu RNA wyekstraho-
wanego ze swiezego materiatu wynosi 6,0, zas wartos¢ wspotczynnika RIN dla izola-
tow RNA pochodzacych z materiatu typu FFPE nie jest brana pod uwage, gdyz
w tym przypadku wymagania dotyczg stwierdzenia obecnosci frakcji matego RNA
w elektroforegramie.

5. Preparatyka bibliotek cDNA do sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)

Nastepnie przygotowuije sie biblioteki cDNA z zastosowaniem komercyjnego, w petni zoptymali-
zowanego zestawu do przygotowania bibliotek cDNA na matrycy czgsteczek smallRNA, bazujgcego
na technice amplifikacji, kompatybilnego z technologig lllumina.

6. Ocena jakosciowa bibliotek cDNA

Ocene struktury i rozktadu poszczegoélnych frakcji biblioteki cDNA odpowiadajgcych poszcze-
golnym frakcjom czgsteczek mieszczacych sie we frakcji matego RNA przeprowadza sie za pomocg
techniki elektroforezy mikrokapilarnej.

7. Frakcjonowanie bibliotek

Selekcje produktéw cDNA o odpowiedniej wielkosci (ang. size selection) odpowiadajgcych frak-
cji miRNA przeprowadza sie za pomocg techniki elektroforetycznej w zelu agarozowym.

8. Ocena ilosciowa bibliotek cDNA po frakcjonowaniu

Po frakcjonowaniu przeprowadza sie ocene stezenia bibliotek cDNA z zastosowaniem techniki
ampliflkaciji.

9. Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)

Nastepnie przeprowadza sie sekwencjonowanie nastepnej generacji na aparacie HiSeq 4000
lllumina.

Uzyskane dane pozwalajg na identyfikacje sygnatury miRNA réznicujgcej raka gruczotowego
ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca.

Zgodnie z wynalazkiem takg identyfikacje przeprowadza sie korzystnie metodami statystyczny-
mi jak wiadomo w dziedzinie, lub bioinformatycznymi. Ponizej przedstawiono przyktadowe i korzystne
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sposoby realizacji metod bioinformatycznych. Nalezy jednak rozumie¢, ze ponizszy korzystny sposob
realizacji z zastosowaniem metod bioinformatycznych nie ma w zaden sposéb ograniczy¢ zakresu
wynalazku okreslonego w zatgczonych zastrzezeniach patentowych.
Il. Metodologia bioinformatyczna
Analiza i identyfikacja sygnatury réznicowej ekspresji miRNA obejmuje kilka etapéw. Pierwszym
krokiem jest dopasowanie odfiltrowanych sekwencji odczytu do genomu referencyjnego przy uzyciu
parametréw specyficznych dla miRNA, a nastepnie zliczenie liczby odczytow dla kazdego miRNA.
Genomem referencyjnym jest genom gatunku, do kiérego nalezy osobnik, ktérego probka jest bada-
na. W przypadku gdy takim osobnikiem jest cztowiek, genomem referencyjnym jest genom Homo
sapiens. Jako$¢ mapowania i relacji pomiedzy probkami jest badana przy uzyciu réznych metod
i technik wizualizacji. Jezeli wykryte zostang prébki o niskiej jakosci lub wartosci odstajgce, powinny
by¢ one na tym etapie wylaczone z dalszej analizy. Dane sg réwniez normalizowane w oparciu o bi-
blioteke i dtugosci miRNA w celu zmniejszenia zaktdcen systematycznych powodowanych przez zré-
dta niebiologiczne oraz w celu poprawy poréwnywalnosci probek. Na Fig. 14 przedstawiono korzystne
etapy identyfikacji sygnatury miRNA metodami bioinformatycznymi zgodnie z niniejszym wynalazkiem
dla zestawu danych uzyskanych z analizy ilosciowej ekspresji panelu biomarkerow miRNA, korzystnie
z sekwencjonowania miRNA.
Wszystkie analizy powinny by¢ wykonane przy uzyciu obliczeniowych pakietow statystycznych
R language (np. modut Bioconductor zwigzany z R language).
1. Dane surowe
Odczyty nalezy pozyskac z aparatu do sekwencjonowania nastepnej generacji (np. HiSeq 4000
(lllumina)), np. w oparciu o metode zliczania zasad przy uzyciu producenckiego oprogramowania de-
dykowanego do tego celu.
2. Mapowanie
Odczyty nalezy dostosowa¢ do genomu referencyjnego, korzystnie w wersji STAR 2.5.1b, sto-
sujgc tryb wyréwnania 2-przebiegowego. Genom referencyjny to genom gatunku, z ktérego pochodzi
prébka od osobnika do badania, jak wyjasniono powyzej.
3. Liczenie i normalizacja
Po dostosowaniu do genomu referencyjnego, odczyty nalezy powigzac¢ ze znanymi miRNA i po-
liczy¢ liczbe odczytdow dostosowanych w obrebie kazdego miRNA. Dane powinny by¢ nastepnie
znormalizowane w celu usuniecia zmiennosci miedzy prébkami spowodowanej przyczynami niebiolo-
gicznymi oraz w celu zapewnienia poréwnywalnosci wartosci w zestawie probek. Odczyty nalezy nor-
malizowagé, np. przy uzyciu metody TMM. Do testéw statystycznych dane poddaje sie dalszej trans-
formac;ji logarytmicznej, np. przy uzyciu metody voom.
4. Kontrola jakosci
Kontrole jakosci nalezy przeprowadzi¢ w celu wykazania korelacji miedzy replikatami. Mozna jg
wykonaé za pomocg nastepujgcych metod:
e wizualizacja rozktadu wartosci ekspresji miRNA w zestawie prébek;
e obliczenie wartosci minimalnej, mediany, wartosci Sredniej i maksymalnej ekspres;ji
miRNA znormalizowanych prébek;
e obliczenie wartosci korelacji pomiedzy probkami;
e hierarchiczne grupowanie préobek wedtug ich ogdlnego podobienhstwa;
e relacje badanych probek za pomocg analizy gtéwnych sktadnikdw (PCA).
5. Testowanie statystyczne i filtrowanie danych
Po wszystkich etapach wstepnego przetwarzania (preprocessingu) przeprowadza sie testy sta-
tystyczne miedzy porownywanymi grupami probek (AC wzgledem SCC) przy zatozeniu zastosowania
prébki referencyjnej stanowigcej opracowang w sposoéb scisle kontrolowany prébke stanowigcg mie-
szanine roztworéw RNA wyizolowanych z guzéw AC i guzéw SCC w réwnych ilosciach, do ktérej na-
lezy odnies¢ wszystkie prébki badane. Wyniki testow statystycznych sg nastepnie poddawane kolej-
nym etapom, tzw. filtrowania czgsteczek miRNA o zréznicowanej ekspresji. Filtrowanie opiera sie
na istotnosci statystycznej i wielkosci réznicy w $rednich poziomach ekspresji miedzy grupami probek.
Krotnosci zmian ekspresji miRNA oraz skorygowane wartosci p, ktére sg obliczane za pomocg testéw
statystycznych, sg stosowane jako kryteria filtrowania. Wszystkie pomiary miRNA s3 filtrowane w celu
identyfikacji tych czgsteczek, ktére wykazujg najsilniejsze dowody na zréznicowang ekspresje pomie-
dzy poréwnywanymi grupami.
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Zmiana krotnosci (FC) opisuje wielko$¢ réznicy w ekspresji miRNA miedzy poréwnywanymi
grupami. Analiza opiera sie na procesie modelowania liniowego przeprowadzonego za pomocg pakie-
tu Limma.

Warto$¢ p opisuje wiarygodnosé zmiany wartosci ekspresji miRNA miedzy poréwnywanymi
grupami. W tej analizie wartosci p, zastosowane do filtrowania, sg tzw. zmodyfikowanymi wartosciami
p t-testu lub FDR (spodziewany odsetek wynikéw fatszywie dodatnich).

6. ldentyfikacja sygnatury miRNA

Proces identyfikacji sygnatury ekspresyjnej na podstawie danych z sekwencjonowania miRNA
obejmuje nastepujace etapy:

¢ Normalizacji Danych, Transformacji oraz Kontroli Dystrybuciji;
e Analizy Réznicowej Abundancji oraz Regresji LASSO/Elastic-Net;
e Korelacji Abundancji.

7. Ocena przydatnosci diagnostycznej sygnatury miRNA

Nastepnie przeprowadza sie ocene przydatnosci diagnostycznej zidentyfikowanych sygnatur miRNA
poprzez wygenerowanie krzywej ROC (ang. receiver operating characteristic curve), wykreslajgc prawdzi-
wie dodatnie wartosci (TPR) wzgledem fatszywie dodatnich wartosci (FPR) przy réznych ustawieniach
progowych. Krzywe ROC mozna generowac z wykorzystaniem pakietu MetaseqR Biocundoctur.

Uzyskana zgodnie z wynalazkiem sygnatura miRNA osobnika dla wskazanego powyzej panelu
biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku pozwala na rdéznicowg diagnoze raka gruczotowego ptuca
wzgledem raka ptaskonabtonkowego piuca, gdy oznaczony poziom ekspresji nastepujgcych
biomarkeréw miRNA: hsa_miR_326, hsa_miR _450a_5p, hsa_miR_1287 5p, hsa_miR 556 5p,
hsa miR_542 3p, hsa_miR_30b 5p, hsa miR_4728 3p, hsa miR_450a_1 3p, hsa _miR_375,
hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p w probce od pacjenta badanego jest wyzszy niz
we wspominanej prébce referencyjnej, zas poziom ekspresji nastepujgcych biomarkerow miRNA:
hsa_miR 944, hsa_miR_205 5p, hsa_miR_205 3p, hsa_miR_149 5p i hsa_miR_6510_3p w prébce
od pacjenta badanego jest nizszy niz we wspominanej probce referencyjnej.

Niniejszy wynalazek zostanie teraz zilustrowany w ponizszym przyktadzie oraz figurach, ktore
jednak nie majg na celu ograniczenia w zaden sposob zakresu wynalazku zdefiniowanego w zastrze-
zeniach patentowych.

Krotki opis figur

Fig. 1 przedstawia rozktad dtugosci odczytéw sekwencji dla analizowanych probek.

Fig. 2 przedstawia krzywg opisujgcg czesé rozktadu wartosci ekspresji miRNA analizowanych
probek.

Fig. 3 przedstawia wykres ramkowy dla wartosci ekspresji miRNA po normalizacji.

Fig. 4 przedstawia wykres korelacji wg Spearmana pokazujgcy poziom korelacji pomiedzy ana-
lizowanymi probkami.

Fig. 5 przedstawia dendrogram pokazujgcy wyniki analizy skupien wszystkich analizowanych prébek.

Fig. 6 przedstawia wyniki analizy PCA dla analizowanych prébek.

Fig. 7 przedstawia wykres typu ,Volcano” dla poréwnania AC i SCC.

Fig. 8 przedstawia wykres typu ,MDA” dla poréwnania AC i SCC.

Fig. 9 przedstawia wykres typu ,PCA” dla poréwnania AC i SCC.

Fig. 10 przedstawia wyniki analizy regresji LASSO dla danych testowych.

Fig. 11 przedstawia wyniki analizy regresji LASSO dla walidacji krzyzowe;.

Fig. 12 przedstawia typu Heatmapy pokazujgcy sygnature ekspresyjng miRNA do stratyfikaciji
AC i SCC.

Fig. 13 przedstawia analize krzywej ROC dla zidentyfikowanej sygnatury miRNA, réznicujacej
raki gruczotowe i ptaskonabtonkowe ptuca.

Fig. 14 przedstawia przebieg analizy poziomu ekspresji metodami bioinformatycznymi dla ze-
stawu danych z sekwencjonowania miRNA.

Przyktady

Wszystkie opisane ponizej procedury i analizy doswiadczalne przeprowadzono z zastosowa-
niem standardowych, powszechnie znanych metod stosowanych w dziedzinie, do ktérej nalezy niniej-
szy wynalazek, oraz komercyjnie dostepnych zestawow testowych, odczynnikéw i aparatury, postepu-
jac zgodnie z zaleceniami producentéw stosowanych zestawow, odczynnikéw i aparatury, o ile nie
wskazano wyraznie inaczej.
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Przyktad

Diagnozowanie roznicowe raka gruczotowego ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego
ptuca

1. Materiat i Metody

1.1. Pacjenci

Badanie zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego w Biatym-
stoku. Deklaracje swiadomej zgody na przeprowadzenie badan genetycznych uzyskano od kazdego
pacjenta. Pacjenci zostali zrekrutowani do badania w ramach realizacji projektu MOBIT. Do badania
zakwalifikowano 59 pacjentéw z rozpoznanym, operacyjnym niedrobnokomérkowym rakiem ptuca.
Kryteria wigczenia do badania obejmowaty: rozpoznanie raka gruczotowego (Adenocarcinoma, AC)
lub ptaskonabtonkowego ptuca (Squamous cell carcinoma, SCC) w oparciu o rutynowg diagnostyke
histopatologiczng; kompletng resekcje guza (marginesy resekcyjne wolne od nacieku nowotworowe-
go); stadium zawansowania klinicznego I-111B; dostepnos¢ reprezentatywnej, Swiezej mrozonej prébki
guza (materiat biologiczny zawierajgcy co najmniej 50% komodrek nowotworowych w celu ekstrakciji
RNA) oraz nie stosowanie przedoperacyjnej chemioterapii. Szczegdtowa charakterystyka pacjentéw
zostata przedstawiona w Tabeli 1.

Tabelal
Charakterystyka pacjentéw w grupie badane;j.

Charakterystyka Grupa badana, n =59
Wiek (lata) Srednia = OS” 65,64 + 6,95
| Mediana 65

Zakres 49 - 77

Pte¢ Kobieta 23 (39%)
Mezczyzna 36 (61%)

Stadium zaawansowania | [A 10 (17%)

klinicznego IB 15 (25,4%)
ITA 10 (17%)
1B 9 (15,2%)
IIIA 13 (22%)
[1IB 2 (3,4%)

Podtyp histopatologiczny | SCC 31(52,5%)
AC 28 (47,5%)

* 0S, odchylenie standardowe

1.2. Rozpoznanie histopatologiczne

Wszystkie probki guzéw ptuca zakwalifikowane do badania podlegaty ocenie histopatologicznej
przy uzyciu klasycznych technik histopatologicznych. Preparaty byly oceniane niezaleznie przez
dwéch doswiadczonych patologéw. Diagnoze histopatologiczng postawiono zgodnie z najnowsza
klasyfikacjg nowotworéw ptuca WHO oraz Miedzynarodowg Multidyscyplinarng Klasyfikacjg Gruczola-
koraka Pluca IASLC/ATS/ERS. W przypadku jakichkolwiek watpliwosci, preparaty byly oceniane
z wykorzystaniem barwienn immunohistochemicznych w kierunku ekspresji tarczycowego czynnika
transkrypcyjnego 1 (ang. thyroid transcription factor-1, TTF-1) (immunohistochemiczny marker raka
gruczotowego) oraz w kierunku biatka p63 (ang. tumor protein p63, (p63)) (immunofenotyp ptaskona-
btonkowy). Dodatkowo, wszystkie probki nowotwordw byty oceniane pod katem odsetka komoérek
rakowych do celéw izolacji RNA.
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2. lzolacja RNA i kontrola jakosci
Catkowity RNA wraz z frakcjg matego RNA byt ekstrahowany ze swiezych mrozonych prébek
guzow przy uzyciu komercyjnego zestawu do izolacji RNA — mirVana™ miRNA Isolation Kit (Am-
bion, USA) zgodnie z protokotem producenta. Ocena jakosciowa i ilosciowa byly wykonane przy
uzyciu techniki spektrofotometrycznej na aparacie NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, USA). Ste-
zenie roztworéw RNA bylo réwniez oceniane przy uzyciu techniki fluorymetrycznej, do ktérej zasto-
sowano aparat Qubit (Thermo Scientific, USA). Wspodtczynnik integralnosci RNA (RIN) byt okreslany
z wykorzystaniem techniki elektroforezy mikrokapilarnej na aparacie Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, USA).
3. Analiza sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)
3.1. Preparatyka bibliotek do NGS
Przygotowanie bibliotek cDNA na matrycy czasteczek frakcji matego RNA wykonano przy uzy-
ciu komercyjnego zestawu — NEXTflex® Small RNA Sequencing Kit v3 (gel-free & low input options)
(BiooScientific, USA) kompatybilnego z technologig lllumina zgodnie z zaleceniami producenta.
3.2. Ocena jakosciowa bibliotek
Ocene struktury i rozktadu poszczegodlnych frakcji bibliotek, odpowiadajgcych poszczegdinym
frakcjom czgsteczek mieszczacych sie we frakcji matego RNA, przeprowadzono za pomoca techniki
elektroforezy mikrokapilarnej przy uzyciu chipéw High Sensitivity DNA na aparacie Bioanalyzer 2100
Agilent (Agilent Technologies, USA).
3.3. Frakcjonowanie bibliotek
Selekcje produktéw cDNA o odpowiedniej wielkosci (ang. size selection), odpowiadajgcych
frakcji miRNA, wykonano za pomocg techniki elektroforetycznej w zelu agarozowym z wykorzystaniem
specjalnych kaset zelowych na aparacie Blue Pippin (Sage Science, USA).
3.4. Ocena ilosciowa bibliotek cDNA po frakcjonowaniu
Stezenie bibliotek cDNA po frakcjonowaniu oceniono w oparciu o technike amplifikacji przy uzy-
ciu zestawu odczynnikéw — KAPA Library Quantification Kit for lllumina Platforms (Roche, USA) zgod-
nie z zaleceniami producenta.
3.5. Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)
Sekwencjonowanie wypreparowanych bibliotek przeprowadzono na aparacie HiSeq 4000 (lllu-
mina, USA) w standardowy sposéb zgodnie z zaleceniami producenta.
4. Analizy bioinformatyczne
Wszystkie analizy zostaty wykonane przy uzyciu obliczeniowych pakietéow statystycznych R lan-
guage (modut Bioconductor zwigzany z R language).
4.1. Dane surowe
Odczyty uzyskano z aparatu HiSeq 4000 (lllumina) w oparciu o metode zliczania zasad przy
uzyciu producenckiego oprogramowania dedykowanego do tego celu.
4.2. Mapowanie
Odczyty dostosowano do genomu referencyjnego Homo sapiens (Ensembl GRCh38 release)
w wersji STAR 2.5.1b, stosujgc tryb wyréwnania 2-przebiegowego zgodnie z zaleceniami producenta.
4.3. Liczenie i normalizacja
Po dostosowaniu do genomu referencyjnego, odczyty powigzano ze znanymi miRNA i policzo-
no liczbe odczytéw dostosowanych w obrebie kazdego miRNA. Dane zostaty znormalizowane w celu
usuniecia zmiennosci miedzy prébkami spowodowanej przyczynami niebiologicznymi oraz w celu
zapewnienia poréwnywalnosci wartosci w zestawie prébek. Odczyty znormalizowano przy uzyciu me-
tody TMM. Do testoéw statystycznych dane poddano dalszej transformacji logarytmicznej przy uzyciu
metody voom.
4.4. Kontrola jakosci
Kontrole jakosci przeprowadzono w celu wykazania korelacji miedzy powtérzeniami oraz identy-
fikacji wartosci odstajgcych. Do kontroli jako$ci zastosowano nastepujgce metody:
e wizualizacje rozktadu wartosci ekspresji miRNA w zestawie prébek;
e obliczenie wartosci minimalnej, mediany, wartosci Sredniej i maksymalnej ekspresiji
miRNA znormalizowanych prébek;
e obliczenie wartosci korelacji pomiedzy prébkami;
e hierarchiczne grupowanie prébek wedtug ich ogélnego podobienstwa;
e relacje badanych probek za pomocg analizy gtéwnych sktadnikéw (PCA).
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4.5. Testowanie statystyczne i filtrowanie danych

Po wszystkich etapach wstepnego przetwarzania danych opisanych powyzej przeprowadzono
testy statystyczne pomiedzy poréwnywanymi grupami probek (AC wzgledem SCC) przy zatozeniu
zastosowania probki referencyjnej stanowigcej opracowang w sposob $cisle kontrolowany prébke
stanowigcg mieszanine roztworéw RNA wyizolowanych z guzéow AC i guzow SCC w réwnych ilo-
Sciach, do ktérej byty odnoszone wszystkie probki badane. Wyniki testéw statystycznych poddano
nastepnie kolejnym etapom, tzw. filtrowania czgsteczek miRNA o zréznicowanej ekspresji. Filtrowanie
opierato sie na wartosciach istotnosci statystycznej oraz wielkosci réznicy w srednich poziomach eks-
presji pomiedzy grupami prébek. Krotnosci zmian ekspresji miRNA oraz skorygowane wartosci p,
ktére byly obliczone za pomocg testow statystycznych, zostaly zastosowane jako kryteria filtrowania.
Wszystkie pomiary miRNA zostaly przefiltrowane w celu identyfikacji tych czgsteczek, ktére wykazujg
najsilniejsze dowody na zréznicowang ekspresje pomiedzy poréwnywanymi grupami. Analize zmian
krotnosci (ang. Fold Change, FC) przeprowadzono za pomocg modelowania liniowego przy uzyciu
pakietu Limma. Wartosci p, ktére wykorzystano do etapu filirowania, stanowity tzw. zmodyfikowane
wartosci p t-testu lub FDR (spodziewany odsetek wynikow fatszywie dodatnich).

4.6. Identyfikacja sygnatury miRNA

Proces identyfikacji sygnatury na podstawie danych z sekwencjonowania miRNA sktadat sie
Z kilku ponizszych etapow:

e Normalizacji Danych, Transformacji oraz Kontroli Dystrybuciji;
e Analizy Réznicowej Abundancji oraz Regresji LASSO/Elastic-Net.

4.7. Ocena przydatnosci diagnostycznej zidentyfikowanej sygnatury miRNA

Ocena przydatnosci diagnostycznej zidentyfikowanej sygnatury miRNA zostata przeprowadzo-
na poprzez wygenerowanie krzywej ROC (ang. receiver operating characteristic curve). Krzywa zosta-
ta wykreslona na podstawie prawdziwie dodatniej wartosci (TPR) wzgledem fatszywie dodatniej warto-
sci (FPR) przy réznych ustawieniach progowych. Do wygenerowania krzywej ROC wykorzystano pa-
kiet MetasegR Biocundoctur.

5. Wyniki

5.1. Wstepne przetwarzanie surowych danych

Surowe odczyty sekwencji wygenerowane podczas przebiegu sekwencjonowania nastepnej
generacji przez aparat HiSeq 4000 (lllumina) zostaty zliczone przez specjalne oprogramowanie ,base
calling software” sprzezone z platformag lllumina. Uzyskane odczyty byty nastepnie poddane ogdlnej
ocenie jakosciowej dla kazdej prébki przy uzyciu narzedzia modutowego MultiQC v 1.7, uwzgledniaja-
cego m.in. liczbe odczytéw unikatowych oraz zduplikowanych, zawarto$¢ par GC, rozkiad dtugosci
sekwencji, poziom duplikacji sekwencji, zawartos¢ adapteréw oraz wskazniki jakosci sekwenciji.

Nastepnie odczyty byly poddane trymowaniu w celu usuniecia kontaminacji adapterow oraz
czterech przypadkowych zasad na obu koncach odczytéw. Odczyty byty oceniane ponownie pod ka-
tem jakosciowym przy uzyciu narzedzia modutowego MultiQC v 1.7. Na Fig. 1 przedstawiono przykia-
dowy parametr jakosciowy odczytoéw dla analizowanych prébek, to znaczy rozktad dtugosci odczytow
sekwencji dla analizowanych probek.

Odczyty po wstepnej obrobce byly dostosowane do genomu referencyjnego Homo sapiens
(Ensembl GRCh38 release). Podsumowanie statystyk dotyczgcych dostosowania odczytéw do geno-
mu referencyjnego dla czesci analizowanych prébek zaprezentowano w Tabeli 2.

Tabela 2

Charakterystyka odczytow sekwencji po wstepnej obrébce bioinformatycznej
na przyktadzie kilkunastu préb biologicznych.

%
Wszystkie | Unikalnie % unikalnie | Wielokrotnie
Prébka wielokrotnie
odczyty zmapowane | zmapowanych | zmapowane
zmapowanych
9Gm_S8 19615935 | 12958610 66,06% 5921815 30,19%
10Gm_S10 | 17239059 | 10011460 58,07% 6664570 38,66%
17Gm_S14 | 19637813 | 12117736 61,71% 6576722 33,49%
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%
Prébka Wszystkie | Unikalnie % unikalnie | Wielokrotnie N
odczyty zmapowane | zmapowanych | zmapowane
zmapowanych

21Gm_S16 | 19980814 | 13082782 65,48% 5889338 29.47%
23Gm_S18 | 23314335 | 17488529 75,01% 5312401 22,79%
27Gm_S20 | 11438041 | 7883933 68,93% 3120458 27,28%
29Gm_S22 | 11988403 | 8957897 74,72% 2762672 23,04%
30Gm_S24 | 17121229 | 8751692 51,12% 4808721 28,09%
32Gm_S26 | 13396713 | 9605283 71,70% 3084424 23,02%
33Gm_S28 | 21637755 | 16920599 78,20% 4450823 20,57%
34Gm_S30 | 24219401 | 16909924 69,82% 6384080 26,36%
35Gm_S32 | 27126188 | 19926169 73,46% 6088352 22.,44%
39Gm_S38 | 18559239 | 12148010 65,46% 5823281 31,38%
40Gm_S40 | 12856824 | 9389249 | 73,03% 3290208 25,59%
41Gm_S42 | 20686480 | 14343066 69,34% 5822814 28,15%
44Gm_S46 | 16556457 | 9504393 57.41% 5660457 34,19%
57Gn_S50 | 13261254 | 10179657 | 76,76% 2715253 20,48%
59Gm_S52 | 12262371 | 7961793 64,93% 3471736 28,31% N
60Gm_S54 | 14632049 | 9409956 64,31% 4491555 30,70%
61Gm_S56 | 13344337 | 9751130 73,07% 3361801 25,19%

Do mapowania oraz liczenia odczytow wykorzystano adnotacje bazy miRBase. Odczyty powig-
zano ze znanymi miRNA i policzono liczbe odczytéow dostosowanych do kazdego miRNA. Odsetek
odczytdw zmapowanych roznit sie pomiedzy prébkami. Nastepnie dane zostaty znormalizowane
w celu usuniecia zmiennosci miedzy probkami spowodowanej przyczynami niebiologicznymi oraz
w celu zapewnienia poréwnywalnosci wartosci w zestawie probek. Odczyty znormalizowano przy uzy-
ciu metody TMM. Do testow statystycznych dane poddano dalszej transformacji logarytmicznej przy
uzyciu metody voom.

5.2. Kontrola jakosci

Kontrole jakos$ci przeprowadzono w celu wykazania korelacji miedzy replikatami oraz identyfika-
cji wartosci odstajgcych. Do kontroli jakosci analizowanych danych zastosowano opisane ponizej me-
tody. Na Fig. 2 przedstawiono rozktad wartosci ekspresji w zestawie probek z uwzglednieniem warto-
Sci minimalnej, Sredniej i maksymalnej oraz mediany ekspresji znormalizowanych probek w postaci
krzywej opisujgcej czes¢ rozktadu wartosci ekspresji miRNA analizowanych probek. Rozktady wartosci
ekspresji w obrebie wszystkich wartosci odczytéw dla wszystkich analizowanych prébek zostaty
przedstawione za pomocg wykresu ramkowego. Na Fig. 3 przedstawiono wizualizacje wartosci eks-
presji typu ,asinh-transformed” w postaci wykresu ramkowego dla wartosci ekspresji miRNA po nor-
malizacji. R6znice w rozktadach wartosci ekspresji probek zostaty skompensowane za pomocg nor-
malizacji, po przeprowadzeniu ktorej rozktady wartosci ekspresji miRNA dla prébek sg prawie rowne.
Dzieki powyzszym dziataniom, mozliwa byta bezproblemowa analiza poréwnawcza poziomow ekspre-
sji miRNA dla wszystkich analizowanych prébek. Wartosci korelacji pomiedzy prébkami opisujg podo-
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bienstwo miedzy prébkami na poziomie ogéinym, gdy brane sg pod uwage wszystkie cechy pomiaro-
we wszystkich prébek. W kolejnej analizie zastosowano wskazniki Spearmana, ktére opisujg podo-
bienstwo miedzy probkami w skali 0—1. Warto$¢ 0 oznacza catkowity brak korelacji pomiedzy probka-
mi, podczas gdy wartos¢ 1 oznacza idealng korelacje miedzy nimi. Na Fig. 4 przedstawiono wykres
korelacji prébek wg Spearmana pokazujacy poziom korelacji pomiedzy analizowanymi probkami.

Dodatkowo, dane jakosciowe QC poddano kolejnej analizie w celu dalszego sprawdzenia struk-
tury danych. W analizie klastrowania hierarchicznego prébki zostaty pogrupowane zgodnie z ich ogol-
nym podobienstwem, biorgc pod uwage wszystkie pomiary wszystkich probek. W tej analizie probki
zostaly sklastrowane za pomoca wskaznikéw euklidesowych. Wyniki analizy skupien wszystkich anali-
zowanych prébek zostaly zwizualizowane w postaci dendrogramu, ktéry jest rozgatezionym wykresem
(Fig. 5). Na podstawie dendrogramu zaobserwowano najbardziej podobne prébki (innymi stowy naijle-
piej korelujgce), ktére mozna znalez¢ w najblizszych sobie rozgatezieniach.

Relacje pomiedzy prébkami zostaty rowniez ocenione za pomoca analizy gtéwnych sktadnikéw
(PCA), ktora jest technikg klasyfikacji komplementarng do klastrowania. Metoda ta pozwolita na przy-
porzadkowanie prébek wedtug ich podobienstwa. Wyniki analizy PCA zostaly zwizualizowane w prze-
strzeni trojwymiarowej na Fig. 6.

5.3. Testowanie statystyczne i filtrowanie danych

Po wszystkich etapach wstepnej obrobki bioinformatycznej danych przeprowadzono testy sta-
tystyczne pomiedzy poréwnywanymi grupami probek (AC wzgledem SCC), przy zatozeniu zastoso-
wania probki referencyjnej stanowigcej opracowang w sposoéb $cisle kontrolowany probke stanowig-
cg mieszanine roztworow RNA wyizolowanych z guzéw AC i guzéw SCC w réwnych ilosciach,
do ktorej byty odnoszone wszystkie prébki badane. Wyniki testow statystycznych poddano nastep-
nie kolejnym etapom, tzw. filtrowania czgsteczek miRNA o zréznicowanej ekspresji. Filtrowanie
zostato przeprowadzone w oparciu o wartosci istotnosci statystycznej oraz wielkosci réznicy w $red-
nich poziomach ekspresji pomiedzy grupami prébek. Krotnosci zmian ekspresji miRNA oraz skory-
gowane wartosci p, ktére byly obliczone za pomocg testow statystycznych, zostaly zastosowane
jako kryteria filtrowania. Wszystkie pomiary miRNA zostaty przefiltrowane w celu identyfikacji tych
czgsteczek, ktore wykazujg najsilniejsze dowody na zréznicowang ekspresje pomiedzy poréwnywa-
nymi grupami. Analize zmian krotnosci (ang. Fold Change, FC) przeprowadzono za pomocg mode-
lowania liniowego przy uzyciu pakietu Limma. Wartosci p, ktére wykorzystano do etapu filtrowania,
stanowity tzw. zmodyfikowane wartosci p t-testu lub FDR (spodziewany odsetek wynikow fatszywie
dodatnich). Uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane w Tabeli 3 oraz przedstawione w postaci wy-
kreséw na Figurze 7, 8 i 9.

Tabela 3
Wykaz wstepnie zidentyfikowanych miRNA wykazujgcych zréznicowang ekspresje
pomiedzy grupg AC i SCC.

miRNA, ktére ulegaja zréznicowanej ekspresji w AC w poréwnaniu z SCC
W AC poziom ekspresji nizszy niz w W AC poziom ekspresji wyzszy niz w
SCC SCC
hsa-miR-944 hsa-miR-3617-5p
hsa-miR-205-5p hsa-miR-4709-5p
hsa-miR-383-5p hsa-miR-1294
hsa-miR-3927-3p hsa-miR-4636
hsa-miR-448
hsa-miR-1911-5p
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miRNA, ktére ulegajg zréznicowanej ekspresji w AC w poréwnaniu z SCC

W AC poziom ekspresji nizszy niz w W AC poziom ekspresji wyzszy niz w
SCC SCC

hsa-miR-1224-5p
hsa-miR-205-3p
hsa-miR-6510-3p
hsa-miR-3929
hsa-miR-4664-3p
hsa-miR-7974
hsa-miR-6515-3p
hsa-miR-6765-3p
hsa-miR-3616-5p
hsa-miR-6512-5p
hsa-miR-5094
hsa-miR-6499-5p
hsa-miR-1248
hsa-miR-3128
hsa-miR-149-3p
hsa-miR-6814-5p
hsa-miR-1305
hsa-miR-597-3p
hsa-miR-3609
hsa-miR-5579-3p
| hsa-miR-3200-3p

5.4. Identyfikacja sygnatury miRNA

Proces identyfikacji sygnatury miRNA na podstawie danych z sekwencjonowania miRNA skia-
dat sie z ponizszych etapdw.

W pierwszym etapie przeprowadzono Réznicowg Analize Abundancji i Regresje LASSO/Elastic-
-Net. Dane przeksztatcono logarytmicznie i wygenerowano wstepny wykres MDS. Punktem odciecia
dla ,istotnego wyniku” (,significant hit") byt FDR < 0,05. Ponizej przedstawiono Tabele 4, w ktérej

wymieniono zidentyfikowane miRNA wykazujgce zréznicowang ekspresje w grupie AC w poréwnaniu
do grupy SCC.
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Wyniki regresji LASSO dotyczgce danych testowych i walidacji krzyzowej przedstawiono na Fi-
gurze 10 11.

W celu wizualizacji zidentyfikowanej sygnatury miRNA, réznicujgcej raki gruczotowe i ptaskona-
btonkowe ptuca, wykreslono odpowiednig heatmape pokazujgcg sygnature ekspresyjng miRNA
do stratyfikacji AC i SCC (Fig. 12).

5.5. Ocena przydatnosci diagnostycznej zidentyfikowanej sygnatury miRNA

Ocena przydatnosci diagnostycznej zidentyfikowanej sygnatury miRNA zostata przeprowa-
dzona poprzez wygenerowanie krzywej ROC. Krzywa zostata wykreslona na podstawie prawdziwie
dodatniej wartosci (TPR) wzgledem fatszywie dodatniej wartosci (FPR) przy réznych ustawieniach
progowych. Do wygenerowania krzywej ROC wykorzystano pakiet MetasegR Biocundoctur. Narze-
dzie pozwolito na wygenerowanie krzywej ROC przy uzyciu matrycy wartosci p dla wynikéw analizy
zréznicowanej ekspresji miRNA z poprzedniej analizy z podaniem wektora opartego na bezpo-
sredniej obserwacji dla zréznicowanej ekspresiji i poziomu istotnosci. Fig. 13 przedstawia analize
krzywej ROC dla zidentyfikowanej sygnatury miRNA, roznicujgcej raki gruczotowe i ptaskonabton-
kowe ptuca.

6. Wnioski

Na podstawie uzyskanych danych z powyzszych analiz mozna stwierdzi¢, ze zidentyfikowana
sygnatura ekspresyjna miRNA jest precyzyjnym narzedziem do réznicowania dwéch giéwnych podty-
pow histopatologicznych NSCLC. Sygnatura miRnomowa stanowi doskonaty model diagnostyczny
do stratyfikacji rakow gruczotowych i ptaskonabtonkowych w kontekscie procedury kwalifikacji pacjen-
téw do terapii spersonalizowanych.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb réznicowego diagnozowania in vitro raka gruczotowego ptuca (AC) wzgledem raka
ptaskonabtonkowego ptuca (SCC) u osobnika, znamienny tym, ze:

a) w prébce od osobnika oznacza sie ilosciowo poziom ekspresji dla diagnostycznego pa-
nelu biomarkerow miRNA sktadajgcego sie z nastepujgcych miRNA: hsa_miR_326,
hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287 5p, hsa _miR_556 5p, hsa miR_542_3p,
hsa_miR_30b_5p, hsa_miR_4728 3p, hsa miR_450a_1 3p, hsa miR_375,
hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p, hsa_miR_944, hsa_miR_205 5p,
hsa_miR_205 3p, hsa_miR_149 5pihsa miR_6510 3p, i

b) identyfikuje sie sygnature miRNA osobnika poprzez poréwnanie ilosciowe poziomu
ekspresji oznaczonego dla panelu biomarkeréw w probce od osobnika wedtug a) z eks-
presjg panelu biomarkeréw w prébce referencyjnej stanowigcej mieszanine RNA wyizo-
lowanych z guzéw AC i guzéw SCC w réwnych ilosciach;

przy czym poziom ekspresji biomarkeréw obejmujgcych hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p,

hsa_ miR_1287 5p, hsa_ miR_556 5p, hsa._ miR_542_3p, hsa_ miR_30b_5p, hsa_ miR_4728 3p,

hsa miR_450a_1 3p, hsa miR_375, hsa miR_147b, hsa miR_7705, hsa miR_653 3p
wyzszy niz we wspominanej probce referencyjnej oraz poziom ekspresji biomarkeréw
obejmujgcych hsa_miR_944, hsa_miR_205 5p, hsa_miR 205 3p, hsa miR_149 5p

i hsa_miR_6510_3p nizszy niz we wspominanej prébce referencyjnej wskazujg, ze osobnik

cierpi na raka gruczotowego ptuca, a nie na raka ptaskonabtonkowego ptuca.

2. Sposob roznicowego diagnozowania in vitro raka ptaskonabtonkowego ptuca (SCC) wzgle-
dem raka gruczotowego ptuca (AC) u osobnika, znamienny tym, ze:

a) w probce od osobnika oznacza sie ilosciowo poziom ekspresji dla diagnostycznego pa-
nelu biomarkerow miRNA skfadajgcego sie z nastepujgcych miRNA: hsa_miR_326,
hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287_5p, hsa_miR_556 5p, hsa_miR_542_3p,
hsa_miR_30b_5p, hsa miR_4728 3p, hsa miR_450a_1 3p, hsa_miR_375,
hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa miR_653 3p, hsa_miR_944, hsa miR_205 5p,
hsa_miR_205 3p, hsa_miR_149 5pihsa miR_6510 3p, i

b) identyfikuje sie sygnature miRNA osobnika poprzez poréwnanie ilosciowe poziomu eks-
presji oznaczonego dla panelu biomarkeréw w probce od osobnika wedtug a) z ekspre-
sja panelu biomarkerow w probce referencyjnej stanowigcej mieszanine RNA wyizolo-
wanych z guzéw AC i guzéw SCC w rownych ilosciach;
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przy czym poziom ekspresji biomarkerdw obejmujgcych hsa miR_326, hsa miR_450a_5p,
hsa_ miR_1287 5p, hsa_miR_556 5p, hsa._ miR_542_3p, hsa_ miR_30b_5p, hsa miR_4728 3p,
hsa miR_450a_1 3p, hsa miR_375, hsa miR_147b, hsa _miR_7705, hsa_miR_653 3p
nizszy niz we wspominanej probce referencyjnej oraz poziom ekspresji biomarkeréw
obejmujgcych hsa_miR_944, hsa_miR_205 5p, hsa_miR_205 3p, hsa _miR_149 5p
i hsa_miR_6510_3p wyzszy niz we wspominanej prébce referencyjnej wskazujg, ze osobnik
cierpi na raka ptaskonabtonkowego ptuca, a nie na raka gruczotowego ptuca.

Sposoéb réznicowego diagnozowania in vitro wedtug zastrzezenia 1 albo 2, znamienny tym,
ze jako prébke od osobnika stosuje sie probke wybrang z grupy obejmujgcej swiezg mrozo-
ng tkanke pobrang od pacjenta i tkanke utrwalong w formalinie i zabezpieczong parafinag.
Sposéb roéznicowego diagnozowania in vitro wedtug zastrzezenia 3, znamienny tym, ze
prébke stanowi $wieza mrozona prébka tkanki guza nowotworowego ptuca.

Sposéb roéznicowego diagnozowania in vitro wedtug zastrzezenia 3, znamienny tym, ze
prébke stanowi prébka tkanki guza nowotworowego ptuca utrwalona w formalinie i zabezpie-
czona parafing.

Sposbéb réznicowego diagnozowania in vitro wediug jednego z zastrzezen 1 do 5, znamien-
ny tym, ze osobnikiem jest cztowiek.

Sposbéb réznicowego diagnozowania in vitro wediug jednego z zastrzezen 1 do 6, znamien-
ny tym, ze poziom ekspresji panelu biomarkeréw miRNA oznacza sie metodg wybrang spo-
$réd sekwencjonowania nowej generacji, hybrydyzacji, RT-PCR lub mikromacierzy.

Sposbéb réznicowego diagnozowania in vitro wedtug zastrzezenia 7, znamienny tym, ze po-
ziom ekspresji panelu biomarkeréw miRNA oznacza sie metodg sekwencjonowania nowej
generaciji.

Sposbéb réznicowego diagnozowania in vitro wediug jednego z zastrzezen 1 do 8, znamien-
ny tym, ze identyfikacje sygnatury miRNA przeprowadza sie metodami statystycznymi lub
bioinformatycznymi.

Sposéb roéznicowego diagnozowania in vitro wedtug zastrzezenia 9, znamienny tym, ze
identyfikacje sygnatury miRNA przeprowadza sie metodami bioinformatycznymi, w szcze-
goélnosci poprzez normalizacje danych, transformacje i kontrole dystrybucji, analize réznico-
wg abundancji i regresje typu LASSO/elastycznej sieci oraz korelacje abundanciji.
Diagnostyczny panel biomarkerow miRNA skiadajgcy sie z nastepujgcych miRNA:
hsa miR_326, hsa miR_450a 5p, hsa miR_1287 5p, hsa_miR_556 5p, hsa miR_542 3p,
hsa_ miR_30b_5p, hsa miR_4728 3p, hsa miR_450a_1 3p, hsa miR_375, hsa miR_147b,
hsa miR_7705, hsa miR_653 3p, hsa miR 944, hsa miR_205 5p, hsa_miR_205 3p,
hsa miR_149 5pihsa miR_6510 3p.

Zastosowanie panelu biomarkeréw mMIRNA skiadajgcego sie z nastepujgcych miRNA:
hsa miR_326, hsa miR_450a 5p, hsa miR_1287 5p, hsa _miR_556 5p, hsa miR 542 3p,
hsa_ miR_30b_5p, hsa miR_4728 3p, hsa miR_450a_1 3p, hsa miR_375, hsa miR_147b,
hsa miR_7705, hsa miR_653 3p, hsa miR 944, hsa miR_205 5p, hsa miR_205 3p,
hsa_ miR_149 5pihsa_miR_6510_3p do réznicowego diagnozowania in vitro raka gruczotowe-
go ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego ptuca u osobnika,

przy czym poziom ekspresji biomarkeréw obejmujgcych hsa miR 326, hsa_miR_450a_5p,
hsa_ miR_1287 5p, hsa_ miR_556 5p, hsa._ miR_542 3p, hsa._ miR_30b_5p, hsa_ miR_4728 3p,
hsa miR_450a_1 3p, hsa_ miR_375, hsa_ miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p wyzszy
niz we wspomnianej probce referencyjnej oraz poziom ekspresji biomarkeréw obejmujgcych
hsa miR_944, hsa_ miR_205 5p, hsa_miR_205 3p, hsa_ miR_149 5p ihsa_miR_6510_3p niz-
szy niz we wspominanej probce referencyjnej wskazujg tgcznie, ze osobnik cierpi na raka gru-
czotowego ptuca.

Zastosowanie panelu biomarkerow miRNA skladajgcego sie z nastepujgcych miRNA:
hsa miR_326, hsa_ miR_450a 5p, hsa miR_1287 5p, hsa miR_556 5p, hsa miR 542 3p,
hsa_ miR_30b_5p, hsa miR_4728 3p, hsa miR_450a_1 3p, hsa miR_375, hsa miR_147b,
hsa miR_7705, hsa miR_653 3p, hsa miR 944, hsa miR_205 5p, hsa _miR_205 3p,
hsa_miR_149 5p i hsa_miR_6510_3p do réznicowego diagnozowania in vitro raka ptaskona-
btonkowego ptuca wzgledem raka gruczotowego ptuca u osobnika,

przy czym poziom ekspresji biomarkerow obejmujgcych hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p,
hsa_ miR_1287 5p, hsa_ miR_556 5p, hsa._ miR_542_3p, hsa_ miR_30b_5p, hsa miR_4728 3p,
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hsa miR_450a_1 3p, hsa_miR_375, hsa_miR_147b, hsa_miR_7705, hsa_miR_653 3p nizszy
niz we wspomnianej probce referencyjnej oraz poziom ekspresji biomarkeréw obejmujgcych
hsa miR_944, hsa_miR_205 5p, hsa miR_205 3p, hsa miR_149 5p i hsa _miR_6510 3p
wyzszy niz we wspominanej probce referencyjnej wskazujg fgcznie, ze osobnik cierpi na raka
ptaskonabtonkowego ptuca.

Zastosowanie panelu biomarkeréw miRNA jak zdefiniowano w zastrzezeniu 11 do réznico-
wego diagnozowania in vitro raka gruczotowego ptuca wzgledem raka ptaskonabtonkowego
ptuca.

Zastosowanie panelu biomarkeréw miRNA jak zdefiniowano w zastrzezeniu 11 do réznico-
wego diagnozowania in vitro raka ptaskonabtonkowego ptuca wzgledem raka gruczotowego
ptuca.

Zestaw do réznicowego diagnozowania in vitro raka gruczotowego ptuca wzgledem raka
ptaskonabtonkowego ptuca, znamienny tym, ze zawiera $rodki do iloSciowego oznaczania
poziomu ekspresji diagnostycznego panelu biomarkerow miRNA sktadajgcego sie z naste-
pujgcych miRNA: hsa_miR_326, hsa_miR_450a_5p, hsa_miR_1287 5p, hsa_miR_556 5p,
hsa miR_542 3p, hsa_miR_30b_5p, hsa_miR_4728 3p, hsa_miR_450a_1 3p, hsa_miR_375,
hsa miR_147b, hsa _miR_7705, hsa miR_653 3p, hsa miR 944, hsa_miR_205 5p,
hsa_miR_205 3p, hsa._ miR_149 5p i hsa_miR_6510 3p metodg sekwencjonowania nastepnej
generacji oraz instrukcje do przeprowadzenia sposobu réznicowego diagnozowania in vitro raka
gruczotowego ptuca jak zdefiniowano w jednym z zastrzezen 1i 3 do 10.

Zestaw do réznicowego diagnozowania in vitro raka ptaskonabtonkowego pituca wzgledem
raka gruczolowego ptuca, znamienny tym, ze zawiera $rodki do ilosciowego oznaczania
poziomu ekspresji diagnostycznego panelu biomarkeréw miRNA sktadajacego sie z nastepuja-
cych miRNA: hsa _miR_326, hsa miR _450a 5p, hsa miR_1287 5p, hsa _miR_556 5p,
hsa miR_542 3p, hsa_miR_30b_5p, hsa_miR_4728 3p, hsa_miR_450a_1 3p, hsa_miR_375,
hsa miR_147b, hsa _miR_7705, hsa miR_653 3p, hsa miR 944, hsa_miR_205 5p,
hsa_ miR_205 3p, hsa._ miR_149 5p i hsa_miR_6510_3p metodg sekwencjonowania nastepnej
generacji oraz instrukcje do przeprowadzenia sposobu réznicowego diagnozowania in vitro raka
jak zdefiniowano w jednym z zastrzezen 2 do 10.
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Fig.3

Wykres danych po normalizacji
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Fig. 4

matryca korelacji, kor:0.659 - 0.4
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Fig. 5
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
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