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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA, diagnostyczny zestaw
biomarkerow miRNA do zastosowania do diagnostyki raka jajnika, sposdb diagnostyki in vitro raka jaj-
nika, zastosowania zestawu biomarkeréw miRNA w diagnostyce in vitro raka jajnika oraz zestaw te-
stowy do diagnostyki in vitro raka jajnika.

Dziedzina wynalazku

Niniejszy wynalazek dotyczy ogdlnie molekularnej diagnostyki klinicznej, doktadniej molekularnej
diagnostyki raka jajnika, w tym nieinwazyjnego testu diagnostycznego, tzw. ptynnej biopsji, o wysokiej
czutosci i swoistosci, zwtaszcza do wczesnej diagnostyki raka jajnika, poprzez pomiar, analize i/lub mo-
nitorowanie ekspresji mikro RNA (okreslanych tu takze jako miRNA) w prébkach biologicznych, takich
jak surowica krwi, w szczegdlnosci z wykorzystaniem klasyfikujacego modelu diagnostycznego.

Stan techniki

Rak jajnika jest jednym z najczestszych nowotwordw ztosliwych Zzeriskich narzadéw ptciowych
oraz gtéwna przyczyna umieralnosci z powodu tego rodzaju nowotwordw w krajach rozwinietych. Obec-
nie diagnostyka raka jajnika oparta jest na wykonaniu badania dwurecznego miednicy, oznaczaniu ste-
zenia antygenu CA 125 i przezpochwowym badaniu ultrasonograficznym. Jednakze oszacowano, ze
badanie przedmiotowe przeprowadzone u kobiet bez objawdw klinicznych pozwala na wykrycie zaled-
wie 1 na 10000 rakéw jajnika. Badanie radioimmunologiczne w kierunku swoistego dla nowotworu an-
tygenu CA125 ujawnia zwiekszenie jego stezenia u 80% chorych na raka jajnika, jednakze stezenie to
moze by¢ wieksze réwniez w przebiegu choréb nienowotworowych, co ogranicza jego swoistos¢. Ba-
danie ultrasonograficzne jest nie tylko kosztowne, ale réwniez cechuje sie ograniczong swoistoscia
i czutoscia. Poza tym, podstawowym problemem w diagnostyce raka jajnika jest najczesciej zupeiny
brak objawéw we wczesnym stadium, a w pdzniejszych stadiach, gdy pojawiajg sie juz przerzuty, objawy
czesto nie sg charakterystyczne i wiazane z uktadem pokarmowym, przez co diagnostyczne badania
przesiewowe sg niezwykle istotne. Pomimo wielu badarn wciaz brakuje wiarygodnych biomarkeréw dia-
gnostycznych oraz metod wczesnego wykrywania tej choroby, jak rowniez srodkéw do monitorowania
jej leczenia i/lub progresji, w tym wczesnego wykrywania ewentualnej wznowy. Wartos¢ diagnostyczna
szeroko stosowanej ultrasonografii przezpochwowej oraz oznaczenie w surowicy antygenu CA125 oka-
zata sie niewystarczajgca z powodu zbyt niskiej czutosci i swoistosci.

Obecnie Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA) nie zaleca badan przesiewowych do
wczesnego wykrywania raka jajnika samych w sobie, i ostrzega przed istniejacymi dotychczas testami,
poniewaz w jej opinii nie sg one wiarygodne i mogg one wprowadzac w btad pacjentdw i lekarzy poprzez
duzy odsetek wynikow fatszywie negatywnych, badz fatszywie pozytywnych. FDA podkresla jednocze-
$nie, ze w przypadku innych nowotwordw istnieja skuteczne testy przesiewowe, jednak nie istnieja jesz-
cze takie testy w przypadku raka jajnika. Co najwazniejsze, w podanym oswiadczeniu FDA wyraznie
podkresla, ze dobry test przesiewowy w przypadku raka jajnika jest bardzo potrzebny, ze wzgledu na
zwykle zbyt pézne diagnozowanie. Uruchomiono nawet tatwy dostep naukowcdédw do biobanku z prob-
kami krwi od pacjentek z rakiem jajnika, aby przyspieszyé badania w poszukiwaniu skutecznego bio-
markera diagnostycznego i sposobu diagnozowania raka jajnika, w szczegdlnosci we wczesnym sta-
dium. Badania w kierunku stworzenia czutego i swoistego testu opartego na nieinwazyjnych biomarke-
rach jest zatem naglaca potrzeba w diagnostyce raka jajnika. Ze wzgledu na to, Ze jajniki sg narzadami
potozonymi catkowicie w jamie otrzewnej, obecnie niemozliwe jest zdiagnozowanie raka jajnika bez
chirurgicznej resekcji. Dodatkowo, ze wzgledu na mozliwos¢ tatwego rozsiewu komaérek nowotworo-
wych, nalezy rowniez unika¢ wykonywania biopsji cienkoigtowej. W zwigzku z tym, pilnie potrzebne sa
nieinwazyjne biomarkery, ktére mogtyby wesprze¢ dotychczasowe metody, takie jak USG przezpo-
chwowe oraz badanie poziomu CA125 (markera o czutosci zaledwie 40%).

Wiadomo, ze ekspresja mikro RNA (miRNA) moze wystepowac w tkance nowotworowej na innym
poziomie niz w tkance prawidiowej. Znane sa rézne miRNA i znane jest zastosowanie analizy ekspres;ji
wielu réznych mikro RNA do diagnostyki réznego rodzaju nowotworéw. miR-1246 jest stosowany do
diagnostyki nowotwordéw ptuc, jamy ustnej, szyjki macicy, czy prostaty (zobacz np. Liao i wsp.,
Expression and Clinical Significance of microRNA-1246 in Human Oral Squamous Cell Carcinoma
(2015) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4371709/, Zhang i wsp., Tumour-initiating cell-
specific miR-1246 and miR-1290 expression converge to promote non-small cell lung cancer pro-
gression, Nature Communications (2016)). Sekwencja miR-1246 dostepna jest w bazach danych, np.
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www.mirbase.org pod numerem dostepu: MIMAT0005898. Wiadomo réowniez, ze ekspresja tego miRNA
jest zmieniona w surowicy pacjentéw z nowotworem zotadka. Jednakze, chociaz ekspresja miR-1246
moze byé zmieniona w surowicy u pacjentéw z réznymi typami nowotwordw, nie wykazano takiego
zjawiska w przypadku raka jajnika. Nalezy mie¢ przy tym rowniez na wzgledzie to, ze fakt, iz dany typ
czgsteczki miRNA wystepuje na zmienionym poziomie u pacjentéw z jednym typem nowotworu, nie
wyklucza mozliwosci, Zze tego rodzaju zalezno$¢ nie bedzie wystepowata w przypadku innego typu no-
wotwordw, ani tego, ze dopiero w odpowiedniej kombinacji z innym biomarkerem lub biomarkerami,
jego ekspresja bedzie ewentualnie dostarcza¢ wskaznika diagnostycznego, a jej pomiar bedzie wcho-
dzi¢ w sktad skutecznego nieinwazyjnego testu dla innego, specyficznego nowotworu, np. raka jajnika.

Mikro RNA 150-5p (miR-150-5p) jest rowniez znany. Sekwencja miRNA dostepna jest w bazach
danych, np. www.mirbase.org pod numerem dostepu: MIMAT0000451. Wiadomo, ze miR-150-5p jest
zaangazowany w powstawanie wielu nowotworéw. Przyktadowo, obnizony poziom ekspresji miR-150-
-5p zostat wykryty w probkach tkanek (ale nie we krwi czy surowicy) od pacjentdéw z rakiem trzustki
w poroéwnaniu do tkanek zdrowych (Zhonghua Bing Li Xue Za Zhi., lipiec 2013;42(7):460-4.
doi:10.3760/cma.j.issn.0529-5807.2013.07.007.). Jednakze, jak dotad nie wykazano zwiazku pomiedzy
ekspresjg miR-150-5p a rakiem jajnika, ani samodzielnie, ani w kombinacji z jakimkolwiek innym bio-
markerem lub biomarkerami.

Celem niniejszego wynalazku jest zatem dostarczenie czutego i swoistego biomarkera diagno-
stycznego i prognostycznego do diagnostyki raka jajnika i monitorowania jego leczenia, jak réwniez do
przewidywania jego wznowy po zakonczonym leczeniu. Celem niniejszego wynalazku jest takze dostar-
czenie nieinwazyjnego sposobu do diagnostyki raka jajnika, charakteryzujacego sie duza swoistoscia
i czutoscig oraz testu diagnostycznego nadajacego sie do diagnostycznych badan, w tym przesiewo-
wych pod katem tego nowotworu.

Kroétki opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA skfadajacy sie z miR-
1246 oraz miR-150-5p. Taki zestaw biomarkeréw miRNA przeznaczony jest do zastosowania w diagno-
zowaniu raka jajnika.

Zgodnie z wynalazkiem opisany zostat takze diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA obej-
mujacy 2 biomarkery miRNA: miR-1246 oraz miR-150-5p.

Przedmiotem wynalazku jest takze diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA sktadajacy sie
z miR-1246 oraz miR-150-5p do zastosowania do diagnostyki raka jajnika.

Przedmiotem wynalazku jest sposob diagnozowania in vitro raka jajnika u osobnika, znamienny
tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

i) oznaczania poziomow ekspresji zestawu dwoch biomarkeréw miRNA: miR-1246 i miR-150-5p
w probce od osobnika;

i) poréwnania poziomow ekspresji oznaczonych w etapie i) z poziomami ekspresji miR-1246
i miR-150-5p u osobnika bez raka jajnika, przy czym poréwnanie dostarcza wskaznika diagno-
stycznego okreslajacego czy osobnik ma raka jajnika, przy czym wzrost poziomu ekspresji miR-
-1246 wzgledem poziomu ekspresji miR-1246 u osobnika bez raka jajnika i spadek poziomu
ekspresji miR-150-5p wzgledem poziomu ekspresji miR-150-5p u osobnika bez raka jajnika
wskazuja na raka jajnika u osobnika. Innymi stowy, wskaznikiem diagnostycznym raka jajnika
jest wzrost poziomu ekspresji miR-1246 w badanej probce wzgledem poziomu ekspresji miR-
-1246 u osobnika bez raka jajnika i spadek poziomu ekspresji miR-150-5p w badanej probce
wzgledem poziomu ekspresji miR-150-5p u osobnika bez raka jajnika.

Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku poréwnanie poziomow ekspresji przeprowadza sie
z wykorzystaniem zestawu danych zawierajacych dane o poziomie ekspresji zestawu markeréw miRNA
obejmujgcego miR-1246 i miR-150-5p.

Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku poziom ekspresji zestawu biomarkerow miRNA ozna-
cza sie z zastosowaniem metody pomiaru ekspresji wybranej sposrdd ilosciowej reakcji odwrotnej tran-
skrypcji z fancuchowa reakcja polimerazy (RT-gPCR), metody NanoString lub mikromacierzy.

Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku poréwnuje sie poziomy ekspresji po znormalizowaniu.

Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku stosuje sie klasyfikujacy model diagnostyczny, ktéry na
podstawie danych o poziomie ekspresji miR-1246 i miR-150-3p, klasyfikuje probke jako prébke od osob-
nika z rakiem jajnika lub jako prébke od osobnika bez raka jajnika. Taki klasyfikujacy model diagno-


http://www.mirbase.org
http://www.mirbase.org

4 PL 243444 B1

styczny wykorzystuje optymalne punkty odciecia (ang. optimal cut-off points) w zaleznosci od zastoso-
wanej metody oznaczenia ekspresji zestawu biomarkeréw miRNA, tj. NanoString, mikromacierze, RT-
-gPCR, z naciskiem na RT-gPCR. W korzystnym sposobie wedtug wynalazku wykorzystuje sie zawsze
optymalny punkt odciecia dla zastosowanej metody oznaczenia poziomu ekspresji zestawu biomarke-
row miRNA oraz zakres z informacjg o swoistosci (Sp) i czutosci (S). Klasyfikujacy model diagnostyczny
stosuje w odniesieniu do wynikéw pomiaru ekspresji zestawu biomarkerow miRNA wedtug wynalazku
przeprowadzonego z zastosowaniem metody RT-gPCR optymalny punkt odciecia w zakresie 0,1-0,8;
w przypadku metody NanoString punkt odciecia w zakresie 0,3-0,9, zas w przypadku mikromacierzy
wartos¢ optymalnego punktu odciecia wynosi 0,5.

Korzystniej do okreslania poziomu ekspresji miRNA stosuje sie metode RT-gPCR. Metoda ta
nadaje sie do wykorzystania na duzg skale w laboratoriach diagnostycznych, gdyz jest duzo tahsza niz
metoda NanoString czy mikromacierze, a ponadto wymaga znacznie mniej materiatu do badania i po-
zwala uzyskac wyniki znacznie szybciej niz w przypadku metod badan wielkoskalowych jak NanoString
czy mikromacierze.

Jeszcze korzystniej, w przypadku pomiaru ekspresji z zastosowaniem metody RT-gPCR do nor-
malizacji wynikow stosuje sie poziom ekspresji referencyjnego miRNA, korzystnie miR-103-3p i/lub miR-
-199b-5p.

Jeszcze bardziej korzystnie normalizacje wynikdw uzyskuje sie stosujgc wzor:

deltaCt = (Ct miR-1246/miR-150-5p - Ct miR-103-3p),

w ktérym

delta Ct oznacza zmiane wartosci cyklu progowego

Ct oznacza wartosc¢ cyklu progowego.

Szczegolnie korzystnie uzyskane dane w postaci wartosci deltaCt podstawia sie do klasyfikuja-
cego modelu diagnostycznego, a uzyskany wynik poréwnuje sie z punktem odciecia wybranym z za-
kresu 0,1-0,8. Wartosc¢ tego punktu jest okreslona za pomoca trenowania klasyfikujacego modelu dia-
gnostycznego na danych o znanym statusie probki.

Co istotne, w tym korzystnym sposobie wedtug wynalazku nie poréwnuje sie wartosci deltaCt,
a wartosci deltaCt podstawia sie do powyzszego réwnania i poréwnuje z punktem odciecia ustalonym
przez klasyfikujgcy model diagnostyczny.

Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku jako probke od osobnika stosuje sie probke surowicy.

Korzystnie zestaw biomarkerow sktadajacy sie z miR-1246 i miR-150-5p stosuje sie do diagno-
zowania, zwtaszcza niskozréznicowanego surowiczego raka jajnika.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkeréw miRNA
jak okreslono powyzej, tj. sktadajgcego sie z miR-1246 i miR-150-5p, do diagnozowania in vitro raka
jajnika.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkerow
mMiRNA jak okres$lono powyzej w diagnostycznym badaniu przesiewowym in vitro pod katem wystepo-
wania raka jajnika.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkerow
miRNA jak okreslono powyzej do oceny in vitro skutecznosci leczenia raka jajnika.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkeréw miRNA
jak okreslono powyzej do monitorowania in vitro odpowiedzi na leczenie raka jajnika.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkerow
miRNA jak okreslono powyzej do przewidywania wznowy raka jajnika po ukoriczonym leczeniu raka
jajnika.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto zestaw testowy do diagnostyki in vitro raka jajnika, charak-
teryzujacy sie tym, Zze zawiera srodki do ilosciowego oznaczania poziomu ekspresji zestawu dwdch
biomarkerow miRNA: miR-1246 i miR-150-5p oraz instrukcje do przeprowadzenia sposobu wedtug wy-
nalazku jak okreslono powyze,j.

Korzystnie zestaw testowy do diagnostyki wedtug wynalazku jako srodki do ilosciowego oznacza-
nia ekspresji zestawu biomarkeréw miRNA: miR-1246 i miR-150-5p zawiera odczynniki i startery do
powielania w reakcji RT-gPCR miR-1246 i miR-150-5p.

Korzystniej zestaw testowy do diagnostyki wedtug wynalazku zawiera ponadto $rodki do iloscio-
wego oznaczania ekspresji referencyjnego miRNA, korzystnie zestawu miR-103-3p i/lub miR-199b-5p,
takie jak startery i odczynniki odpowiednie do powielania metodg RT-qPCR.
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Szczegobtowy opis wynalazku

Wynalazki weditug niniejszego zgtoszenia bazuja na wyselekcjonowaniu przez twércéw wyna-
lazku zestawu biomarkerow mikroRNA, tj. miR-1246 oraz miR-150-5p, ktéry nadaje sie do diagnozowa-
nia raka jajnika, w szczegolnosci niskozréznicowanego surowiczego raka jajnika, z wysoka czutoscia
i swoistoscia.

Wynalazki wedtug niniejszego zgtoszenia rozwigzuja problem dotychczasowego braku wiarygod-
nych, czutych i swoistych biomarkeréw oraz sposobdw diagnostycznych je wykorzystujacych do diagno-
zowania raka jajnika, w szczegdélnosci niskozréznicowanego raka jajnika, i w konsekwencji pozwalaja
na diagnoze tej choroby nowotworowej, korzystnie nawet wczesna diagnoze raka jajnika, tj. przed wy-
stapieniem objawdw klinicznych tej choroby. Dodatkowo, wyniki klasyfikacji diagnostycznej uzyskane
zgodnie z niniejszymi wynalazkami sg stabilne réwniez wzgledem zaawansowania choroby, co zostato
potwierdzone na zewnetrznych danych. Ta cecha wynalazkéw wedtug niniejszego zgtoszenia pozwala
na ich szersze zastosowanie diagnostyczne, w szczegdlnosci w badaniu przesiewowym pod katem wy-
stepowania raka jajnika.

Diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku sktada sie z miR-1246 oraz miR-
-150-5p pozwala na swoistg i czutg diagnostyke raka jajnika, zwtaszcza niskozréznicowanego surowi-
czego raka jajnika.

Diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku znajduje ponadto zastosowanie
zgodnie z wynalazkiem w diagnostycznym badaniu przesiewowym in vitro pod katem wystepowania
raka jajnika.

Diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku znajduje rowniez zastosowanie
zgodnie z wynalazkiem w sposobie oceny skuteczno$ci in vitro leczenia raka jajnika.

Diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA weditug wynalazku znajduje takze zastosowanie
zgodnie z wynalazkiem do monitorowania odpowiedzi na leczenie raka jajnika.

Diagnostyczny zestaw biomarkerow miRNA wedtug wynalazku znajduje ponad to zastosowanie
zgodnie z wynalazkiem do przewidywania wznowy raka jajnika po ukoriczonym leczeniu raka jajnika.

W takich zastosowaniach diagnostycznego zestawu biomarkerow miRNA wedtug wynalazku jak
okreslono powyzej zestaw skfada sie z biomarkerow miR-1246 i miR-150-5p.

Zatem przedstawione tu wynalazki moga by¢ stosowane nie tylko do diagnostyki raka jajnika, ale
takze do monitorowania skutecznoséci leczenia raka jajnika, zaréwno w trakcie jego trwania, jak rowniez
po zakonczeniu leczenia. W takim przypadku prébka do badania pochodzi od osobnika poddawanego
leczeniu i/lub po zakonczonym leczeniu i w okreslonych odstepach czasu oznacza sie poziom ekspres;ji
diagnostycznego zestawu biomarkeréw miRNA w prébce od pacjenta i porownuje sie z odpowiednimi
danymi dla tego pacjenta uzyskanymi wczesniej, tzn. na etapie rozpoznania raka jajnika i/lub na wcze-
$niejszym etapie leczenia. Zmiana poziomu ekspresji diagnostycznego zestawu biomarkeréw miRNA
weditug wynalazku wzgledem poziomu oznaczonego wczesniej dostarczy wskaznika diagnostycznego
pozwalajgcego na stwierdzenie czy zastosowane leczenie jest skuteczne. Wskaznikiem diagnostycz-
nym raka jajnika korzystnie jest wzrost poziomu ekspresji miR-1246 wzgledem poziomu ekspresji miR-
-1246 u osobnika bez raka jajnika i spadek poziomu ekspresji miR-150-5p wzgledem poziomu ekspresiji
miR-150-5p u osobnika bez raka jajnika. Zmiana poziomdw ekspresji diagnostycznego zestawu biomar-
keréow miRNA wedtug wynalazku w trakcie leczenia w kierunku poziomdéw ekspresji tego zestawu bio-
markerow u osobnikéw bez raka jajnika wskazuje na skutecznos¢ leczenia raka jajnika. Po zakonhczo-
nym pomysinie leczeniu poziom ekspresji diagnostycznego zestawu biomarkeréw miRNA wedtug wy-
nalazku powinien by¢ zasadniczo taki jak u osobnika bez raka jajnika. Stwierdzenie zatem wzrostu po-
ziomu ekspresji miR-1246 wzgledem poziomu ekspresji miR-1246 u osobnika bez raka jajnika i spadku
poziomu ekspresji miRNA-150-5p wzgledem poziomu ekspresji miR-150-5p u osobnika bez raka jajnika
po zakonczonym leczeniu pozwalaja stwierdzi¢ wystepowanie wznowy raka jajnika poprzez zaklasyfi-
kowanie prébki badanej jako probke od osobnika z rakiem jajnika.

Sposob diagnozowania in vitro raka jajnika wedtug wynalazku jest nie tylko czuly i swoisty, ale
takze szybki i nieinwazyjny, poniewaz wymaga jedynie zwyktego pobrania probki krwi w celu izolaciji
surowicy.

Do realizacji sposobu wedtug wynalazku potrzebna jest probka od osobnika. Taka probka jest
korzystnie prébka surowicy. Probke krwi petnej pobiera sie od osobnika do badania w standardowy
sposob do probowek bez antykoagulantu (na tzw. skrzep), i nastepnie izoluje sie z niej surowice do
badania zgodnie z wynalazkiem. Doktadniej, po pobraniu, prébke krwi odstawia sie na 30—60 minut,
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a nastepnie wiruje przez 5 min przy 4000 obr/min. Uzyskana tak probke surowicy, przenosi sie do czy-
stej od RNAaz probowki celem realizacji sposobu i/lub testu wedtug wynalazku.

Z uzyskanej tak prébki od osobnika izoluje sie nastepnie miRNA z uzyciem komercyjnie dostep-
nych zestawéw do izolacji miRNA, postepujac zgodnie z zaleceniami ich wytwércow. W przypadku izo-
lacji RNA z ptynéw ustrojowych, takich jak surowica, trudno jest oceni¢ wydajnoéc¢ izolacji na podstawie
pomiaru spektrofotometrycznego, gdyz ilos¢ materiatu jest mata. Dlatego jako metode kontroli jakosci
i ilosci wyizolowanego materiatu mozna stosowa¢ metode fluorometryczng. Zatem, przy realizacji spo-
sobu wedtug niniejszego wynalazku po izolacji miRNA korzystnie oznacza sie stezenie miRNA stosujac
metode fluorometryczng, np. z zastosowaniem zestawu Qubit™ microRNA Assay Kit i fluorometru Qu-
bit™ (ThermoFisher Scientific, USA).

Bazujac na zmienionych ekspresyjnie czasteczkach miRNA w grupie badanej z rakiem jajnika
w odniesieniu do grupy bez raka jajnika, wyselekcjonowanych metodg NanoString, zastosowano me-
tode selekcji atrybutdéw i wytypowano najsilniejszych kandydatéw do tworzenia klasyfikujacego modelu
diagnostycznego i opartego na nim testu diagnostycznego. Z réznych kombinacji wytypowanych miRNA
zostaty stworzone modele klasyfikujace, z ktérych najlepsza, tj. najbardziej czutg i swoista kombinacja
okazat sie wtasnie zestaw biomarkerow miRNA wedtug wynalazku obejmujacy miRNA: miR-1246 i miR-
-150-5p. Zastosowanie diagnostycznego zestawu sktadajacego sie z tych dwoch biomarkerdw miRNA
pozwala na czuta i swoista diagnostyke raka jajnika, nawet we wczesnym jego stadium rozwoju.

W ponizszej tabeli 1 podane sa parametry dla diagnostycznego zestawu biomarkeréw wedtug
wynalazku w poréwnaniu z inna kombinacjg biomarkeréw miRNA.

Tabela 1. Zmienne w zbudowanych modelach klasyfikujacych z réznymi zestawami miRNA.

Wspélezynnik Wspoélczynnik
Wspétezynniki Stala ao
predyktora xi (a1) predyktora x2(az)
x1 = miR-1246
447117 0,07091 -0,31985
X2 =miR-150-5p
x] =miR-1246
_ -0,94138 0,03202 -0,02179
x2 = miR-144-3p

W ponizszej tabeli 2 podane jest porownanie podstawowych parametrow jakosci klasyfikacji dla
diagnostycznego zestawu biomarkeréw wedtug wynalazku w poréwnaniu z inna kombinacjg biomarke-
row miRNA. Jak wyraznie wida¢ parametry jakosci, tj. pole pod krzywa, swoisto$¢ i czuto$é, dla zestawu
biomarkerow wedtug wynalazku sa wyraznie lepsze niz w przypadku innego zestawu biomarkeréw.

Tabela 2. Parametry jakosci dla klasyfikujacych modeli diagnostycznych na zbiorach treningowym
i testowym dla pomiaréw ekspresji metoda Nanostring.

miR-1246, miR-1246, miR-1246, miR-1246,
Nazwa miR-150-5p miR-150-5p miR-144-3p | miR-144-3p
Zbior Treningowy Testowy Treningowy Testowy
Pole pod krzywg

98.6% 100% 93.9% 95.2%
(AUC)
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Nazwa miR-1246, miR-1246, miR-1246, miR-1246,
miR-150-5p miR-150-5p miR-144-3p | miR-144-3p

Zbior Treningowy Testowy Treningowy Testowy
Przedziat
ufnosci (CI) 96,4% - 85,8% 85,2%
dolna granica
Cl géma granica | 100% - 100% 100%
Punkt odciecia
(wskaznik 0,44 0,44 0,56 0,56
Youdena)
Czulos¢ 96,4% 100% 92,9% 92,3%
Swoistosé 95,2% 92,3% 95,2% 87,5%
Wspétczynnik
determinacji 0,74 - 0,66 -
(RY
Srednia
kwadratowa 0,23 - 0,29 -
biedu (RMSE)

Sposob wedtug wynalazku mozna przeprowadzi¢ z zastosowaniem dowolnych metod poréwny-
wania pozioméw ekspresji genow, ale korzystnie przeprowadza sie go z zastosowaniem klasyfikujacych
modeli diagnostycznych stworzonych przez twércow niniejszego wynalazku poprzez wprowadzenie do
nich danych, w tym przypadku o poziomach ekspresji zestawu biomarkeréw mikroRNA wedtug wyna-
lazku. Zgodnie z niniejszym wynalazkiem opracowano zatem klasyfikujace modele diagnostyczne, kto-
rych gtéwna rolg jest rozréznienie przypadkow raka jajnika od przypadkéw bez raka jajnika z wykorzy-
staniem oznaczenia i pordwnania poziomu ekspresji zestawu wybranych biomarkerow miRNA, tj.
miRNA-1246 i miRNA-150-5p. Te klasyfikujace modele diagnostyczne zostaty dopasowane, z wykorzy-
staniem techniki uczenia maszynowego oraz poprzez wyznaczenie odpowiednich punktow odciecia, do
znanych i ogélnodostepnych metod oceny poziomu ekspresji gendw jak opisano powyzej. Zatem, spo-
séb wedtug wynalazku mozna zrealizowaé z zastosowaniem znanych w dziedzinie metod pomiaru eks-
presji miRNA, korzystnie takich jak mikromacierze lub platforma NanoString, a najkorzystniej reakcja
odwrotnej transkrypcji z tahcuchowg reakcja polimerazy z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym
(RT-gPCR). W celu skutecznego zastosowania sposobu wedtug wynalazku nalezy jedynie wyznaczy¢
poziom ekspresji zestawu biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku w prébce od osobnika, korzystnie
w prébce surowicy, oraz znormalizowac¢ wynik odpowiednio do uzytej metody pomiarowej jak to wia-
domo w dziedzinie i jak opisano powyzej. Nastepnie zas w sposobie wedtug wynalazku przeprowadza
sie poréwnanie poziomow ekspresji, korzystnie poprzez klasyfikacje probki jako probke od osobnika
z rakiem jajnika lub jako probke od osobnika bez raka jajnika z zastosowaniem klasyfikujgcego modelu
diagnostycznego, wykorzystujac model regresiji logistycznej, podstawiajac wynik poziomu ekspresji wy-
selekcjonowanych miRNA od osobnika i poréwnujac z punktem odciecia odpowiednim dla wykorzysta-
nej metody pomiaru ekspresji biomarkerow miRNA wedlug wynalazku. Wedtug wynalazku wynik klasy-
fikujacego modelu diagnostycznego zostaje obliczony z wykorzystaniem zestawu danych zawieraja-
cego dane o poziomie ekspresji zestawu markeréw miRNA obejmujgcego miR-1246 i miR-150-5p.
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Dzieki wyznaczonemu punktowi odciecia na podstawie wynikow klasyfikacji na zestawie treningowym,
nie wymaga sie nastepnie przeprowadzania zadnego poréwnania z danymi od osobnikéw bez raka
jajnika, poniewaz klasyfikacja jest oparta o porownanie wyniku klasyfikujacego modelu diagnostycznego
z optymalnym punktem odciecia ustalonym na podstawie wytrenowanego klasyfikujacego modelu dia-
gnostycznego. Warto$¢ tego optymalnego punktu odciecia jest wyznaczana w punkcie najlepszych wy-
nikow dla swoistosci i czutosci podczas trenowania modelu.

Oznacza to, ze klasyfikujacy model diagnostyczny na podstawie wprowadzonych do niego da-
nych ze zbioru treningowego podlega wytrenowaniu i dokonuje klasyfikacji probki jako prébke pocho-
dzaca od osobnika z rakiem jajnika lub jako prébke od osobnikéw bez raka jajnika.

Co istotne w sposobie wedtug wynalazku korzystnie nie poréwnuje sie wartosci deltaCt, ale te
wartosci deltaCt wprowadza sie do klasyfikujgcego modelu diagnostycznego i poréwnuje z wyznaczo-
nym wczesniej optymalnym punktem odciecia odpowiednim dla wykorzystanej metody pomiaru ekspre-
sji biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku.

Zgodnie z wynalazkiem klasyfikujacy model diagnostyczny utworzony na podstawie znormalizo-
wanych danych ekspresji miRNA w surowicy na platformie NanoString wyglada nastepujaco:
e4A47+0,071emiR-1246-0,320«miR—-150-5p
1 + e447+0.071smiR-1246-0,3202miR-150~5p

P(Y = 1lxy, x5, 0 , X)) =

Punkt odciecia w zakresie 0,3 < x < 0,9 daje w tym przypadku wynik dla swoistosci (Sp) oraz
czutosci (S) > 80% (zobacz Tabela 7 ponizej).

Zgodnie z wynalazkiem klasyfikujacy model diagnostyczny utworzony na podstawie znormalizo-
wanych danych ekspresji miRNA w surowicy na platformie mikromacierzy (np. Affymetrix) wyglada na-
stepujgco:

e —2.5740.054+miR-1246+0.49+miR—-150-5p

P(Y =1lxy, x5, .., %) = 1 4+ e~257+0,054sMiR—1246+0,49»miR-150-5p

Punkt odciecia rowny 0,5 daje w tym przypadku wynik dla swoistosci (Sp) oraz czutosci (S) > 80%
(zobacz Tabela 11 ponizej).

Zgodnie z wynalazkiem klasyfikujacy model diagnostyczny utworzony na podstawie znormalizo-
wanych danych ekspresji miRNA w surowicy metoda RT-qgPCR. wyglada nastepujaco:

£55.160—1,616+miR—1246+4,277+miR—150-5p

X)) = 1 + e55160~1,616+miR—1246+4,277~miR—150-5p

PCY = 1|x,, x5, ...

Punkt odciecia w tym przypadku w zakresie 0,1 < x < 0,8 daje wynik dla czutosci (S) oraz swoi-
stosci (Sp) na zbiorze testowym > 85% (zobacz Tabela 16 ponizej).

Zgodnie z wynalazkiem pomiar poziomu ekspresji zestawu biomarkeréw miRNA wedtug wyna-
lazku najkorzystniej przeprowadza sie metoda RT-gPCR. Taka metoda uznawana jest za doktadna,
czuta i swoista w kontek$cie dojrzatych miRNA. Pozwala na okreslenie poziomu ekspresji miRNA nawet
o niskich poziomach. Do badania potrzebna jest prébka o niewielkiej objetosci. Metode te realizuje sie
korzystnie w dwoch etapach: 1) reakcji odwrotnej transkrypciji (RT) i 2) wiasciwej reakcji tancuchowe;j
polimerazy (PCR). Oba etapy przeprowadza sie w standardowy sposob znany w dziedzinie z zastoso-
waniem komercyjnie dostepnych zestawow i starterow do reakcji RT i PCR swoistych dla dwdch wyse-
lekcjonowanych miRNA, stanowigcych zestaw biomarkeréw miRNA wedtug wynalazku, tj. miR-1246
i miR-150-5p, stosujgc rekomendowane przez ich wytwoércow warunki. W metodzie tej korzystnie doko-
nuje sie takze pomiaru poziomu ekspresji genu referencyjnego, korzystnie wybranego miR-103-3p, ce-
lem umozliwienia normalizacji wynikéw. Przed rozpoczeciem wtasciwej reakcji przygotowuje sie serie
rozcienczen matrycy, co stuzy do obliczenia efektywnosci reakcji kazdej pary starteréw. Kazdorazowo
wiasciwa reakcja jest przeprowadzana dla cDNA otrzymanego z udziatem RNA odwrotnej transkryptazy
(RT+), jak rowniez dla prob kontrolnych bez dodatku odwrotnej transkryptazy (RT-) oraz dla prob
z sama woda zamiast matrycy. Po otrzymaniu wartosci Ct dla kazdego miRNA, wyniki sa normalizowane
do wartosci Ct genu referencyjnego i oblicza sie warto$¢ wedtug nastepujacego wzoru:
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deltaCt = (Ct miR-1246/miR-150-5p - Ct miR-103-3p).

Uzyskane dane z reakcji RT-gPCR w postaci wartosci réznicy ekspres;ji (deltaCt) korzystnie wpro-
wadzane s3g zgodnie z wynalazkiem do klasyfikujacego modelu diagnostycznego, ktérego wynik po po-
réwnaniu wyniku rownania z punktem odciecia, jak opisano powyzej, umozliwia klasyfikacje pacjentki,
od ktérej pobrano materiat jako pacjentke z rakiem jajnika lub bez raka jajnika.

Jak wiadomo, szczegdinym wskazaniem przy przeprowadzaniu reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym w przypadku analiz miRNA jest wyliczenie wydajnosci amplifikacji uzytych starteréw na podstawie
wynikéw uzyskanych z serii 10-krotnych rozcienczen matrycy. W tym celu nalezy wyznaczy¢ krzywa
regresji na podstawie uzyskanych punktéw pomiarowych i wspétczynnik nachylenia prostej. W sposo-
bach wedtug wynalazku korzystnie stosuje sie etap optymalizacji metody PCR w postaci oceny wydaj-
nosci kazdej pary zastosowanych starterow, optymalizacji stezenia matrycy cDNA oraz steZzenia uzytych
starteréw, w sposob znany w dziedzinie.

Sposob diagnostyki raka jajnika wedtug wynalazku pozwala na diagnozowanie raka jajnika
W sposob nieinwazyjny. Zaleta sposobu wedtug wynalazku jest to, Ze charakteryzuje sie on wysoka
czutoscia i swoistoscig diagnostyczna i/lub prognostyczng. Nalezy podkresli¢ fakt, ze sposéb wedtug
wynalazku okazat sie skuteczny w diagnostyce raka jajnika w réznych jego stadiach, rowniez we wcze-
snych stadiach (FIGO I-II), ktore jest bardzo rzadko wykrywane z zastosowaniem obecnie dostepnych
metod. Taki sposdb jest szczegdlnie korzystny ekonomicznie dla stuzb zdrowia, bo pozwala zdiagnozo-
wac raka jajnika na wczesnym etapie jego zaawansowania, a co za tym wdrozy¢ skuteczne leczenie na
wczesniejszym etapie, a przez to zwiekszy¢ skutecznosé leczenia, obnizy¢ koszty leczenia i poprawic
jakosc¢ zycia pacjenta. Zaleta niniejszego wynalazku jest rowniez to, Ze do badania potrzebna jest tylko
niewielka ilos¢ probki krwi, z ktérej izoluje sie surowice do badania zgodnie z wynalazkiem przez co nie
ma konieczno$ci przeprowadzenia inwazyjnej biopsji cienkoigtowej obarczonej ryzykiem dla pacjenta.
Dzieki temu, ze w sposobie wediug wynalazku wykorzystywany jest zestaw biomarkeréw miRNA, ktory
jest wysoce precyzyjny, bo wykazuje wyzsze AUC, czyli czuto$¢ i swoistos¢ niz szeroko uzywany
w diagnostyce nowotworu jajnika marker CA 125 (na podstawie danych z literatury), zastosowanie tego
zestawu biomarkerdw i korzystnie sposoby wykorzystujace klasyfikujagce modele diagnostyczne moga
by¢ rekomendowane przez onkologéw w celu szybkiego potwierdzenia wstepnej diagnozy. Sposéb
i test diagnostyczny wedtug wynalazku moga by¢ stosowane w laboratoriach diagnostycznych, w bada-
niach przesiewowych wspierajacych wczesna diagnostyke raka jajnika, do oceny skutecznosci terapii
raka jajnika, badz do kontroli pacjentéw po zakonczeniu leczenia (tzw. follow-up). Wynalazki wedtug
niniejszego zgtoszenia nadaja sie réwniez do stosowania w diagnostycznych badaniach przesiewowych
pod katem wystepowania raka jajnika, np. w grupach ryzyka takich jak kobiety po 40 roku zycia,
W szczegdlnosci obciazone wywiadem rodzinnym w kierunku raka jajnika lub raka piersi. Takie diagno-
styczne badania przesiewowe sa w tego rodzaju przypadkach szczegdlnie korzystne, poniewaz obecnie
nie istniejg zadne skuteczne $rodki, ktére pozwolityby na diagnozowanie raka jajnika na wczesnych
etapach jego zaawansowania, zwtaszcza w takich populacjach.

Wyniki uzyskane zgodnie z wynalazkiem swiadcza o wysokiej czutosci i swoistosci przedstawio-
nych tu wynalazkéw i przewyzszaja wyniki uzyskane z zastosowaniem srodkéw diagnostycznych zna-
nych w dziedzinie, w szczegdlnosci opartych na pomiarze markera CA125 i USG przezpochwowym.

Wynalazek zostanie teraz zilustrowany za pomoca przyktadéw wykonania i figur, ktére nie maja
jednak w jakikolwiek sposob ogranicza¢ zakresu ochrony zdefiniowanego w zastrzezeniach patento-
wych.

Krétki opis figur

Fig. 1 przedstawia mape cieplna ze zgrupowaniem hierarchicznym dla zréznicowanych miRNA.

Fig. 2 przedstawia krzywe ROC i AUC (pole pod krzywa) dla zréznicowanych miRNA otrzymane
na podstawie danych poziomu ekspresji czasteczek miRNA z uzyciem platformy NanoString.

Fig. 3 przedstawia krzywe ROC i AUC (pole pod krzywa) dla zbioru treningowego i testowego dla
klasyfikujacego modelu diagnostycznego bazujacego na danych poziomu ekspresji miR-1246 i miR-
-150-5p uzyskanych z uzyciem platformy NanoString. W obrebie wykresu przedstawiono wartos¢ AUC,
punkt odciecia obliczony metoda statystyki J Youdena oraz odpowiadajgcg temu punktowi czuto$¢
i swoistosc.

Fig. 4 przedstawia krzywe ROC oraz AUC dla zbioru treningowego i testowego dla klasyfikuja-
cego modelu diagnostycznego bazujgcego na publicznych danych poziomu ekspresji miR-1246 i miR-
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-150-5p otrzymanych z uzyciem techniki mikromacierzy, znajdujacych sie w bazie Gene Expression
Omnibus (GEO). W obrebie wykresu przedstawiono wartos¢ AUC, punkt odciecia oraz odpowiadajaca
temu punktowi czutos¢ i swoistosc.

Fig. 5 przedstawia krzywe ROC oraz AUC dla klasyfikujacego modelu diagnostycznego w zalez-
nosci od stadium raka jajnika (FIGO I-IV). W obrebie wykresu przedstawiono wartos¢ AUC, punkt od-
ciecia oraz odpowiednio odpowiadajaca temu punktowi czuto$¢ i swoistosc.

Fig. 6 przedstawia krzywe ROC i AUC dla klasyfikujacego modelu diagnostycznego w zaleznosci
od rodzaju nowotworu, w nawiasach podany zostat przedziat ufnosci. Analize przeprowadzono z wyko-
rzystaniem publicznych danych poziomu ekspresji miRNA uzyskanych technika mikromacierzy dla raka
ptuca i raka jelita grubego.

Fig. 7 przedstawia wzgledny poziom ekspresji miR-1246 i miR-150-5p w surowicy kobiet z rakiem
jajnika w poréwnaniu do grupy kontrolnej uzyskany z zastosowaniem techniki RT-qgPCR.

Fig. 8 przedstawia krzywe ROC oraz AUC dla zbioru treningowego i testowego dla klasyfikuja-
cego modelu diagnostycznego otrzymane na podstawie danych uzyskanych z zastosowaniem techniki
RT-gPCR. W obrebie wykresu przedstawiono warto$¢ AUC, a w nawiasie podany zostat przedziat uf-
nosci.

Przykiady

Przy realizacji wszystkich badan i testow tu opisanych wykorzystano standardowe, ogdélnie znane
procedury przygotowania materiatu biologicznego, izolacji miRNA i pomiaru ekspresji miRNA, a takze
komercyjnie dostepne zestawy i aparaty do tych celéw, w tym znane oprogramowanie do analizy, po-
stepujac zgodnie z zaleceniami ich wytwércow oraz znane metody statystyczne i bioinformatyczne,
o ile wyraznie nie wskazano inacze;.

Opracowanie sposobu diagnostyki raka jajnika przeprowadzano w oparciu o ekspresje wybra-
nych czasteczek miRNA, najpierw przez wybranie odpowiednich czgsteczek przy uzyciu platformy wiel-
koskalowej NanoString, a nastepnie przez weryfikacje uzyskanych rezultatéw w badaniach opartych na
ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy DNA (RT-gPCR). Wszystkie badania zostaty zatwierdzone
przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (nr zgody APK.002.69.2020).

Profilowanie ekspresji miRNA w surowicy z uzyciem platformy NanoString

Profilowanie ekspresji miRNA w surowicy z uzyciem platformy NanoString zostato przeprowa-
dzone w grupie (n=70) obejmujacej pacjentki z niskozréznicowanym rakiem jajnika (n=36) oraz probie
kontrolnej, czyli grupie oséb bez raka jajnika (n=34). Za pomoca testu sumy rang Wilcoxona zostata
obliczona wartos¢ p dla wieku i wskaznika masy ciata (BMI). Miedzy grupami nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic w wieku i BMI (warto$¢ p > 0,05). Charakterystyke uczestnikéw przedstawiono po-
nizej w Tabeli 3. Probki krwi pobierano przed rozpoczeciem leczenia.

Tabela 3. Charakterystyka pacjentek, ktorych profil miRNA w surowicy zostat oznaczony
z uzyciem platformy Nanostring.

Kontrola Rak jajnika
Liczba pacjentek 34 36
Srednia +SD Min Max Wartosé p
Wiek w chwili
diagnozy (lata)
Zdrowi 63+14 38 86
Chorzy 59+6 45 72 01
BMI (waga/wzrost®)
Zdrowi 29+14 38 86
Chorzy 2743 21 34 04
FIGOT FIGon FIGO llI-IV N/A

Liczba przypadkéw 3 1 31 1
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Weryfikacja doswiadczalna niniejszeqo wynalazku obejmowata nastepujace etapy:
. Profilowanie miRNA w grupie z rakiem jajnika i grupie kontrolnej

Ekstrakcja RNA z surowicy zostata przeprowadzona za pomocg zestawu miRCURY ™ RNA iso-
lation Kit (Exigon, Dania), zgodnie z protokotem producenta. We wszystkich prébkach oznaczano ilo-
$ciowo stezenie RNA za pomoca metody fluorometrycznej przy uzyciu aparatu Qubit™ (Thermo Fisher
Inc., USA). Analiza zostata wykonana w 6 zbalansowanych eksperymentach przy uzyciu platformy Na-
noString. Pozwala ona na detekcje jednoczesnie w jednej probce poziomu ekspresji 798 miRNA.
Wszystkie etapy byty wykonywane wedtug protokotu producenta. Dane przeanalizowano z uzyciem
oprogramowania nSolver wersja 4.0. Normalizacja zostata przeprowadzona za pomocg $redniej geo-
metrycznej dla Top100 miRNA. Krotnos¢ zmiany (,Fold change”, FC) zostata policzona poprzez okre-
Slenie zdrowych osobnikow jako poziom podstawowy. Korekta dla wielokrotnego testowania hipotez
zostata wprowadzona za pomocg spodziewanego odsetka wynikow fatszywie dodatnich (ang. False
Discovery Rate, FDR) czyli wartosci oczekiwanej frakcji fatszywie odrzuconych hipotez zerowych
W zbiorze wszystkich odrzuconych hipotez zerowych, przemnozona przez prawdopodobieristwo odrzu-
cenia co najmniej jednej hipotezy wedtug Benjamina-Hochberga. U pacjentéw z niskozréznicowanym
surowiczym rakiem jajnika stwierdzono istotnie rézne profile ekspresji dwunastu miRNA w surowicy
w poréwnaniu z kontrolami (Tabela 4). Dane w postaci zliczen po normalizacji zostaty zaimportowane
i uzyte w dalszej analizie statystycznej. W tabeli strzatka w dét zostaty zaznaczone miRNA, ktérych
ekspresja jest obnizona, strzatka w gére te miRNA, ktérych ekspresja jest podwyZzszona u pacjentek
z rakiem jajnika w poréwnaniu do grupy bez raka jajnika.

Tabela 4. Parametry krotnosci zmiany i wartosci p po korekcji Benjamina-Hochberga (FDR).

miRNA FC FDR
miR-144-3p 231 | 0,00
miR-142-3p 194 | 0,00
miR-150-5p 1,81 | 0,00
miR-15a-5p 1,75 | 0,00
miR-15b-5p 1,65 | 0,00
miR-126-3p 161 | 0,00
miR-4454+miR-7975 | 245 1 0,00
miR-1246 261 1 0,00
miR-191-5p .51 | 0,01
miR-4516 168 1 0,01
miR-630 2,16 1 0,01
miR-106b-5p 136 | 0,04

Na Fig. 1. przedstawiono mape cieplng uwzgledniajaca 12 miRNA réznicujgaco eksprymowanych
u pacjentek z rakiem jajnika i w grupie kontrolnej, czyli bez raka jajnika. Czasteczki miRNA o zréznico-
wanej ekspresji zostaty zgrupowane hierarchicznie za pomoca metryki odlegtosci euklidesowej z kom-
pletng metoda potaczenia. Uwidoczniono wystepowanie czterech klastrow miRNA.

. ROC dla kazdego ze zréznicowanych miRNA

Krzywa ROC pozwala na ocene poprawnosci klasyfikatora, ktéry moze sie okaza¢ potencjalnym
markerem diagnostycznym. Pozwala ona réwniez na obliczenie swoistosci i czutosci w konkretnym
punkcie odciecia. Swoistos¢ (Sp) jest stosunkiem wynikoéw prawdziwie ujemnych, czyli osobnikow, kto-
rzy nie majg nowotworu i tak przyporzadkowanych na podstawie klasyfikatora. Czutos¢ (S) natomiast



12 PL 243444 B1

jest rowna stosunkowi wynikéw prawdziwie dodatnich, czyli osobnikéw, ktore maja nowotwor i tak przy-
porzadkowanych na podstawie klasyfikatora. Za pomocg pakietu pROC [X. Robin i wsp., ,pROC: An
open-source package for R and S+ to analyze and compare ROC curves”, BMC Bioinformatics, vol. 12,
nr 1, str. 77, marzec 2011] wR [R. C. T. R. Foundation, ,R: A Language and Environment for Statistical
Computing”, vol. 2, https://www.R-project.org, 2013.] zostaty obliczone AUC wraz z przedziatem ufnosci
(95%), punkt odciecia, czutos¢ i swoistos¢ jak i zostata stworzona krzywa ROC dla kazdego ze zrézni-
cowanych miRNA. Wyniki sg przedstawione w Tabeli 5 oraz na Fig. 2.

Tabela 5. Przewidywalnos¢ zréznicowanego miRNA. Przedstawiono parametry krzywej ROC (pole pod krzywa

(AUC) i 95% przedziat ufnosci (Cl) oraz czutos¢ (S) i swoistos¢ (Sp) odpowiadajace optymalnemu punktowi
odciecia wybranemu wedtug metody Youden’a).

Dolna Gorna
AUC Punkt
Zréznicowane miRNA granica granica ) S Sp
(%) odcigcia
Cl(%) CI (%)
miR-1246 92,3 86,1 98,6 92,5 80,6 94,1
miR-144-3p 82,2 72,4 92 53,0 55,6 97,1
miR-4454 + miR-7975 | 85,6 76,3 94,9 74,2 75 88,2
miR-150-5p 87,2 78,8 95,5 31,1 75 85,3
miR-630 78,2 67,3 89,1 149,83 80,6 64,7
miR-142-3p 83,3 73,8 92,9 168,1 86,1 76,5
miR-15a-5p 82,4 72,4 92,5 27,79 86,1 70,6
miR-15b-5p 80,1 70,0 90,1 44,1 83,3 | 64,7
miR-191-5p 79,6 69,1 90,1 27,2 55,6 97,1
miR-106b-5p 75,0 63,3 86,7 234 47,2 97,1
miR- 4516 78,4 67,7 89,2 88,35 556 | 882

lll.  Selekcja atrybutéw do zminimalizowania zmiennych i wybrania kombinacji miRNA

W celu selekcji miRNA, ktére sa najlepszymi potencjalnymi biomarkerami, dane zostaty podzie-
lone losowo, za pomocg pakietu caret [M. Kuhn, ,Building Predictive Models in R Using the caret Pac-
kage”, J. Stat. Softw., 2008.] w R version 3.6.1 [R. C. T. R. Foundation, ,R: A Language and Environment
for Statistical Computing”, vol. 2, https://www.R-project.org, 2013.], na zbior treningowy (70%) i zbiér
testowy (30%).

Z zastosowaniem zestawu treningowego za pomocg dwoch metod selekcji atrybutow: Information
Gain (zysk informacyjny) oraz Correlation-based Feature Subset Selection (wybor podzbioru cech
oparty na korelacji) zostaty wybrane 3 miRNA, z ktérych zostaty stworzone dwa modele regresji logi-
stycznej. Te modele regresji logistycznej sa klasyfikujgcymi modelami diagnostycznymi. W kazdym
Z nich ograniczono liczbe zmiennych zaleznych do dwoch. Te klasyfikujgce modele diagnostyczne zo-
staty zwalidowane na zbiorze testowym. Selekcja atrybutéw zostata wykonana za pomoca programu
WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis Version 3.8.3). Obie metody zostaty wykonane
na zbiorze testowym z uzyciem sprawdzianu krzyzowego - leave-one-out (LOOV). Zostata uzyta metoda
Information Gain z metodg poszukiwan typu Ranker, ktéra bazuje na obliczaniu zmniejszajacej sie en-
tropii poprzez dodawanie atrybutéw. Na tej podstawie zostaty wyselekcjonowane najlepsze trzy miRNA,
ktére najsilniej zmniejszajg entropie: miR-1246, miR-144-3p and miR-150-5p.

Do wyboru podzbioru cech opartego na korelacji, czyli z ang. Correlation-based Feature Selec-
tion, zostata uzyta metoda szukania: BestFirst (algorytm zachtanny). Metoda ta bazuje na wynikach
korelacji z klasa oraz miedzy atrybutami.
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Najsilniejsze atrybuty wedtug tej metody to:
miR-1246, miR-4454+miR-7975, miR-150-5p, miR-4516 i miR-144-3p.
IV.  Utworzenie klasyfikujagcego modelu diagnostycznego i ocena jego jakosci

Do utworzenia klasyfikujacego modelu diagnostycznego uzyto regresji logistycznej opartej o miR-
-1246 oraz miR-150-5p. Wielowymiarowe modele umozliwiajg badanie zalezno$ci wielu zmiennych nie-
zaleznych na jedng zmienng zalezna. Celem regres;ji logistycznej jest znalezienie takiej funkcji bazujace;j
na zmiennych, ktéra z najwyzszym prawdopodobienstwem wtasciwie klasyfikuje dane. Dzieki znalezie-
niu takiej funkcji mozliwe jest, na podstawie zmiennych niezaleznych, obliczenie prawdopodobienstwa
oraz klasyfikacja nowego osobnika. W tym przypadku na podstawie poziomu znormalizowanej ilosci
zliczen wytypowanych miRNA z platformy Nanostring, ktére sg zmiennymi niezaleznymi, wytrenowany
zostat model regres;ji logistycznej, ktory klasyfikuje kobiety chore na niskozréznicowany surowiczy no-
wotwor jajnika i kobiety bez takiego nowotworu. Ponizej znajduje sie rdwnanie regresji logistycznej, na
ktorej podstawie zostat zbudowany, klasyfikujacy model diagnostyczny:

k
ea0+zi=2 aix;

P(Y = 1lxy,x3, 0., X)) =
( I 172 k) 1+ea0+2f=2aixi

w ktérym
P(Y = 1|x1, X2, ... , xk) to warunkowe prawdopodobienstwo, ze zmienna zalezna Y przyjmie wartos¢
réwna 1 dla wartosci zmiennych niezaleznych x1, Xz, ... , Xk

e to liczba Eulera, ~ 2,718

ao to stata (punkt przeciecia)

a1, az, ..., ak to wspdtczynniki regresji dla poszczegdinych zmiennych niezaleznych, predyktoréw
X1, Xz, ... , Xk to zmienne niezalezne, predyktory, zmienne wyjasniajace.

Wraz ze wzrostem liczby predyktoréw powstaje niebezpieczenstwo zbytniego ,dopasowania” mo-
delu (,overfitting”) do danych, dlatego twoércy wynalazku zdecydowali sie na uzycie jedynie dwoch
miRNA w klasyfikujgcym modelu diagnostycznym.

V. Budowanie modelu regresji logistycznej i ocena przydatnosci

Model regresiji logistycznej (rozktad dwumianowy GLM z pakietu caret [M. Kuhn, ,Building Pre-
dictive Models in R Using the caret Package”, J. Stat. Softw., 2008.]) zostat wytrenowany na zbiorze
treningowym, ktory zawierat 70% danych, a nastepnie zwalidowany na zbiorze testowym (30% danych).
Aby zbudowacé stabilny model w trakcie trenowania zostat uzyty sprawdzian krzyzowy, a doktadniej K-
-krotna walidacja (K = 10). Takim sposobem dane zostaja podzielone na 10 podzbioréw. Nastepnie
kazdy z tych podzbioréw zostaje kolejno uzyty jako zbidr testowy, gdy pozostate sg uzyte jako zbior
treningowy. W wyniku tego analiza zostaje przeprowadzona 10 razy. W budowaniu modelu ta K-krotna
walidacja zostata przeprowadzona trzy razy, czyli caty zbiér treningowy zostat podzielony trzykrotnie na
10 podzbioréw. Wyniki analizy zostaty nastepnie usrednione w celu uzyskania jednego wyniku.

Ocene wtasciwej klasyfikacji za pomoca modeli zbudowanych na potaczeniach wytypowanych
miRNA wykonano za pomoca wykresow ROC, AUC wraz z przedziatem ufnosci, poziomem czutosci
i swoistosci w punkcie odciecia oraz R?i RMSE. Obliczenia jak i wykresy zostaty wykonane z uzyciem
oprogramowania R wersja 3.6.1 [R. C. T. R. Foundation, ,R: A Language and Environment for Statistical
Computing”, vol. 2, https://www.R-project.org, 2013.] oraz pakietow pROC [X. Robin i wsp., ,o,ROC: An
open-source package for R and S+ to analyze and compare ROC curves”, BMC Bioinformatics, vol. 12,
nr 1, str. 77, marzec 2011], Optimal Cutpoints [M. Lépez-Raton, M. X. Rodriguez- Alvarez, C. Cadarso-
Suarez, and F. Gude-Sampedro, ,Optimalcutpoints: An R package for selecting optimal cutpoints in
diagnostic tests”, J. Stat. Softw., vol. 61, nr 8, str. 1-36, listopad 2014] oraz programu GraphPad Prism
wersja 8. Punkt odciecia zostat obliczony za pomoca metody Youdena na zbiorze treningowym. W tym
punkcie zostata obliczana czuto$¢ i swoistos¢ na zbiorze testowym. W ponizszej tabeli (Tabela 6) przed-
stawione sa parametry wytrenowanego modelu.
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Tabela 6. Zmienne w zbudowanym modelu dla platformy NanoString. ao — stata,
a1 —wspotczynnik predyktora x1, a2z — wspétczynnik predyktora xo.

Wspélczynniki ao ai az
x1 =miR-1246
xz = miR-150-5p

447117 0,07091 -0,31985

Aby méc oceni¢ jakos¢ klasyfikacji opracowanego modelu, niezbedne jest obliczenie podstawo-
wych parametréw jakosci, ktére zostaty przedstawione w tabeli ponizej (Tabela 7). Model utworzony na
podstawie znormalizowanych danych ekspresji miRNA w surowicy na platformie NanoString:

e4,47+0,0710miR—1246—0,320-miR—150—5p

P(Y = 1|miR — 1246, miR — 150) = T — s i 1796 0320-mIR—150-57

w ktérym
P(Y = 1miR — 1246, miR — 150) to warunkowe prawdopodobienstwo, ze zmienna zalezna Y przyjmie
wartos¢ réwng 1 dla wartosci zmiennych niezaleznych miR — 1246, miR — 150
e to liczba Eulera, ~ 2,718.

Punkt odciecia w zakresie 0,1 < x < 0,9 daje wynik dla swoistosci (Sp) oraz czutosci (S) > 70%
(Tabela 7).

Tabela 7. Punkty odciecia w zakresie 0 < x <1
oraz wartosci czutosci i swoistosci.

Punkt odci¢cia Swoistosé (Sp) Czulosé (S)

0,0 0 100,0
0,1 76,92308 100,0
0,2 76,92308 100,0
0,3 84,61538 100,0
0,4 92,30769 100,0
0,5 92,30769 100,0
0,6 92,30769 100,0
0,7 100 100,0
0,8 100 100,0
0,9 100 87.5

1,0 100 0
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Tabela 8. Parametry jakosci dla o modelu na zbiorze treningowym i testowym.

miRNA-1246, miRNA-1246,
Nazwa
miRNA-150-5p miRNA-150-5p
Zbior Treningowy Testowy
AUC 98,6% 100%
Cl dolna
) 96,4% -
granica
CI goma
100% -
granica
Optymalny
punkt odcigecia 0,44 0,44
(Youden Index)
Czuloi¢ 96,4% 100%
Swoistosé 95,2% 92,3%
R? 0,74 -
RMSE 0,23 -

Krzywa ROC pomaga zwizualizowa¢ potencjat diagnostyczny opracowanych modeli. Na
Fig. 3. przedstawione sg krzywe ROC, jedna dla zbioru treningowego oraz druga dla zbioru testowego.
Na kazdej z krzywych zostat zaznaczony punkt odciecia, obliczony metoda statystyki J Youdena (wskaz-
nik Youdena) oraz odpowiednio w nawiasie odpowiadajgca temu punktowi czuto$¢ i swoistosc.

Nastepnie zostata stworzona Tablica pomytek (Tabela 9) dla obu modeli na danych, ktére nie
zostaty wigczone podczas trenowania modelu. Przedstawione na niej (Tabela 9) sa informacje o TP
(prawdziwie pozytywne), TN (prawdziwie negatywne), FP (fatszywie pozytywne) oraz FN (fatszywie ne-
gatywne).

Tabela 9. Tablica pomytek w zbiorze testowym dla modelu z miRNA-1246 i miRNA-150-5p.

Stan faktyczny
0 1

0] 12(IN) | O(FN)

1| 1(FP) 8 (TP)

Predykcja

VI. Walidacja doboru klasyfikujagcych miRNA na niezaleznym zbiorze

Do walidacji potencjatu wybranych miRNA jako silnego klasyfikatora raka jajnika na niezaleznej
kohorcie pacjentow wykorzystano dane z publicznie dostepnej bazy danych Gene Expression Omnibus
(GEO) nr GSE1068 (https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE106817). Badanie zo-
stato przeprowadzone z uzyciem mikromacierzy 3D-Gene Human miRNA V21_1.0.0 (Toray Industries,
Inc.). Dany zbiér zawiera profile miRNA 4046 pacjentek, w tym 333 ze zdiagnozowanym nowotworem
jajnika, 66 kobiet z guzami granicznymi jajnika, 29 z tagodnymi odmianami choréb jajnikow, 2759 pa-
cjentek bez nowotworu oraz 859 przypadkow z innymi nowotworami. Analiza zostata wykonana na da-
nych zliczen panelu miRNA w surowicy.
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Z catego zbioru danych zostaty wybrane dane zdrowych osobnikéw (n = 2759) oraz pacjentek
z rakiem jajnika (n = 320). Jednak, aby zbalansowac¢ wielkos¢ grup, zostaty losowo wybrane dane osoéb
zdrowych w ilosci 320. Z tego wzgledu, iz dane zostaty wygenerowane za pomocg innego urzadzenia,
ponownie zostat stworzony model bazujacy na ekspresji miR-1246, miR-150-5p, w ten sam sposdéb jak
w punkcie V. Potencjat diagnostyczny zostat okreslony za pomoca krzywej ROC, punkt odciecia zostat
ustalony na zbiorze treningowym w grupie badanych. Nastepnie zwalidowany na zbiorze testowym,
réwniez z uwzglednieniem stadium choroby.

Ponizej przedstawione sg parametry wytrenowanego modelu.
Tabela 10. Zmienne w zbudowanym modelu dla mikromacierzy.

Wspdiczynnik
P Wspolezynnik
Wspélezynniki Stala ao predyktora x;
predyktora x (a2)
(a1)
x1 = miR-1246
-2,57007 0,05412 0,49059

x2 = miR-150-5p

Model regresji logistycznej zostat utworzony na podstawie znormalizowanych danych ekspresji
miRNA w surowicy na platformie Affymetrix (mikromacierz) z uzyciem nastepujacego wzoru:

e —2,574+0,054*miR-1246+0,49+miR-150-5p

P(Y = 1|miR — 1246, miR — 150) = 1 + g-257+0,054*mIR-1246+0,49*mIR-150-5p

w ktérym
P(Y = 1jmiR — 1246, miR — 150) to warunkowe prawdopodobienstwo, ze zmienna zalezna Y przyjmie
wartos¢ réwng 1 dla wartosci zmiennych niezaleznych miR — 1246, miR — 150
e to liczba Eulera, ~ 2,718.

Punkt odciecia w zakresie 0,4 < x < 0,7 daje wynik dla swoistosci (Sp) oraz czutosci (S) > 70%
(Tabela 11).

Tabela 11. Punkty odciecia w zakresie 0 < x < 1 oraz warto$ci czutosci i swoistosci.

Punkt odcigcia Swoistos¢ (Sp) Czulosé (S)

0,0 0 100,0

0,1 35,41667 92,70833
0,2 47.91667 91,66667
03 65,62500 90,62500
0.4 77,08333 87.50000
0,5 85,41667 83,33333
0,6 89,58333 78,12500
0,7 94,79167 70,83333

Na Fig. 4 przedstawiono uzyskane krzywe ROC oraz AUC dla wytrenowanego modelu na zbiorze
treningowym oraz testowym. Na krzywej zaznaczony jest punkt odciecia, podano takze AUC, a w na-
wiasach przedziat ufnosci.

Nastepnie zostata sporzadzona tablica pomytek w zbiorze testowym dla klasyfikujgcego modelu
diagnostycznego dla mikromacierzy z miR-1246 i miR-150-5p na podstawie danych ze zbioru testo-
wego. W Tabeli 12 przedstawione sg informacje o ilo$ci wynikow prawdziwie pozytywnych (TP), praw-
dziwie negatywnych (TN), fatszywie pozytywnych (FP) oraz fatszywie negatywnych (FN).



PL 243444 B1 17

Tabela 12. Tablica pomytek w zbiorze testowym dla modelu dla danych z mikromacierzy z miRNA-1246,

miRNA-150-5p.
Stan faktyczny
0 1

0| 182(TP) | 37(FN)

Predykcja
1| 42(FP) | 187 (TF)

Na Fig. 5 przedstawiono krzywe ROC dla wytrenowanego modelu klasyfikujacego opartego na
regresji logistycznej oraz obliczone AUC wraz z przedziatem ufnosci dla réznych stadidow raka jajnika
wediug FIGO. Dla kazdego ze stadiow zostata obliczona czutos¢ i swoistos¢ modelu w okreslonym
punkcie odciecia. Tabela 13 zawiera streszczenie wynikow parametrow jakosciowych dla opracowa-
nego modelu opartego o dwa wybrane miRNA (miR-1246 oraz miR-150-5p). Poniewaz w danych wali-
dacyjnych byta dostepna informacja o zaawansowaniu choroby (FIGO), w tabeli réwniez podana jest
informacja o licznosci grupy oraz o wyniku klasyfikacji dla poszczegoéinych stadiéw choroby.

Tabela 13. Wyniki oceny jakosci modelu na danych zewnetrznych.

Nazwa miRNA-1246, miRNA-1246,
miRNA-150-5p miRNA-150-5p

Zbior Treningowy Testowy

AUC (95% CI) 89,1% 89.5%

Cl dolna granica 86,1% 84.8%

CI goma granica 92,1% 94,1%

Punkt odci¢cia 0,56 0.56

Czutos¢ 81,2% 82,3%

Swoistos¢ 87.1% 87.5%

FIGO I (n = 80)

AUC (95% CI) - 88,3%

FIGO II (n = 30)
AUC (95% CI) - 92,8%

FIGOIII (n=112)

AUC (95% CI) - 88,4%
FIGO IV (n = 32)
AUC (95% CI) - 88,7%
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Dodatkowo, z  wykorzystaniem publicznie  dostepnych danych VI (dane z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE106817) zawierajacych rowniez dane o eks-
presji miRNA w surowicy u pacjentdow z innymi nowotworami, zostaty utworzone krzywe ROC oraz ob-
liczone AUC wraz z przedziatem ufnosci na podstawie stworzonego klasyfikujacego modelu diagno-
stycznego. Wyniki dla wytrenowanego modelu przedstawione sa na Fig. 6. Widoczne jest, ze klasyfiku-
jacy model diagnostyczny jest w stanie wiasciwie odrézni¢ chorych na raka jajnika od chorych na raka
ptuca i od chorych na raka jelita grubego.

Vil.  Klasyfikujacy model diagnostyczny dla metody RT-qPCR

W celu wytworzenia klasyfikujacego modelu diagnostycznego mozliwego do stosowania w prak-
tyce, do oceny poziomu ekspresji miR-1246 i miR-150-5p zastosowano reakcje odwrotnej transkrypc;ji
wraz z reakcja tancuchowej polimerazy z analiza ilosci produktu w czasie rzeczywistym (RT-gPCR). Do
badania wtaczono powiekszong grupe pacjentek (n=88), w tym 42 pacjentki z rakiem jajnika oraz 46
pacjentki w grupie kontrolnej (Tabela 14).

Tabela 14. Charakterystyka pacjentek, ktérych probki zostaty witaczone do badan metoda RT-gPCR.

Kontrola Rak
Jajnika
Liczba pacjentek 46 42
Srednia +SD Min Max Wartosc p
Wiek w chwili
diagnozy (lata)
Zdrowi 59+7 43 77
Chorzy 6313 38 86 Ho8
BMI (waga/wzrost?)
Zdrowi 2744 21 39
Chorzy 2845 19 42 0.7
FIGO T FIGO FIGO HI-IV N/A
I
Liczba przypadkéw 3 1 34 4

Do reakcji odwrotnej transkrypcji zastosowano zestaw odczynnikow mirCURY LNA RT Kit (Qia-
gen, Germany), natomiast do wtasciwej reakcji PCR w czasie rzeczywistym zastosowano zestaw miR-
CURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Germany). Reakcje przeprowadzono z uzyciem nastepuja-
cych starteréw: dla miR-1246, MIMAT0005898: 5’ AAUGGAUUUUUGGAGCAGG ; dla miR-150-5p, MI-
MAT0000451 : 5UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG. Zastosowano dwa referencyjne miRNA: miR-
103-3p, MIMAT0000101: 5’AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA oraz miR-199b-5p, MIMAT0000263:
5TCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC. Profil temperaturowy RT- gPCR byt nastepujacy: 2 min w temp.
95°C i 50 cykli: 10 s w temp. 95°C i 60 s w temp. 56°C. Obliczono wydajnos¢ reakcji dla kazdej pary
starteréw poprzez przygotowanie serii rozcienczen matrycy. Nastepnie wyznaczono cykle progowe (Ct)
PCR miRNA badanego i referencyjnego dla prob badanych i kalibratora. Wzgledny poziom ekspresji
badanego miRNA wyznaczono wedtug wzoru:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE106817
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(E )ACp gen badany (kontrola—préba)
gen badany

R= ) 4ACp gen kontrolny (kontrola—préba)

(Egen kontrolny

Wykazano, ze miR-1246 wykazuje podwyzszong ekspresje w surowicy kobiet z rakiem jajnika,
w odréznieniu od miR-150-5p, ktérego ekspresja u kobiet chorych na raka jajnika jest obnizona. Wyniki
przedstawiono na Fig. 7.

Bazujac na znormalizowanych danych RT-gPCR zostat utworzony klasyfikujacy model diagno-
styczny (rozktad dwumianowy GLM z pakietu caret [M. Kuhn, ,Building Predictive Models in R Using the
caret Package”, J Stat. Softw., 2008.]), ktory zostat wytrenowany na zbiorze treningowym zawierajacym
70% danych oraz zwalidowany na zbiorze testowym (30% danych). W celu zbudowania stabilnego kla-
syfikujacego modelu diagnostycznego w trakcie trenowania zostat uzyty sprawdzian krzyzowy — metoda
leave- one-out crossvalidation. Zostato utworzonych tyle podzbioréw, aby kazdy pacjent raz znalazt sie
W grupie testowej, reszta w zbiorze treningowym, jak réwniez zostat utworzony model regresji logistycz-
nej na podstawie kazdego z podzbioréw. Wyniki tych analiz zostaty nastepnie usrednione w celu uzy-
skania jednego, najbardziej optymalnego wyniku.

Ocene wtasciwe] klasyfikacji wykonano za pomoca wykreséw ROC, wyznaczajac AUC wraz
Z przedziatem ufnosci, poziomem czuto$ci i swoistosci w punkcie odciecia oraz R? i RMSE. Obliczenia
jak i wykresy zostaty wykonane z uzyciem oprogramowania R wersja 3.6.1 [R. C. T. R. Foundation, ,R:
A Language and Environment for Statistical Computing”, vol. 2, https://www.R-project.org, 2013.] oraz
pakiety pROC [ X. Robin i wsp., ,,ROC: An open-source package for R and S+ to analyze and compare
ROC curves”, BMC Bioinformatics, vol. 12, nr 1, str. 77, marzec 2011], Optimal Cutpoints [M. Lépez-
Ratén, M. X. Rodriguez-Alvarez, C. Cadarso-Suarez, and F. Gude-Sampedro, ,Optimalcutpoints: An
R package for selecting optimal cutpoints in diagnostic tests”, J. Stat. Softw., vol. 61, nr 8, str. 1-36,
listopad 2014.]. Punkt odciecia zostat obliczony za pomocg metody Youdena na zbiorze treningowym.
W tym punkcie zostata obliczana czutos$¢ i swoisto$¢ na zbiorze testowym (Tabela 15).

Tabela 15. Zmienne w zbudowanym modelu dla danych z RT-gPCR. ao — stala,
a1 — wspoétczynnik predyktora x1, az — wspoétczynnik predyktora xe.

Wspélezynniki a0 a1 az
X1 = miR-1246
x2 = miR-150-5p

55,160 -1,616 4277

Klasyfikujacy model diagnostyczny zostat utworzony na podstawie znormalizowanych danych po-
ziomu ekspresji miRNA w surowicy uzyskanych metoda RT-qPCR, stosujac wzor.

e 55,160-1,616*miR—1246+4,277+=miR—150-5p

P(Y = 1lmiR — 1246, miR — 150) = 7 + £55160-1,616vmiR-1246+4,277+miR-150-5p

w ktérym
P(Y = 1jmiR — 1246, miR — 150) to warunkowe prawdopodobienstwo, ze zmienna zalezna Y przyjmie
wartos¢ réwna 1 dla wartosci zmiennych niezaleznych miR — 1246, miR — 150
e to liczba Eulera, = 2,718.

Punkt odciecia w zakresie 0,1 < x < 0,8 daje wynik dla czutosci (S) oraz swoistosci (Sp) na zbiorze
testowym > 85% (Tabela 16).


https://www.R-project.org
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Tabela 16. Punkty odciecia w zakresie 0 < x < 0,9 oraz wartosci czuto$ci i swoistosci.

Punkt odcigcia  Swoisto§¢ Czulosé

0,0 0 100,0
0,1 91.66667  100,0
0,2 91.66667  100,0
0,3 91,66667 1000
0,4 91.66667  92,85714
0.5 91,66667 92,85714
0,6 91,66667  92,85714
0,7 91.66667 92,85714
0.8 91,66667  85,71429
0,9 91,66667  78,57143

Obliczono rowniez podstawowe parametry jakosci w celu oceny jakosci klasyfikacji modelu dia-
gnostycznego, ktére przedstawiono w ponizszej Tabeli 17.

Tabela 17. Parametry jakosci dla modeli na zbiorach treningowym i testowym.

miR-1246, miR-1246,
Nazwa
miR-150-5p miR-150-5p
Zbior Treningowy Testowy
AUC 99,7 % 94,6 %
Cl dolna
. 99,0 % 83,9 %
granica
Cl goma
. 100% 100%
granica
Optymalny

punkt odci¢cia 0.2 -
{Youden Index)

Czutosé 96.4 % 100 %
Swoistosé 94,1 % 9,7 %

Krzywa ROC pomaga zwizualizowac potencjat diagnostyczny. Na Fig. 8 przedstawione sg krzywe
ROC dla wytrenowanego modelu, jedna dla zbioru treningowego oraz druga dla zbioru testowego. Na
kazdej z krzywych zostat zaznaczony punkt odciecia obliczony metoda statystyki i Youdena oraz odpo-
wiadajgca temu punktowi czuto$¢ i swoistosc.

Nastepnie zostata sporzadzona tablica pomytek (Tabela 18) na danych, ktére nie zostaty wia-
czone podczas trenowania modelu. W Tabeli 16 przedstawione sa informacje o ilosci wynikow prawdzi-
wie pozytywnych (TP), prawdziwie negatywnych (TN), fatszywie pozytywnych (FP) oraz fatszywie ne-
gatywnych (FN) po klasyfikacji.
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Tabela 18. Tablica pomytek w zbiorze testowym dla modelu z miRNA-1246 i miRNA-150-5p.

Stan faktyczny
0 1

0] 11 (TP) | O(FN)

l I(FP) 14 (TN)

Predykeja

Zastrzezenia patentowe

. Diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA sktadajacy sie z biomarkeréw miRNA: miR-1246

oraz miR-150-5p.

Diagnostyczny zestaw biomarkeréw miRNA sktadajacy sie z biomarkeréw miRNA: miR-1246

oraz miR-150-5p do zastosowania do diagnostyki raka jajnika.

Sposoéb diagnozowania in vitro raka jajnika u osobnika, znamienny tym, Zze obejmuje naste-

pujace etapy:

i)  oznaczania poziomow ekspresji diagnostycznego zestawu sktadajacego sie z dwoch bio-
markerow miRNA: miR-1246 i miR-150-5p w prébce od osobnika i

ii) poréwnania poziomoéw ekspresji oznaczonych w etapie i) z poziomami ekspresji miR-
1246 i miR-150-5p u osobnika bez raka jajnika, przy czym poréwnanie dostarcza wskaz-
nika diagnostycznego okreslajgcego czy osobnik ma raka jajnika, przy czym wzrost po-
ziomu ekspresji miR-1246 wzgledem poziomu ekspresji miR-1246 u osobnika bez raka
jajnika i spadek poziomu ekspresji miR-150-5p wzgledem poziomu ekspresji miR-150-5p
u osobnika bez raka jajnika wskazujg na raka jajnika u osobnika.

Sposoéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze poziomy ekspresji to poziomy znormalizowane.

Sposob wedtug zastrz. 3 albo 4, znamienny tym, ze poréwnanie poziomow ekspresji prze-

prowadza sie z zastosowaniem klasyfikujacego modelu diagnostycznego, ktory klasyfikuje

prébke jako probke od osobnika z rakiem jajnika lub jako probke od osobnika bez raka jajnika.

Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze klasyfikujacy model diagnostyczny przeprowa-

dza poréwnanie pozioméw ekspresji z wykorzystaniem zestawu danych zawierajacego dane

o poziomie ekspresji zestawu markeréw miRNA obejmujacego miR-1246 i miR-150-5p.

Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. 1 do 6, znamienny tym, ze poziom ekspresji zestawu

biomarkeréw miRNA oznacza sie z zastosowaniem metody pomiaru ekspresji wybranej spo-

$rod ilosciowej reakcji odwrotnej transkrypcji z tancuchowa reakcja polimerazy (QPCR), ko-

rzystnie z analiza ilosci produktu w czasie rzeczywistym (RT-gPCR), metody NanoString i mi-

kromacierzy.

Sposob wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze klasyfikujacy model diagnostyczny wykorzy-

stuje do klasyfikacji optymalny punkt odciecia wybrany sposréd: 0,1-0,8 w przypadku pomiaru

ekspresji metoda RT-gPCR; 0,3-0,9 w przypadku pomiaru ekspresji metoda NanoString oraz

wartos¢ 0,5 w przypadku pomiaru ekspresji z wykorzystaniem mikromacierzy.

Sposoéb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze do okreslania poziomu ekspresji miRNA stosuje

sie metode RT-gPCR.

Sposéb wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze do normalizacji wynikéw stosuje sie poziom

ekspres;ji referencyjnego miRNA, korzystnie miR-103-3p i/lub miR-199b-5p.

Sposéb wedtug zastrz. 10, znamienny tym, ze normalizacje wynikow uzyskuje sie stosujac

wzor:

deltaCt = (Ct miR-1246/miR-150-5p - Ct miR-103-3p),

w ktérym

delta Ct oznacza zmiane wartosci cyklu progowego

Ct oznacza wartosc¢ cyklu progowego.

Sposob wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze uzyskana znormalizowana wartosc¢ deltaCt po

poréwnaniu z punktem odciecia klasyfikuje osobnika, od ktérego pobrano probke jako osob-

nika z rakiem jajnika lub bez raka jajnika.
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Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. 3 do 12, znamienny tym, ze probke stanowi probka su-
rowicy.

Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. 3 do 13, znamienny tym, ze raka jajnika stanowi nisko-
zréznicowany surowiczy rak jajnika.

Zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkerow miRNA jak okreslono w zastrz. 1 do
diagnozowania in vitro raka jajnika.

Zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkerow miRNA jak okreslono w zastrz. 1 w dia-
gnostycznym badaniu przesiewowym in vitro pod katem wystepowania raka jajnika.
Zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkerow miRNA jak okreslono w zastrz. 1 do
oceny skutecznosci leczenia raka jajnika.

Zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkeréw miRNA jak okreslono w zastrz. 1 do
monitorowania odpowiedzi na leczenie raka jajnika.

Zastosowanie diagnostycznego zestawu biomarkerow miRNA jak okreslono w zastrz. 1 do
przewidywania wznowy raka jajnika po ukonczonym leczeniu raka jajnika.

Zestaw testowy do diagnostyki in vitro raka jajnika, znamienny tym, Zze zawiera $rodki do
ilosciowego oznaczania poziomu ekspresji diagnostycznego zestawu skfadajacego sie
z dwdéch biomarkerow miRNA: miR-1246 | miR-150-5p oraz instrukcje do przeprowadzenia
sposobu wedtug dowolnego z zastrz. 3 do 14, przy czym jako srodki do iloéciowego oznacza-
nia ekspresji zestawu biomarkeréw miRNA: miR-1246 i miR-150-5p zawiera odczynniki i star-
tery do powielania w reakcji RT-gPCR.

Zestaw testowy do diagnostyki wedtug zastrz. 20, znamienny tym, Zze ponadto zawiera Srodki
do ilosciowego oznaczania ekspres;ji referencyjnego miRNA, korzystnie zestawu miR-103-3p
i/lub miR-199b-5p.
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Rysunki

Fig. 1.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 6
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Fig. 8
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