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Panel biatkowy do sposobu diagnozowania ptynoéw oplucnowych i sposob analizy

plynow optucnowych do diagnozowani etiologii ptynu optucnowego

Wynalazek dotyczy panelu biatkowego do sposobu diagnozowania plynow
oplucnowych z zastosowaniem opartej na spektrometrii mas (MS) multipleksowanej
celowanej proteomiki z wykorzystaniem metod MS selektywnego, wielokrotnego lub
réwnoleglego monitorowania reakcji (SRM, MRM, PRM). Wynalazek rowniez dotyczy
sposobu analizy ptynow oplucnowych do diagnozowani etiologii ptynu optucnowego.

Piyn oplucnowy powstaje wskutek nieprawidtowego (nadmiernego) gromadzenia
si¢ ptynu w jamie oplucnowej. Jego powstawanie najczesciej towarzyszy nowotworom
pluca, w tym gruczolakoraka ptuc (ADC), raka ptaskonablonkowego (SCO),
drobnokomérkowego raka pluc (SCLC), oraz innym nowotworom ztosliwym, zapaleniu
pluc, gruzliczemu zapaleniu optucnej, a takze niewydolnosci serca i nerek, jednak znacznie
rzadziej wystgpuje rowniez w przebiegu 30 innych jednostek chorobowych (Fcller-
Kopman i Light, 2018; Mercer i in., 2019). Ptyny optucnowe sg skutecznie rozrozniane na
podstawie parametrow biochemicznych surowicy krwi i plynu oplucnowego oraz
kryteriow Lighta, na ptyny przesickowe zwykle powodowane chorobami uktadowymi
(takimi jak niewydolno$¢ serca, nerek, watroby), 1 wysiekowe, zwykle powodowane
chorobami ptuc lub optucnej (np. rak pluca, gruzlica optucnej, zapalenie pluc) (Feller-
Kopman i Light, 2018).

Istotne wyzwanie diagnostyczne stanowi dalsze réznicowanie wysigkow, np.
spowodowanych nowotworem od wysigkow gruzliczych lub spowodowanych zapaleniem
pluc od wysiekow gruzliczych, co wynika z podobienstwa ich profili biochemicznych i
komorkowych. Na przyktad nowotworom i chorobom zwigzanym z przewleklym stanem
zapalnym, takim jak gruzlica, na ogol towarzyszy wysiek limfocytarny, podczas gdy
wysieki wywotane zapaleniem pluc i niektore wysieki gruzlicze, charakteryzuja sie
wysokim poziomem neutrofili (Mercer i in., 2019).

Ustalenie etiologii ptynu jest kluczowe dla wdrozenia odpowiedniego leczenia,
jednak obecnie stosowana diagnostyka jest procesem czasochtonnym 1 czesto
prowadzacym do inwazyjnych procedur, takich jak torakoskopia, ktorych w wielu

przypadkach mozna byto unikna¢. Plyn oplucnowy jest rutynowo usuwany podczas
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matoinwazyjnej procedury torakocentezy, w celach terapeutycznych (zlagodzenia
dusznosci) 1 diagnostycznych oraz, ze wzgledu na jego umiejscowienie w poblizu stanu
patologicznego, jest idealnym zrédtem potencjalnych markeréw nowotworu pluca oraz
innych choroéb ptuc i optucnej o podtozu zapalnym (Mercer i in., 2019).

Nalezy podkresli¢, ze obecnie stosowane testy kliniczne pozwalajg na diagnostyke
bardzo nielicznych stanéw patologicznych na podstawie analizy wysigkow. Stosowane
testy diagnostyczne wysiekow, cechuja sie wysoka specyficznoscig, lecz ich istotnym
ograniczeniem jest niska czulos¢ (Mercer i in., 2019), np. badanie cytologiczne osadu do
diagnostyki wysiekow nowotworowych ma czutos¢ ponizej 60 %. W przypadku gruZzlicy
optucnej na wyniki testow opartych na metodach mikrobiologicznych, bedacych ,,ztotym
standardem”, czeka si¢ az dwa tygodnie, a ich czulo$¢ wynosi ponizej 63 %, podczas gdy
czulo$¢ szybkiego testu genetycznego w kierunku Mycobacterium tuberculosis w plynie
oplucnowym (Xpert MTB/RIF) wynosi ponize] 23 % (Jos¢ M. Porcel, 2016, 2018).
Choroby infekcyjne pluc 1 optucnej odznaczaja si¢ wysoka Smiertelnoscia, a metoda
bedaca ,,ztotym standardem” w ich diagnostyce, czyli hodowla patogenow w wysieku, ma
czutos¢ ponizej 60 % i wymaga duzo czasu (Mercer i in., 2019). Ponadto testy
biochemiczne wysigkdw nowotworowych i infekcyjnych moga dawa¢ podobne wyniki.
Zostalo to doskonale przedstawione obccnic w prospektywnym badaniu, w ktorym
testowano na duzej grupie plynéw optucnowych poziom biomarkeréw oraz innych
parametrow laboratoryjnych stosowanych w praktyce klinicznej. Na podstawie analizy
statystycznej otrzymanych wynikow wytoniono sze$¢ klastrow plynéw optucnowych -
nowotworowych, gruzliczych, ropnych, zwigzanych z niewydolnoscig serca, zapaleniem
pluc o réznym stopniu zaawansowania oraz wieloma innymi chorobami (Ferreiro i in.,
2020). Jednak wykazano, ze plyny o tej samej etiologii czesto byly przydzielane do
osobnych grup, podczas gdy wystgpowalo grupowanie razem plynow o rdznych
etiologiach. Powyzsze wyniki podkreslaja, jak wielkim wyzwaniem jest klasyfikacja
pltynow optucnowych i wskazuja na ogromne znaczenie w zastosowaniu do tego celu
multipleksowanych paneli markerow. W ostatnich latach zaproponowano wiele markerow
biatkowych stosowanych w praktyce klinicznej oraz potencjalnych markerow,
wyltonionych eksperymentalnie, aby wspomoc rozroznianie etiologii ptynow, a tym samym
wdrazanie odpowiedniego leczenia (Chen i in., 2014; Liu i in., 2015; José M. Porcel,
2018).

Przyktadowo w zgtoszeniu CN107064524A opublikowanym 18 sierpnia 2017 r.
opisano uktad do wykrywania pozioméw IGKC, C9, AHSG i KNG1 do réznicowania

ptynow optucnowych gruzliczych i nowotworowych. Jednak w opisie tym testy
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immunoenzymatyczne stosuje si¢ zamiennie z oznaczeniem spektrometriag mas. Podobnie
w zgloszeniu CN109490556A opublikowanym 19 marca2019 r. opisano rozrdznianie
ptynow oplucnowych gruzliczych i nowotworowych na podstawie pozioméw markerdw:
AGP1, ORM2 i C9.

W opisie patentowym opublikowanym w dn. 2 maja 2013 1. pod nr
WO/2013/062515 opisano panel biomarkeréw do testow diagnostycznych pod katem
nowotworu pluc obejmujacy CA6 jako gléwny marker nowotworowy we krwi w
kombinacji z co najmniej jednym z 22 markeréw nowotworowych w tym m. in. YWHAG,
MMP12, MMP7, KLK3-SERPINA3, CRP, C9 i inne.

Celowana proteomika oparta na metodach spektrometrii mas znajduje si¢ u progu
wejscia do praktyki klinicznej i niezaprzeczalnie jest przyszloscia diagnostyki opartej na
markerach biatkowych (Sabbagh i in., 2016; Zhang i in., 2019). Spektromeltri¢ mas (MS)
stosuje si¢ rutynowo w praktyce klinicznej do ilosciowego oznaczania matych czasteczek,
a od niedawna pomiar peptydow/biatlek przy uzyciu ukierunkowanych technologii
opartych na spektrometrii mas, zastepuje lub uzupetnia przestarzate techniki oparte na
reakcjach z przeciwciatami (Hoofnagle i Roth, 2013; Jannetto i Fitzgerald, 2016; Neubert i
in., 2020). Zastosowanie podej$c¢ celowane] proteomiki opartej na metodach spektrometrii
mas (trybu monitorowania wiclu/wybranych, rcakcji, MRM/SRM, ang. Multiple/Sclected
Reaction Monitoring lub trybu réwnoczesnego monitorowania reakcji, PRM, ang. Parallel
Reaction Monitoring) moze pomodc w przezwyci¢zeniu wielu kwestii (reakcje krzyzowe,
zmienna specyficznos¢ przeciwcial, autoprzeciwciata wytwarzane w organizmie pacjenta,
brak mozliwosci multipleksowania analiz, wysokie koszty opracowywania metody)
towarzyszacych stosowaniu testow immunologicznych, ktore przez wiele lat pozostawaty
»ztotym standardem” do ilosciowego oznaczania biatek (Hoofnagle i Roth, 2013; Zhang i
in., 2019).

Pancle MRM/SRM/PRM 1z zastosowaniem standardow bedacych peptydami
znakowanymi izotopowo, dostarczajg specyficznych informacji biologicznych, sg tansze i
szybsze w opracowywaniu, zapewniajag wysoka specyficznos¢ i precyzje analiz, a takze
charakteryzuja sie szerszym zakresem dynamicznym oraz mozliwoscia jednoczesnego
pomiaru wielu biatek podczas pojedynczej, szybkiej analizy (Sabbagh i in., 2016; Zhang i
in., 2019). W pelni zautomatyzowany i certyfikowany analizator kliniczny oparty na
MRM-MS (Thermo Scientific™ Cascadion™) zostal niedawno wprowadzony do analizy
zwigzkow matoczasteczkowych (Horber i in., 2020) i nastepnym krokiem mogloby by¢
wprowadzenie analizatora klinicznego opartego na MRM-MS do ilosciowego oznaczania

markeroéw biatkowych w ludzkim materiale biologicznym (Addona i in., 2020; Wright i
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Van Eyk, 2017). Stad w poprzedniej pracy tworcy opracowali test oparty na MRM-MS, do
ilosciowego oznaczania wielu cytokeratyn nabtonkowych (CK), obecnie stosowany do
okreslania nowotworowych stanow patologicznych, aby pomdc w ustalaniu etiologii
plynoéw optucnowych.

W retrospektywnym badaniu plyndw optucnowych pobranych od pacjentow
podczas torakocentezy, tworcy wykazali, ze test wedlug wynalazku skutecznie réznicuje
plyny nowotworowe od ptynow nienowotworowych (Domanski i in., 2016). Opracowany
przez tworcow test, stanowi maloinwazyjng analize ptynow optucnowych, oparta na
,»plynnej biopsji”, w przeciwienstwie do inwazyjnej procedury wyciecia guza lub biopsji
tkanki optucnej. Umozliwia roéwniez klasyfikacje roznych podtypéw nowotworu pluca i
potencjalnie skraca czas potrzebny do postawienia diagnozy i wdrozenia ukierunkowane;j
terapii, co jest szczegOlnie wazne dla pacjentow, ktérzy nie moga zosta¢ poddani
zabiegowi chirurgicznemu (Domanski i in., 2016; Perzanowska i in., 2018).

Obecnie panel MRM zostal rozszerzony do 53 bialek, z wprowadzeniem
dodatkowych  opracowanych  markerow  nowotworowych, gruzlicy 1  stanu
zapalnego/infekcji, bedace markerami stosowanymi pojedynczo w praktyce klinicznej oraz
potencjalnymi  markerami, opracowanymi w wyniku doswiadczen, a takze
opublikowanymi w literaturze naukowcj, do klasyfikacji ptynow optucnowych. Cclem
opracowania testu bylo zapewnienie optymalnego zestawu markerow (biatek i uzyskanych
z nich peptyddéw), ktore umozliwiajg uzyskanie najbardziej wiarygodnych oznaczen przy
uzyciu celowanej spektrometrii mas do diagnostyki etiologii pltynu optucnego, a takze
latwego przeniesienia testu do standardowego analizatora klinicznego (MRM-MS),
nieskomplikowanego protokotu przygotowania probki do analizy (bez etapdéw
wzbogacania ani deplecji), a bedace celem biatka zostaly wyselekcjonowane ze wzgledu
na ich poziom st¢zenia w ptynach oplucnowych (>1 ng/ml), tak aby pomiar ich st¢zen nie
wymagal stosowania metod wzbogacania.

Istotnym, sposrod analizowanych bialek w panelu bialek jest kadheryna-1 (CDHI)
(E-kadheryna) bedaca sktadnikiem potaczen przylegajacych, odgrywajaca wazna role w
adhezji migedzykomoérkowej tkanek nabtonka. Jest ona potencjalnym biomarkerem do
diagnostyki zaawansowanego raka jelita grubego, w surowicy krwi (Weil3 1 in., 2011).
Odnotowano, ze jej poziom jest podwyzszony w plynach nowotworowych i zostata
wybrana jako jeden z szesciu najlepszych, potencjalnych biomarkerow oprocz inhibitora
proteazy typu Kunitz 1 (SPINT1), mucyny-1 (MUC1/CA 15-3), trombospondyny-4
(THBS4), antygen CD166 (ALCAM) i domeny sushi, czynnika von Willebranda typu A
EGF 1 biatka 1 zawierajacego domeng pentraksyny (SVEP1) (C.-D. Chen i in., 2014).
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Chen 1 in. przeprowadzili analize¢ MRM na 82 ptynach oplucnowych i zastosowali etap
wzbogacenia prébki. Odnotowali SPINT1 (AUC: 0,916), CDHI1 (AUC: 0,815) 1 MUC1
(AUC: 0,807) jako gtéwne markery pozwalajace na rozroznienie ptyndw nowotworowych,
spowodowanych wylacznie przez gruczolakoraka. Ponadto, jako kontrole w tym badaniu
zastosowali plyny gruzlicze, ptyny parapneumoniczne i paranowotworowe (plyny
oplucnowe zwigzane z nowotworem pluca, ale bez stwierdzonych przerzutow), co
zapewne podwyzszyto uzyskane wartosci AUC. Na podstawie modelu regresji logistyczne;j
wybrali najlepszy panel 3-markerowy, sktadajacy sie z SPINT1, SVEP1 i THBS4 (AUC:
0,951).

SVEP1 jest wazng czasteczka adhezyjna komorek, regulujaca adhezje
miedzykomoérkowa, uczestniczacg w progresji raka (L. Chen 1 in., 2020; Shur1 in., 2007).

THBS4 jest zewngtrzkomorkowym biatkiem wigzagcym wapn, biorgcym udzial w
interakcjach komorka-komoérka 1 komorka-macierz, 1 stwierdzono jego nadekspresje w
zregbie nowotworowym gruczolakoraka zotadka typu rozlanego wydzielanym przez
fibroblasty zwiazane z rakiem oraz w podscielisko inwazyjnego raka sutka (Forster 1 in.,
2011; McCart Reed i in., 2013).

MUCI, znany réwniez jako antygen nowotworowy 15-3 (CA 15-3), jest duzag
glikoproteing przezblonowsa, ulegajaca ekspresji na powierzchni  wierzchotkowej
najprostszych komorek wydzielniczych nabtonka, ktéra ulega autoodszczepieniu na dwie
podjednostki (MUCI1-N i MUCI1-C) (Hattrup i Gendler, 2008), a jego nadekspresja
wystepuje w rdéznych nowotworach, w tym nowotworze ptuca (Nath i Mukherjee, 2014).
Krazacy MUCI-N stosuje si¢ jako serologiczny marker (CA 15-3) w praktyce klinicznej
do monitorowania raka sutka (Kufe, 2009). CA 15-3 stosowany w praktyce klinicznej,
oceniano w panelu wraz z trzema innymi markerami nowotworowymi (CEA, CA 125 1
CYFRA 21-1 (CK-19)) pod katem uzytecznosci do diagnostyki plynéw nowotworowych, a
CA 15-3 analizowany samodzielnie, miat najlepsza spos$réd nich czuto$¢ na poziomie
30 % (przy 100 % swoistosci). Potaczenie wszystkich czterech markerow razem dato
czutos¢ 54 % (José Manuel Porcel i in., 2004).

Hemopeksyna (HPX) jest powszechnie wystepujaca glikoproteing osocza wiazaca
hem, z ta wazna fizjologiczng rolg wymagang do zapobiegania uszkodzeniom
oksydacyjnym podczas hemolizy (Tolosano i Altruda, 2002). Stwierdzono, ze poziom
HPX byl wyzszy w ptynach nowotworowych (gruczolakorak/ niedrobnokomorkowy rak
pluca) w pordéwnaniu z plynami gruzliczymi/ parapneumonicznymi (Rodriguez-Pifieiro i
in., 2010; Z. Wang i in., 2012), ale jest to takze biatko reagujace w ostrej fazie,

indukowane po zapaleniu (Tolosano i Altruda, 2002).
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Mezotelina (MSLN) jest normalnie produkowany gltownie przez komorki
mezotelialne, lecz takze jest antygenem zwigzanym z nowotworem, ulegajacym
nadekspresji na réznych ztosliwych komodrkach nowotworowych, w tym ztosliwym
miedzybtoniaku optucnej (Creaney i Robinson, 2017). Jest to marker surowicy stosowany
do monitorowania migdzybtoniaka optucnej. Badania wykazujg takze jego wyzsze
poziomy w ptynach oplucnowych u pacjentow z ztosliwym migdzybtoniakiem optucnej,
natomiast odnotowano takze wiele falszywie dodatnich wynikow w innych ptynach
nowotworowych (Hooper i in., 2013; Miettinen i Sarlomo-Rikala, 2003). Analiza guzoéw
pluca wykazata, ze MSLN ulegal nadekspresji w potowie gruczolakorakow, w rakach
wielkokomorkowych 1 raku ptaskonabtonkowym, ale nadekspresja nie wystepowata w
raku drobnokomdrkowym (Mettinen i1 Sarlomo-Rikala, 2003).

WARS jest indukowanag interferonem-y, cytoplazmatyczng forma syntetazy
tryptofanylo-tRNA. WARS byla podwyzszona w ludzkich makrofagach zakazonych
Mycobacterium tuberculosis oraz w surowicy krwi pacjentéw z aktywna gruzlica ptuc,
bedac jednym z trzech najlepszych, potencjalnych biomarkeréw gruzlicy (De Groote 1 in.,
2017; Diaz i in., 2016).

Chemokina CXCL10 (CXCLI10), znana rowniez jako biatko indukowane
interfcronem-y 10 kDa (IP-10), jest cytoking nalezaca do rodziny chemokin CXC (M. Liu i
in., 2011). Przyciaga do miejsc objetych stanem zapalnym monocyty i aktywowane
limfocyty T, i sprzyja selektywnemu wzmocnieniu odpowiedzi Thl i1 zwigkszonej
produkcji IFN-y. Podwyzszony poziom CXCL10 w ptynach gruzliczych, podobnie jak
ecaminaza adenozynowa ADA i IFN-y, wskazuje na ostrg chorobe i sugeruje si¢ jej uzycie
jako dodatkowego markera diagnostycznego (K.-Y. Chen i in., 2016; Dheda i in., 2009;
Roofchayee 1 in., 2021). Siedem wczesniejszych badan, w ktérych stezenie CXCL10
mierzono metodg ELISA, wykazato srednig czulos¢ 84 % i swoistos¢ 90 % w identyfikacji
ptynu gruzliczego (José M. Porcel, 2016).

ADA reprezentowana przez dwa izoenzymy (ADAI1 i ADA2), bierze udzial w
metabolizmie puryn i katalizuje deaminacje adenozyny do inozyny, czasteczki sygnatowe;,
ktéra ma kluczowe znaczenie dla rozwoju uktadu limfatycznego (Cristalli 1 in., 2001).
ADAT1 stanowi wiekszos¢ wewnatrzkomorkowe] aktywnosci ADA, podczas gdy ADA2
jest wydzielana specyficznie przez uklad komorek monocytéw-makrofagéw oraz limfocyty
T 1 jest dominujacym izoenzymem w plynach gruzliczych (Bielsa i in., 2013; Cristalli i in.,
2001; Zemlin 1 in, 2009). Przydatno$¢ pomiaru catkowitej aktywnosci ADA w
diagnostyce gruzlicy optucnej zostala po raz pierwszy opisana w 1978 roku i do dzi$

pozostaje najbardziej wyspecjalizowanym biomarkerem plynu gruzliczego (José M.
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Porcel, 2016). Z pieciu metaanaliz wynika, ze pomiar aktywno$ci ADA w plynie
oplucnowym ma czutos¢ 92 % 1 swoistos¢ 90 % (José M. Porcel, 2016). Wykazano, ze
pomiar aktywnosci ADA2 jest lepszy niz pomiar catkowitej aktywnosci (Zemlin 1 in,,
2009), jednak w testach stosowanych w praktyce klinicznej nadal mierzy si¢ catkowita
aktywnos¢ ADA.

Biatko S100A9 (S100A9) jest biatkiem wigzacym wapn, ktére wystepuje gtownie
jako heterodimer S100A8/A9 (kalprotektyna) i jest wydzielane przez neutrofile 1 monocyty
modulujac procesy zapalne poprzez stymulowanie rekrutacji leukocytow i indukowanie
wydzielania cytokin, majace potencjal jako marker diagnostyczny dla choréb zwigzanych
ze stanem zapalnym (S. Wang 1 in., 2018).

Surowicze biatko amyloidu P (APCS) (sktadnik surowiczy amyloidu P lub SAP)
jest biatkiem osocza, ktére podobnie jak biatko C-reaktywne (CRP) nalezy do rodziny
pentraksyn biatek wigzacych ligandy zalezne od wapnia i1 jest zwigzane z kilkoma
patogennymi stanami amyloidu (Pepys, 2018). Hamuje on przemieszczanie si¢ neutrofili
do tkanek, sprzyja rozwiazywaniu stanow zapalnych i zwloknienia, promuje fagocytoze i
reguluje roznicowanie makrofagdéw (Pilling i Gomer, 2018). Wyzsze poziomy S100A9 i
APCS wykryto w plynach parapneumonicznych (a takze w plynach gruzliczych w
przypadku APCS) w poréwnaniu z ptynami nowotworowymi (gruczolakoraka) (Z. Wang i
in., 2012).

CRP jest biatkiem ostrej fazy zapalenia, wykorzystywanym w praktyce klinicznej
jako marker infekcji 1 incydentéw sercowo-naczyniowych (Sproston i Ashworth, 2018).
Byl on podwyzszony w ptynach infekcyjnych, w tym gruzliczych, parapneumonicznych i
ropniakach, w poréwnaniu do plynéw nowotworowych i przesigkow (Izhakian i in., 2016;
JM. Porcel i in., 2009; Watanabe 1 in., 2018). Metaanaliza 18 publikacji wykazata
rozsadna zdolnos¢ diagnostycznag CRP dla plyndéw parapneumonicznych (AUC: 0,88,
czutos¢ 80 %, swoistos¢ 82 %) (Liiin., 2019).

Wimentyna (VIM) to posrednie biatko filamentowe typu IIl zaangazowane w
utrzymywanie integralnosci komorkowej i inne procesy, takie jak przytaczanie, migracja i
sygnalizacja komorek (Ramos i in., 2020; Satelli i Li, 2011). Klasycznie, jest markerem
przejscia nablonkowo-mezenchymalnego (EMT), wigze sie ze zlym rokowaniem i
stwierdzono jego nadekspresje w roznych nowotworach nabtonkowych, w tym raku pluca
(Satelli 1 Li, 2011). VIM byl podwyzszony na powierzchni ludzkich monocytow
zakazonych M. tuberculosis i jako ligand posredniczyl w ich lizie przez komorki NK (Diaz

iin., 2016; Garg i in., 2006).
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Galektyna 1 (LGALS1) to lektyna o funkcjach przeciwzapalnych (Camby i in.,
2006; Sundblad 1 in., 2017). Jej nadekspresja zostatla zaobserwowana w ostrym i
przewlektym zapaleniu, ale takze w kilku typach nowotwordéw, w tym raku pluca, gdzie
moze wptywac na progresje nowotworu (Astorgues-Xerri i in., 2014; Sundblad i in., 2017).
Mundt i in. wykazali nadekspresj¢ LGALS1 w ptynach zwigzanych z gruczolakorakiem w
porownaniu z plynami zwigzanymi z miedzybloniakiem, podczas gdy Javadi i1 in.
stwierdzili co$ wprost przeciwnego, przy czym obaj twierdzili, ze LGALS1 jest
potencjalnym markerem miedzybtoniaka (Javadi i in., 2020; Mundt i in., 2014).

Metaloproteinaza 9 (MMPO, Zelatynaza B) stymuluje lub hamuje proces degradacji
macierzy zewnatrzkomorkowe] (ECM), a jej nadekspresja jest zwiazana z roznymi
nowotworami, a takze z ostrymi 1 przewlektymi chorobami zapalnymi oraz infekcjami
(Mondal i in., 2020). MMP9 bylo podwyzszone w ptynach gruzliczych w poréwnaniu z
przesigkami 1 ptynami nowotworowymi, i bytlo wytwarzane przez komorki nabtonkowe w
ziarniniakach (Park 1 in., 2005; Jose M. Porcel 1 in., 2016; Sheen i in., 2009).

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest niezbednym enzymem cytozolowym,
odwracalnie przeksztalcajgcym pirogronian w mleczan. Jest to homo- lub heterotetramer,
tworzacy pie¢ izoenzymow, roznigeych sie udziatem podjednostek LDHA i LDHB oraz
rozmieszczeniem tkankowym (Urbanska 1 Orzechowski, 2019). LDH jest uwalniany przez
uszkodzone komorki, a calkowity LDH w surowicy jest bardzo czulym, ale
niespecyficznym markerem wielu stanow chorobowych (Erez i in., 2014). Aktywnos¢
LDH stosuje sie do réznicowania przesieku 1 wysieku optucnowego, przy czym wysieki,
zwlaszcza skomplikowane wysieki parapneumoniczne i gruzlicze, charakteryzuja sie
wyzszym LDH (Feller-Kopman i Light, 2018; José M. Porcel 1 Light, 2006).

Ostatecznie opracowany test MRM obejmujacy panel 34 markerow biatkowych
zastosowano do analizy 209 plynéw oplucnowych o znanej etiologii, w celu oceny
uzytecznosci zastosowania tego sposobu do klasyfikacji plyndéw nowotworowych,
gruzliczych, infekcyjnych oraz spowodowanych niewydolnosciga narzagddéw (innych niz
pluca). Stosujac model klasyfikacji wieloklasowe], test wedlug wynalazku wykazuje
wysoka zdolnos¢ do rozrozniania wyzej wymienionych typow ptynow oplucnowych, a
szczegolnie ptynow nowotworowych i gruzliczych, ktorych réznicowanie jest bardzo
istotne z medycznego punktu widzenia. Co wiece] test umozliwia odréznienie plynow
nowotworowych 1 infekcyjnych od ptynow spowodowanych niewydolnoscia narzadow,
stanowiagcych gtownie przesigki, 1 obejmujacych szeroka game etiologii, ktore dotychczas
byly pomijane przez wiele grup badawczych 1 czgsto obnizaly swoistos¢ proponowanych

testow lub biomarkerow (Pan i in., 2020; Jose M. Porcel i in., 2016).

9/71



PL 440401 A1

Streszczenie wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest panel biatkowy skladajacy si¢ z markeréw
biatkowych 1 odpowiadajacych im peptydéw wymienionych w ponizszej tabeli 1.

Panel biatkowy wedlug wynalazku jest przeznaczony do sposobu in vitro
diagnozowania ptynow optucnowych z zastosowaniem opartej na spektrometrii mas (MS)
multipleksowanej proteomiki celowanej z wykorzystaniem metod MS selektywnego,
wielokrotnego lub rownolegtego monitorowania reakcji (SRM, MRM, PRM).

W panelu wedlug wynalazku wykryty 1 oznaczony ilosciowo, zwiekszony poziom
w plynie optlucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow:
kadheryna-1 (CDHI1), trombospondyna-4 (THBS4), mezotelina (MSLN), mucyna-1
(MUC1/CA 15-3), domena sushi, czynnik von Willebranda typu A EGF 1 biatko 1
zawierajace domeng¢ pentraksyny (SVEP1), inhibitor proteazy typu Kunitz 1 (SPINTI),
hemopeksyna (HPX), antygen CD166 (ALCAM), kallistatyna (SERPINA4), keratyna 8
typu 1l cytoszkieletu (CK-8), keratyna 18 typu I cytoszkieletu (CK-18), keratyna 19 typu 1
cytoszkicletu (CK-19), wskazuje na plyn nowotworowy, czyli plyn zwigzany z
nowotworem.

W panelu wedlug wynalazku wykryty 1 oznaczony ilosciowo, zwiekszony poziom
nast¢pujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow w plynie optucnowym: CDHI,
MUCI1, THBS4, MSLN, HPX wskazuje na ptyn nowotworowy. Korzystnie w panelu
wedlug wynalazku wykryty 1 okreslony ilosciowo, zwigkszony poziom lub
odpowiadajagcych im peptydow CDH1 w plynie optucnowym wskazuje na plyn
Nnowotworowy.

W panelu wedtug wynalazku wykryty i okreslony ilosciowo, zwiekszony poziom w
plynie optucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow: deaminazy
adenozyny 2 (ADA2), chemokiny CXCL10 (CXCL10) i syntetazy tryptofanylo-tRNA,
cytoplazmatycznej (WARS) wskazuje na pltyn gruzliczy, czyli plyn optucnowy
spowodowany zapaleniem oplucnej w wyniku infekcji Mycobacterium tuberculosis.
Korzystniec w panelu wedlug wynalazku wykryty 1 okreSlony ilosciowo, zwiekszony
poziom ADAZ2 i jej peptydow w plynie oplucnowym wskazuje na ptyn gruzliczy.

W panelu wedlug wynalazku wykryty i okreslony ilosciowo, zwiekszony poziom w
plynie optucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow: wimentyny
(VIM), galektyny 1 (LGALS1), osoczowego biatka amyloidu P (APCS), biatka S100A9,
metaloproteinazy 9 (MMP9), dehydrogenazy mleczanowej A (LDHA) i biatka C-

reaktywnego (CRP), wskazuje na plyn parapneumoniczny, inaczej inny plyn infekcyjny.
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Korzystnie, w panelu wedlug wynalazku wykryty 1 okreslony ilosciowo, zwigkszony
poziom w plynie optucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow:
CRP, S100A9, VIM, a korzystniej CRP i S100A9, wskazuje na inny ptyn infekcyjny.

W panelu wedlug wynalazku wykryty i okreslony ilosciowo, zmieniony poziom w
plynie optucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajgcych im peptydow: HPX,
LDHA, dehydrogenazy mleczanowej B (LDHB), sktadowych dopelniacza C3, C9, SVEP1
wskazuje na ptyn tagodny, wynikajacy z chordb innych niz nowotwory 1 infekcje.

Korzystnie w panelu wedlug wynalazku wykryty i okreslony iloSciowo, obnizony
poziom w plynie optucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow:
LDHA, LDHB, C3, C9, HPX wskazuje na ptyn tagodny. Korzystniej w panelu wedlug
wynalazku wykryty 1 okreslony ilosciowo, obnizony poziom w plynie optucnowym
nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydéw: LDHA i C9, wskazuje na ptyn
fagodny.

Przedmiotem wynalazku jest panel biatkowy 1 sposéb, w ktérym wykrywa sie
obecno$¢ i oznacza ilosciowo markery biatkowe o sekwencjach wskazanych jako
sekwencjach o numerach: 112,4,517,8,101 11, 14, 16 1 17, 18-20, 23, 24-26, 29, 30,
33-35, 36137, 40142, 44145, 48,50151, 54157, 58,60161, 63, 67-70, 71,72175,
79, 80-83, 84-86, 87-89, 90191, 92-94, 95197, 98-102 oraz 104-108

Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposob in vitro analizy ptynu oplucnowego
do diagnozowania jego etiologii, w ktorym to sposobie wykrywa si¢ i oznacza ilosciowo
panel biatek sktadajacy sie z markeréw biatkowych 1 odpowiadajacych im peptydéw
wymienionych w tabeli 1 w plynie optucnowym pobranym od pacjenta, oraz w ktorym
wykrywanie i oznaczenie ilosciowe przeprowadza sie przy uzyciu opartej na spektrometrii
mas multipleksowe] ukierunkowanej proteomiki, w ktorej obecnos¢ lub zmiana poziomu
bialtka lub jego odpowiedniej kombinacji peptydowej, wskazuje na etiologi¢ plynu
oplucnowego.

W sposobie wedlug wynalazku analize pltynu optucnowego przeprowadza si¢ przy
uzyciu oparte] na spektrometrii mas (MS) multipleksowane] celowanej proteomiki z
zastosowaniem metod MS selektywnego, wielokrotnego lub rownolegtego monitorowania
reakcji (SRM, MRM, PRM).

W sposobie wedlug wynalazku wykrywa sie obecnos¢ i oznacza ilosciowo zmiane
poziomu w ptynie optucnowym markerow biatkowych i odpowiadajacych im peptydow w
poréwnaniu z poziomem stezenia biatek lub peptydow odniesienia oznaczonym w grupie

odniesienia.
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W sposobie wedlug wynalazku wykrywa sie obecnos¢ i oznacza iloSciowo zmiane
poziomu w plynie oplucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow:
CDHI1, THBS4, MSLN, MUC1/CA 15-3, SVEP1, SPINT1, HPX, ALCAM, SERPINA4,
CK-8, CK-18, CK-19, przy czym ich obecnos¢ i zwigkszony poziom wskazuje na ptyn
nowotworowy. Korzystnie w sposobie wedtug wynalazku wykrywa si¢ obecno$¢ i oznacza
ilosciowo zmiang poziomu w plynie oplucnowym nastgpujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: CDHI1, MUCI, THBS4, MSLN, HPX, przy czym ich
obecnosc¢ i zwiekszony poziom wskazuje na ptyn nowotworowy.

W sposobie wedtug wynalazku wykrywa sie obecnos¢ i oznacza ilosciowo zmiane
poziomu w plynie optucnowym CDHI i jej odpowiednich peptydow, przy czym obecnosc
i zwigkszony poziom CDH1 wskazuje na ptyn nowotworowy.

W sposobie wedtug wynalazku wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza ilosSciowo zmiang
poziomu w plynie oplucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow:
ADA2, CXCL101 WARS, przy czym ich obecnos¢ i zwigekszony poziom wskazuje na ptyn
gruzliczy, czyli ptyn oplucnowy spowodowany zapaleniem optucnej w wyniku infekcji
Mycobacterium tuberculosis. Korzystnie w sposobie wedlug wynalazku wykrywa sie
obecnos¢ i oznacza ilosciowo zmiang poziomu ADA2 w plynie optucnowym, przy czym
jej obecnosc i zwigkszony poziom wskazuje na ptyn gruzliczy.

W sposobie wedtug wynalazku wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza ilosciowo zmiang
poziomu w ptynie oplucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow:
VIM, LGALSI1, APCS, S100A9, MMP9, LDHA i CRP, przy czym ich obecnos¢ i
zwigkszony poziom wskazuje na ptyn parapneumoniczny, inaczej inny plyn infekcyjny.
Korzystnie w sposobie wedlug wynalazku wykrywa si¢ obecno$¢ i oznacza iloSciowo
zmiang poziomu w plynie oplucnowym nastgpujacych biatek lub odpowiadajacych im
peptydow: CRP, S100A9, VIM, przy czym ich obecnos¢ i zwigkszony poziom wskazuje
na inny ptyn infekcyjny. Korzystniej obecnos¢ i zwigkszony poziom CRP, S100A9 i
odpowiadajacych im peptydow wskazuje na inny ptyn infekcyjny.

W sposobie wedlug wynalazku wykrywa sie obecnos¢ i oznacza ilosciowo zmiane
poziomu w pltynie optucnowym nastepujacych biatek lub odpowiadajacych im peptydow:
HPX, LDHA, LDHB, C3, C9, SVEPI1, przy czym ich obecnos¢ i obnizony poziom
wskazuje na plyn tagodny, wynikajacy z choréb innych niz nowotwory i infekcje.
Korzystnie w sposobie wedlug wynalazku wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza iloSciowo
zmiang poziomu w plynie oplucnowym nastgpujacych biatek lub odpowiadajacych im

peptydow: LDHA, LDHB, C3, C9, HPX, przy czym ich obecnos¢ i obnizony poziom
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wskazuje na ptyn tagodny. Korzystniej obecno$¢ i obnizony poziom LDHA i C9, i
odpowiadajacych im peptydéw wskazuje na ptyn tagodny.

Przedmiot wynalazku zostal przedstawiony jako panel markeréw biatkowych i
odpowiadajacych im peptydéw wymienionych w tabeli 1.

Tabela 1: Markery bialkowe wykryte i zmierzone ilo$ciowo w plynie
oplucnowym sposréd 53 bialek testowanych w tym badaniu. Obejmuja one biomarkery
stosowane w praktyce klinicznej oraz potencjalne biomarkery opublikowane w literaturze
naukowej o potencjale diagnostycznym do okreslania etiologii pltynow optucnowych,
wykrywania nowotworow lub chorob infekcyjnych w badaniach osocza krwi, przy uzyciu
biochemicznych lub opartymi na przeciwciatach testach diagnostycznych, lub przy uzyciu
technik badawczych, takich jak globalna i ukierunkowana spektrometria mas lub metody
jedno- 1 multi-pleksowe oparte na przeciwciatach. Dwadziescia dziewie¢ bialek (ADA1 1
ADAZ2 (reprezentujace ADA), C3, C9, CEA/CEACAMS, CK-6, CK-7, CK-8, CK-14, CK-
17, CK-18, CK-19, CRP , GRP, IFNG, LDHA, LDHB i LDHC (reprezentujace LDH),
MSLN, MUC-1/CA 15-3. MUC-16/CA-125, NSE, CDHI1, MMP9, EPCAM, VIM,
WFDC2/HE4, SPB3 /SCCA-1 i SPB4/SCCA-2 (reprezentujace SCCA)) reprezentuje
markery stosowane w praktyce klinicznej. Trzydziesci dwa, trzynascie i osiem biatek to
odpowiednio potencjalne lub powszechnie stosowane markery nowotworowe, gruzlicze i
infekcji lub stanu zapalnego. Pogrubienie peptydu wskazuje na najlepsze peptydy uzyte w

tescie MWU i indywidulanych krzywych ROC (fig. 4).
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Wynalazek zostat przedstawiony na rysunku, na ktorym:

Figura 1 przedstawia biatka istotnie podwyzszone w ptynach nowotworowych.
Wzgledne ilosci biatka w prébkach plyndéw oplucnowych pochodzacych od 209 pacjentow.
Istotnosc statystyczna (wartos¢ p w tescie U Manna-Whitneya (MWU)) jest przedstawiona
dla poréwnania ptynéw nowotworowych (RAK) z ptynami gruzliczymi (PG), ,,innymi
ptynami infekcyjnymi” (IPI), ,,wszystkimi ptynami infekcyjnymi” (WPIL: tacznie ptyny
gruzlicze 1 ,,inne ptyny infekcyjne”) lub ptynami zwigzanymi z niewydolnoscia narzadow
(PL: , ptyny tagodne”) (czarne linie) oraz w porownaniu ze wszystkimi innymi ptynami
oplucnowymi lacznie (warto$¢ p pokazana miedzy ,,WPI” 1 [ PL”). Wyniki nieistotne
statystycznie (p>0,05) sa oznaczone jako N.I. Pozostate wyniki testu MWU mozna znalez¢
w tabeli na fig. 4. Wykresy pudetkowe przedstawiaja mediang 1 przedzial
miedzykwartylowy Q3-Q1.

Figura 2 przedstawia biatka istotnie podwyzszone w plynach gruzliczych i
infekcyjnych. Wzgledne ilosci biatka w prébkach ptynow optucnowych pochodzacych od
209 pacjentdéw. Istotno$¢ statystyczna (wartos¢ p testu U Manna-Whitneya (MWU)) jest
przedstawiona nad wykresami w celu porownania pltynow gruzliczych (PG), ,innych
pltynow infekcyjnych” (IPI) lub ,wszystkich plynow infekcyjnych” (lacznie plyny
gruzlicze 1 ,,inne ptyny infekcyjne”: WPI) w poréwnaniu z plynami nowotworowymi
(RAK), ,innymi plynami infekcyjnymi” lub pltynami zwigzanymi z niewydolnoscia
narzadow (PL: , plyny lagodne™) (wartos¢ powyzej kazdej grupy). Ponizej wykresow
podano wartosci p dla porownania ptynow gruzliczych, ,,innych ptynéw infekcyjnych” lub
,wszystkich ptynow infekcyjnych” z wszystkimi innymi ptynami optucnowymi tacznie.
Wyniki nieistotne statystycznie (p>0,05) sa oznaczone jako N.I. Pozostale wyniki testu
MWU mozna znalez¢ w tabeli na fig. 4. Wykresy pudetkowe przedstawiaja mediang i
przedzial miedzykwartylowy Q3-Q1.

Figura 3 przedstawia wydajnos¢ klasyfikatora w rozréznianiu ptyndéw optucnowych
na piec klas etiologicznych. (a) Krzywe ROC przedstawiajgce skutecznos¢ diagnostyczng
klasyfikatora rozrozniajacego ptyny oplucnowe do jednej z pieciu klas etiologicznych.
Srednia wartos¢ AUC (linia) jest przedstawiona z zacienionym = odchyleniem
standardowym. Optymalny punkt odciecia %-czutosci/ %-swoistosci jest sugerowany
przez maksymalng wartos¢ wskaznika Youdena (linia pionowa: Max J-index). Dla kazdej
klasyfikacji wskazano 15 najbardziej istotnych cech (pomiary poszczegdlnych peptydow
biatkowych lub s$rednie geometryczne z pomiarow wielu peptydow dla danego biatka)
stosowanych przez klasyfikator (wykres wstawkowy), ze wskazaniem, czy mialy one

wzrost (jasnoszary) lub spadek (ciemnoszary) w danej grupie ptynow optucnowych. (b)
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Wykres przedstawiajacy srednie AUC klasyfikatora w funkcji liczby cech uzytych tacznie
dla czterech klasyfikacji plynow oplucnowych: nowotworowych, gruzliczych, ,innych
infekcyjnych” 1, tagodnych”.

Figura 4 przedstawia w tabeli markery biatkowe istotnie roznigce si¢ miedzy
piecioma grupami ptynéow optucnowych oraz ich potencjalng uzytecznos¢ diagnostyczng.
Przedstawiono je w kolejnosci istotnosci dla wszystkich mozliwych 26 poréwnan, na co
wskazuje wartos¢ AUC z analizy krzywe] ROC. Przedstawiono wszystkie istotne réznice
w ilosciach markeréw z wartoscia p <0,05 (test MWU), aby umozliwi¢ porownanie
wiekszosci markerow, a ktore dziataly najlepiej, wyrozniono (wartos¢ p <0,01 test MWU
(w kolorze szarym) i AUC: > 0,700 (pogrubienie)).

Figura 5 przedstawia wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona przedstawiajace
zgodnos¢ pomigdzy pomiarami ilosciowymi peptydow wybranych dla danego biatka w
grupie 209 ptynow optucnowych, dla wszystkich biatek celowanych kilkoma peptydami
(przedstawione w tabeli 1). Wykres pudetkowy przedstawia mediane 1 przedziat
miedzykwartylowy Q3-Q1. Obserwacje odstajace ,outliers” zaznaczono jako kotka
(wykraczajace poza przedzial Q1-1.5*IQR i Q3+1.5*IQR) oraz obserwacje ekstremalnie
odstajace zaznaczono jako gwiazdki (wykraczajace poza przedziat Q1-3RQ i Q3+3RQ).
Do analizy uzyto wszystkich danych i1 uzyskano mediang ze wszystkich wspotczynnikow
korelacji liniowej Pearsona (wartos¢ R) na poziomie 0.926 + 0.124 (mediana = odchylenie
standardowe).

Figura 6 przedstawia biatka z istotnie obnizonym poziomem ilosciowym w plynach
tagodnych. Wzgledne poziomy bialek w 209 ptynach optucnowych. Na wykresach
przedstawiono wszystkie porownania istotne statystycznie (p <0,05, test Manna-Whitneya)
pomiedzy grupami ptyndéw nowotworowych (RAK), ptynow gruzliczych (PG) 1 plynéw
fagodnych (PL) wzgledem plynow nowotworowych (RAK), ptynow gruzliczych (PG),
innych ptynow infekcyjnych (IPI) oraz wszystkich ptynow infekcyjnych (WPI), wartosci
podano powyzej kazdej z grup. Ponizej wykreséw zaprezentowano wszystkie istotne
statystycznie wartosci p dla poréwnan indywidualnych pieciu grup ptynow optucnowych
wzgledem pozostalych ptynow. Wykresy pudetkowe przedstawiaja mediang i przedziat
miedzykwartylowy Q3-Q1.

Figura 7 przedstawia biatka z istotnie podwyzszonym poziomem ilosciowym w
ptynach nowotworowych o mniejszej zdolnosci do rozrézniania ptynow (a), oraz biatka o
braku zdolnosci do rozrozniania ptynow (brak istotnosci statystycznej) (b). Wzgledne
poziomy biatek w 209 ptynach optucnowych. Wszystkie poréwnania istotne statystycznie

(p <0,05, test Manna-Whitneya) pomig¢dzy indywidualnymi grupami plyndéw zostaly
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przedstawione za pomoca klamer, a ponizej wykreséw zaprezentowano wszystkie istotne
statystycznie wartosci p dla porownan indywidualnych pieciu grup ptynow wzgledem
pozostalych ptynow. Wykresy pudetkowe przedstawiaja mediang 1 przedziat
miedzykwartylowy Q3-Q1.

Figura 8 przedstawia wykresy pokazujace wartos¢ predykcyjng dodatnig (PPV) vs.
czulo$¢ dla kazdej z pigciu grup ptynow oplucnowych. Zaprezentowane jako $rednia
wartos¢ PPV (czarna linia) = odchylenie standardowe (ciemnoszare pole).

Figura 9 przedstawia w formie tabeli testowane biatka z panelu 53 biatek, ktore nie
zostaly wykryte w prébkach ptynow optucnowych. Panel pieédziesieciu trzech biatek
sktadal si¢ z markeréw stosowanych w praktyce klinicznej oraz potencjalnych markerow
opublikowanych w literaturze naukowej, ktére wykazaty wysoki potencjal w diagnostyce
lub klasyfikacji ptynow optucnowych, diagnostyce nowotwordéw lub chorob infekcyjnych
w probkach osocza/surowicy krwi z zastosowaniem testow biochemicznych lub opartych
na reakcji z przeciwciatami (immunotestow), stosowanych w praktyce klinicznej, lub
indywidualnych i multipleksowych testoéw z zastosowaniem technik takich jak globalna i
celowana proteomika oparta na spektometrii mas lub z zastosowaniem przeciwciat.
Dwadziescia dziewig¢ biatek (ADA1 1 ADA2 (reprezentujace ADA), C3, C9,
CEA/CEACAMS, CK-6, CK-7, CK-8, CK-14, CK-17, CK-18, CK-19, CRP, GRP, IFNG,
LDHA, LDHB, and LDHC (reprezentujace LDH), MSLN, MUC-1/CA 15-3, MUC-
16/CA-125, NSE, CDH1, MMP9, EPCAM, VIM, WFDC2/HE4, SPB3/SCCA-1 and
SPB4/SCCA-2 (reprezentujace SCCA)) reprezentuje testy stosowane w praktyce
klinicznej. Trzydziesci dwa, trzynascie 1 osiem biatek to zatwierdzone lub potencjalne
markery odpowiednio nowotworow, gruzlicy i infekcji/stanu zapalnego.

Przyklady

Materialy i metody:

1) Proébki kliniczne pltynéw oplucnowych

Probki pltynow pobrano podczas standardowego zabiegu torakopunkcji i
sklasyfikowano w Mazowieckim Centrum Leczenia Choréob Pluc 1 Gruzlicy (MCLCHhPiG).
Badanie uzyskalo aprobate Komisji Bioetycznej przy Okregowej Izbie Lekarskiej w
Warszawie (KB/928/14) oraz Komisji Bioetycznej przy Narodowym Instytucie Geriatrii,
Reumatologii i Rehabilitacji w Warszawie (nr. KBT-5/1/2019) oraz wszystkie badania
przeprowadzono zgodnie z odpowiednimi wytycznymi i przepisami. Od kazdego pacjenta
uzyskano pisemna $wiadoma zgode. Probki zostaly zidentyfikowane i zakodowane do
analiz proteomicznych i byly traktowane zgodnie z praktykami na poziomie II

bezpieczenstwa biologicznego. Trzysta szeSc¢dziesigt siedem probek ptynow, od
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poszczegolnych pacjentow, pobrano prospektywnie przez okres 5,7 lat i przetworzono jak
opisano wczesnie] (Domanski i in., 2016), z supernatantami przechowywanymi w -80 °C
do czasu analizy. Starano si¢ zebra¢ wigkszos¢ ptynow dostepnych w MCLChPiG, aby
uzyskaC rzeczywista reprezentacje czestosci wystepowania roéznych typow plynow
optucnowych spotykanych w takim pojedynczym o$rodku klinicznym. Wysieki
klasyfikowano jako przesiekowe lub wysiekowe zgodnie z kryteriami Lighta. Rozpoznanie
wysieku ztosliwego lub zwigzanego z nowotworem opierato sie na wykazaniu komorek
nowotworowych ~w  badaniu  cytologicznym  zassanego plynu lub  badaniu
histopatologicznym  materialtu  z  biopsji  oplucnej, uzyskanego za pomoca
wideotorakoskopii, wykonanego przez dwoch doswiadczonych patologow. GruZlicze
zapalenie optucnej rozpoznano na podstawie potwierdzenia Mycobacterium tuberculosis w
ptynie optucnowym, plwocinie lub poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych, lub jesli w
biopsji oplucnej pobranej podczas wideotorakoskopii stwierdzono gruzlicg. Do
diagnozowania innych choréb zastosowano powszechnie przyjete kryteria kliniczne. Z
analizy wykluczono sto piecdziesiat osiem plynow optucnowych (65 plynow =z
rozpoznaniem ropniaka, 55 plyndw o nieznanej etiologii, 8 plynow o dwoch lub wiecej
etiologiach 1 30 tagodnych plynow jako nieokreslone ptyny optucnowe z przesiekiem —
nienowotworowe 1 niezakazne). Do analizy pobrano dwiescie dziewigt plynow zc
zdiagnozowang etiologia. Zestawienie probek i dane pacjenta przedstawiono w tabeli na
fig. 4. Sto dziewig¢ plyndw pochodzito od pacjentow ze zdiagnozowang postacig raka
(ptyny zwigzane z nowotworem) 1 obejmowato 82 ze zdiagnozowanym rakiem ptuca (65
ze zdiagnozowanym niedrobnokomoérkowym rakiem pluca (NSCLC) (NSCLC: z 33
podtypami ADC 1 22 SCC) oraz 17 typéw SCLC) oraz 27 ze zdiagnozowanym
nowotworem wtdrnym (dziesie¢ zdiagnozowanych jako rak sutka, cztery zdiagnozowane
jako miedzybtoniak optucnej, cztery zdiagnozowane rak jajnika i jeden zdiagnozowany
jako: czerniak ztosliwy, chtoniak, biataczka, rak neuroendokrynny, rak nerki, rak macicy,
rak pecherza moczowego, rak prostaty i nieznana lokalizacja pierwotna). Dodatnie wyniki
cytologii uzyskano w 23,6 % tych przypadkow. Piecdziesigt osiem ptynow pochodzito od
pacjentow z chorobami zakaznymi (wszystkie ptyny infekcyjne) i obejmowato 25 plynow
parapneumonicznych, 24 ptyndéw gruzliczych, 6 ptynow zapalnych i 3 plyny ropniakowe
(nie ropne, tj. brak wizualnej manifestacji ropy). Czterdziesci dwa ptyny pochodzity od
pacjentow z dolegliwo$ciami nienowotworowymi 1 nieinfekcyjnymi (,,ptyny tagodne”) i
obejmowaly 27 ptynow w wyniku niewydolnosci serca, cztery przesieki, pie¢ plynow w

wyniku niewydolno$ci nerek, 2 plyny w wyniku zapalenia stawdw, oraz po jednym z
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kazdego ptynu zwigzanego z: zapaleniem trzustki, marskoscia watroby, zatorowoscia
ptucna 1 pourazowego.

2) Opracowanie, optymalizacja i analiza testu MRM

Selekcje peptydow proteotypowych do analizy MRM kazdego biatka docelowego i
optymalizacje ustawien MRM specyficznych dla peptydow i fragmentow przy uzyciu
wzorca wewngtrznego peptydoéw znakowanego stabilnym izotopem (SIS) przeprowadzono
jak opisano wczesniej (Domanski i in., 2016). Wyboru peptydow dokonano recznie 1 za
pomoca oprogramowania PeptidePicker, stosujac wczesniej opisane kryteria (Mohammed 1
in., 2014).

Wybrane peptydy proteotypowe spelnialy nastepujace warunki: unikalnos¢
sekwencji w proteomie cztowieka; liczne obserwacje w bibliotekach spektralnych; dtugos¢
nieprzekraczajaca 21 reszt aminokwasowych oraz, jesli to mozliwe, niezawierajace
aminokwasow fatwo ulegajacych modyfikacji chemicznej (np. Cys, Met) lub sekwencji
podatnych na modyfikacje (np. DP, DG). Peptydy wykluczono, gdy miaty niska wydajnos¢
trawienia, wysoka czestotliwos¢ polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (SNP), znane
modyfikacje potranslacyjne (PTM) lub cechy biologiczne wptywajace na dokladnosc ich
pomiaru.

Wybrane peptydy zsyntetyzowano jako peptydy SIS przy uzyciu znakowanych
izotopowo aminokwasow na koncu C: 13C6—, 15N4-Arg lub 13C6—, 15N2-Lys (98 %
wzbogacenie izotopowe) przez JPT Peptide Technologies GmbH (Berlin, Niemcy) jako
SpikeTides L. Analiz¢ MRM przeprowadzono na potréinym kwadrupolu (TQ) MS od
Waters Xevo (Waters, Milford, MA) sprzezonym z UPLC Waters nanoAcquity przez
zrédto Zspray Nanoflow z emiterem 10 um SilicaTip PicoTip (New Objective, MA, USA)
i kolumna analityczng Waters nanoAcquity UPLC BEH130 C18 (75 um x 150 mm,
wielkos¢ czastek 1,7 um) w 40 °C oraz kolumna putapkowa Waters Symmetry 100 C18
(180 pm x 20 mm, wielkos¢ czastek 5 um). Wszystkie rozpuszczalniki 1 modyfikatory byly
klasy do LC-MS. Faza ruchoma A zawierata 0,1 % kwasu mroéwkowego (Sigma-Aldrich)
w wodzie (J.T.Baker, Holandia). Peptydy wprowadzano na kolumne-putapke z szybko$cia
15 ul/min i rozdzielono przy 350 nl/min przy uzyciu 60-minutowego przebiegu LC z
gradientem acetonitrylu (JTBaker) z 0,1 % kwasem mrowkowym (faza ruchoma B)
zmieniajacym si¢ od 1 % do 10 % od 0 do 10 minuti od 10 % do 45 % od 10 do 40 minut,
po czym nastepuje przemycie 90 % B 1 rownowazenie. Parametry MS obejmowatly
napigcie kapilarne 3,5 kV, przeplyw gazu oczyszczajacego 100 1/h, przeptyw gazu
stozkowego 5 1/h, gaz NanoFlow ustawiony na 50 kPa (0,5 bara) i temperature zrodta

150 °C. Wstepne metody analityczne byly ukierunkowane na 53 biatka poprzez
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skanowanie w poszukiwaniu 205 endogennych peptydow i 205 komplementarnych
peptydow SIS, przy uzyciu zoptymalizowanych parametréw LC-MRM. W celu
zwigkszenia specyficzno$ci, kazdy z peptydéw endogennych 1 SIS monitorowano za
pomoca pieciu jonow fragmentacyjnych (tacznie 2050 przejs¢). Ostateczna metoda zostata
zredukowana do gtownie wykrywalnych biatek i ukierunkowana na 34 markery z 105
peptydami i SIS kazdy w dwoch 60-minutowych analizach LC-MRM na probke (818
przejs¢). Poziom markera w probce ptynu optucnowego podaje si¢ jako wzgledna ilos¢
biatka na objetos¢ ptynu optucnowego. Wynika to ze zmierzonej wzglednej ilosci jednego
lub wigkszej liczby peptydow ($rednia geometryczna) na biatko, znormalizowanej
wzgledem odpowiedniego peptydu(-6w) SIS. Ilos¢ peptydu endogennego podaje sie jako
stosunek powierzchni pikow, bedacy suma powierzchni pod pikami wszystkich przejs¢ dla
peptydu endogennego podzielong przez sume powierzchni pikoéw przejs¢ jego ciezkiego
standardu. Aby umozliwi¢ normalizacj¢ danych intensywnosci mi¢dzy probkami pod
wzgledem fluktuacji sygnatu MS 1 roznic w przetwarzaniu probek po trawieniu, do
wszystkich probek dodano rownowazne ilosci peptydow SIS. Przeprowadzono reczna
kontrole sygnatéw dla kazdej probki, aby zapewni¢ prawidlowe wykrywanie pikow,
doktadng integracje 1 przejscia wolne od zaklocen. Metody MRM i analizy danych
przeprowadzono w Skylinc-Daily Ver. 21 (oprogramowanic laboratoryjnc MacCossa).

3) Trawienie probki plynu oplucnowego

Praca z prébkami ptynu oplucnowego przed trawieniem trypsyng byla
przeprowadzana w komorze laminarnej z filtrem HEPA 1 przy uzyciu koncowek
filtrujacych 1 ultraczystych odczynnikow (Sigma-Aldrich). Przygotowanie probek i analizy
MRM byly randomizowane. Po rozmrozeniu ptynu oplucnowego wirowano przy 15000 x
g przez 5 min w 4 °C. Plyn optucnowy analizowano z uwzglednieniem objetosci, biorac do
analizy 2,5 ul kazdej probki. Probki denaturowano przez dodanie 97,5 ul 8,4 M mocznika
w 50 mM buforze Trizma/chlorowodorek (pH 8,4, bufor Tris). Nastgpnie redukowano je 2
ul 50 mM chlorowodorku tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP) w 50 mM buforze Tris
przez 30 min w 37 °C, a nastepnie alkilowano 2 pl 777 mM jodoacetamidu w 50 mM
buforze Tris przez 30 min w 22 °C. Prébki inkubowano w wysokim stezeniu mocznika
(7,88 M) w 37 °C przez 4 godziny. Nastepnie dodano 741 ul 50 mM buforu Tris w celu
obnizenia stezenia mocznika do 0,969 M, a biatka strawiono 4 pg (5 ul) zmodyfikowanej
trypsyny o jakosci do sekwencjonowania (Promega nr kat. V5111, Fitchburg, WI) w 37° C
przez 16 godzin. Probki nastgpnie inkubowano w 60 °C przez 30 min, schtodzono do
37 °C i po raz drugi dodano 4 pg (5 ul) zmodyfikowanej trypsyny, po czym inkubowano
przez 2 godziny w 37 °C. Dodano mieszaning peptydow SIS, aby uzyska¢ ilos¢
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poszczegolnych SIS w zakresie od 62,5 do 625 fmol/pg strawionej substancji, i prébki
zakwaszono 0,1 % kwasem mréwkowym (KM) do koncowej objetosci 1,0 ml. Peptydy
odsolono przy uzyciu wkladow Oasis HLB 1 ml (10 mg) (Waters), ktére zostaly
przeptukane 1 ml metanolu o czystosci do LC-MS i 1 ml wody o czystosci do LC-MS.
Probki wprowadzono i przemyto 1 ml wody, a nastgpnie eluowano w 200 pl 65 %
acetonitrylu o czystosci LC-MS, 0,1 % kwasem mréwkowym. Eluowane prébki suszono
za pomoca SpeedVac (Labconco) i ponownie zawieszano w 95 ul 0,1 % kwasu
mrowkowego, poddawano dziataniu ultradzwiekow przez 5 min i wirowano przy 14000 x
g przez 3 min. Do analizy nano-LC-MS-MRM wstrzyknigto 3,8 pl probki. Pomiedzy
kazda probka wykonywano dwie slepe probki (0,1 % KM), a probke QC regularnie
analizowano w celu monitorowania wydajnosci systemu LC-MS.

4) Analiza statystyczna: Dane zostaly przetworzone przy uzyciu SPSS Statistics
(wersja 27.0, IBM Corp., Armonk, NY). Dla poréwnan poziomu bialtka wykonano
nieparametryczny test U Manna-Whitney’a (MWU). Krzywe charakterystyki operacyjnej
odbiornika (ROC) dla poréwnan parami przeprowadzono w programie SPSS. a pole pod
krzywg (AUC) podano w celu wskazania potencjatu diagnostycznego. Klasyfikacji
dokonano w ramach programu Scikit-learn w wersji 0.24.2 (Pedregosa i in., 2012).
Klasyfikatory zostaly zbudowane przy uzyciu biblioteki XGBoost w wersji 1.2.0 (T. Chen
i Guestrin, 2016). Wydajnos¢ klasyfikatora oszacowano przy uzyciu 10-krotnej
warstwowej walidacji krzyzowej z dostrajaniem hiperparametréw w zagniezdzonej 5-
krotnej walidacji krzyzowej. Dostrojone hiper-parametry to: 'learning_rate', 'max_depth',
'min_child_weight', 'subsample’, ‘colsample_bytree', and 'n_estimators’, z
przeprowadzonym pelnym przeszukiwaniem siatki. Procedur¢ walidacji krzyzowej
powtorzono 10 razy z roznymi losowymi wartosciami ziarna ‘seed’. Wstepne
przetwarzanie danych przeprowadzono w petli walidacji krzyzowej 1 obeymowato funkcje
skalowania do zerowej sredniej 1 jednostkowego odchylenia standardowego w zbiorze
uczacym oraz imputacje brakujgcych wartosci. Zastosowano metode imputacji k-
najblizszych sasiadéw, przy domyslnym ustawieniu k=5. Rekurencyjna eliminacja cech
zostata wykorzystana do oszacowania optymalnej liczby cech potrzebnych do klasyfikacji.
W tym eksperymencie zmniejszono rozmiar siatki hiperparametrowej 7z powodu wysokich
kosztow obliczeniowych. W celu uzyskania listy najwazniejszych cech dla kazdej grupy
osobny model wykonujacy jeden-kontra-reszta klasyfikacji binarnej zostal wytrenowany.
Dla porownania przeprowadzono walidacje pojedynczego podziatu ze stratyfikowanym
(proporcje grup plynu optucnowego sa takie same) losowym podziatem danych na zestawy

70 %/30 % trening/test.
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Wiyniki

1) Wyboér bialek i opracowanie panelu do testu MRM: Przygotowano do badan
panel pie¢dziesieciu trzech biatek (tabela 1 i fig. 9) obejmujacy biomarkery stosowane w
praktyce klinicznej oraz opublikowane w literaturze naukowej o potencjale
diagnostycznym do okreslania etiologii ptynow optucnowych, wykrywania nowotworow
lub choréb infekcyjnych w badaniach osocza krwi. DwadzieScia dziewie¢ bialek
reprezentuje markery stosowane w praktyce klinicznej. Trzydziesci dwa, trzynascie i osiem
bialek to odpowiednio potencjalne lub powszechnie stosowane markery nowotworowe,
gruzlicze i infekcji/stanu zapalnego. Nastepnie dla wybranych 53 bialek zbudowano
specyficzne metody MRM.

Dla kazdego z markerow, do ilosciowej analizy celowanej wybrano od jednego do
siedmiu peptydow tryptycznych odznaczajgcych sie¢ duza liczbg obserwacji podczas
eksperymentow, odnotowanych w proteomicznych bazach danych, posiadajacych unikalng
sekwencje dla danego biatka w ludzkim ©proteomie oraz niezawierajacych
modyfikowalnych aminokwasoéw (aby unikna¢ potencjalnych modyfikacji post-
translacyjnych lub polimorfizmoéw pojedynczego nukleotydu, ktore pogarszaja doktadnosé
analizy ilosciowej), dajac tacznie 205 celowanych peptydow. Dla kazdego z celowanych
peptydow zsyntetyzowano jego odpowiednik zc znakowang trwalym ci¢zkim izotopem
reszta lizyny lub argininy, pelniacy role wzorca wewnetrznego (SIS), w celu zwigkszenia
specyficzno$ci, precyzji 1 czuloSci testu. Te syntetyczne standardy wewnetrzne
zastosowano takze do empirycznej optymalizacji metod MRM sktadajacych sie ze
specyficznych dla peptydow, zoptymalizowanych metod skanowania MS, celujagcych w
precyzyjnie wybrane peptydy reporterowe i ich jony fragmentacyjne, aby umozliwié
ilosciowe oznaczanie analitow z wysoka specyficznoscia 1 precyzjg (Domanski i in., 2016).
Dodatkowo, w celu zwigkszenia specyficzno$ci 1 precyzji testu, 98 % i 89 % markerow
biatkowych analizowano za pomoca odpowiednio dwoch lub wigkszej liczby i trzech lub
wiekszej liczby celowanych peptydow.

Dodanie réwnych ilosci syntetycznych standardow wewnetrznych (SIS) do
wszystkich probek plynow optucnowych pozwolito na normalizacje otrzymanych
wynikéw oraz eliminacje efektow zwigzanych z preparatyka probek po etapie trawienia i
przebiegiem analiz LC-MS. Wzglednego pomiaru ilosciowego peptydow w plynach
optucnowych dokonano z zastosowaniem normalizacji do syntetycznych standardow
wewnetrznych. Na podstawie wzglednych pomiaréw ilosciowych peptydow celowanych

dla danego biatka wyznaczono srednig warto$¢ dla danego biatka, reprezentujaca jego
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poziom w probkach ptynu. Wyniki analizy iloSciowe] przedstawiono jako wzgledny
poziom markerow na stata objetos¢ ptynu optucnowego.

Protokol przygotowania probek do analizy oraz trawienia biatek zostal
zoptymalizowany, tak aby zapewni¢ mozliwie najwyzsza czulo$¢ testu dla markerow
analizowanych w panelu oraz aby zapewni¢, mozliwie najwyzsza (z technicznego punktu
widzenia) efektywnos¢ trawienia biatek. Ze wzgledu na zroznicowanie w poziomie
catkowitego stezenia biatek w ptynach optucnowych 1 potencjalnym wplywie tego
zjawiska na etap trawienia biatek trypsyna, ktora dostarcza zastepczych peptydow
reporterowych, opracowano specyficzng dla ptyndéw oplucnowych 1 prosta procedure
trawienia biatek w roztworze, jak opisano w punkcie powyzej pt. ,, Trawienie probki plynu
optucnowego”. Jednak kazda procedura trawienia prowadzaca do uzyskania wskazanych
peptydow moze by¢ zastosowana. Ogolnie, sklada si¢ ona z: 4-godzinnego elapu
denaturacji bialek w moczniku o wysokim stezeniu oraz inkubacji w wysokiej
temperaturze, po ktore] nastepowato drugie trawienie biatek w trypsynie, dodawanej w
duzym nadmiarze, aby zapewni¢ maksymalna denaturacje oraz mozliwie najwyzsza
efektywnos¢ trawienia bialek, co jest szczegdlnie istotne w przypadku biatek
wykazujgcych duza opornos¢ proteolityczng. Optymalizacja procedury trawienia biatek
zwigkszyla takze czulos¢ testu. Dodatkowo, w celu nadzorowania przebiegu trawienia
bialek, we wszystkich probkach ptynow oplucnowych, monitorowano poziom dwoch
gtéwnych biatek osocza, albuminy surowicy i transferryny, aby wykry¢ potencjalne
problemy na etapie trawienia biatek. Aby ustali¢ mozliwosci detekcji 53 biatek z panelu,
za pomocag standardowego instrumentu TQ LC-MS (ang. Triple Quadrupole Liquid
Chromatography—Mass Spectrometry), przeprowadzono wstepna analiz¢ MRM na
»probkach taczonych”, sktadajacych sie z kilku plynow o tej samej etiologii oraz na
indywidualnych probkach plyndw, obejmujacych najczescie) wystepujace etiologie ptyndw
optucnowych: gruczolakorak pluca (ADC), rak ptaskonabtonkowy ptuca (SCC),
niedrobnokomoérkowy (NSCLC) i drobnokomérkowy rak ptuca (SCLC), miedzybloniak
optucnej, nowotwor sutka, gruzlica oplucnej, zapalenie ptuc i niewydolnos¢ serca.

Na podstawie tych wynikow do ostatecznego panelu zakwalifikowano 34
biomarkery mozliwe do detekcji za pomoca standardowego instrumentu TQ LC-MS oraz
bedace biatkami istotnymi dla klasyfikacji plynéw oplucnowych, celowanych 105
peptydami (i odpowiadajacych im syntetycznych standardow wewnetrznych) do analizy
ilosciowej. W ostatecznym panelu, az 91 % markerow biatkowych bylo celowanych za

pomocg dwodch lub wiecej peptydow. Nastepnie przeprowadzono analiz¢ MRM 209
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probek pltynow oplucnowych pochodzacych od pacjentéw po torakocentezie z
zastosowaniem opracowanego panelu, podczas ktorej wykryto 29 celowanych biatek.

Poziomy wielu peptyddéw, celowanych dla pojedynczego biatka, w calym zestawie
analizowanych prébek, wykazaty mediang wspotczynnika korelacji Pearsona (wartos¢ R)
0,926 + SD 0,124, z rozktadem pokazanym na fig. 5, wskazujagcym na wysoka zgodnos¢
miedzy wieloma peptydami celowanymi dla danego biatka, ze zwiekszona zmiennoscia
zwigzang z mniejsza abundancja markera. Peptydy z ogolnie bardzo niskimi sygnatami
zostaly pominiete w koncowej analizie danych, a te ktore zostaly zastosowane,
przedstawiono w tabeli 1.

2) Analiza MRM 209 prébek plynéw oplucnowych od pacjentéw i réznice w
poziomach markeréw bialkowych w pi¢ciu grupach plynéw oplucnowych oraz
zdolno$ci indywidualnych markerow do rozrozniania etiologii plynow: Do celow
analizy statystycznej 209 probek plynu optucnowego podzielono na 5 grup: plyny
nowotworowe (n=109), ,,wszystkie ptyny infekcyjne” (gruzlica 1 inne choroby infekcyjne
ptuc/optucnej, n=58), plyny spowodowane niewydolnoscia narzadow (innych niz ptuca),
stanowigce gldwnie przesieki (,,ptyny tagodne”, n=42), z dalszym podzialem plynow
infekcyjnych na plyny gruzlicze (n=24) i ,inne plyny infekcyjne” spowodowane
chorobami infekcyjnymi ptuc i optucnej (n=34). W tabcli na fig. 4 przcdstawiono biatka,
ktérych poziom w plynach roznit si¢ w sposob istotny statystycznie (p < 0,05; na
podstawie testu Manna-Whitney’a (MWU)) pomiedzy 5 grupami plynow oraz prezentuje
ich potencjalng uzytecznos¢ diagnostyczng na podstawie wartosci AUC (pole powierzchni
pod krzywa) otrzymanych z analiz krzywych ROC. Tabela obejmuje wszystkie mozliwe
porownania pomiedzy grupami, dajac tacznie 26 poréwnan, a w obrebie danego
poréwnania biatka sg przedstawione w kolejnosci od najwyzszej istotnosci statystycznej do
warto$ci p <0,05, aby zaprezentowa¢ poréwnanie wigkszosci markeréw. Podkreslono takze
biatka, ktore uzyskaty najlepsze wyniki (p < 0,01 test MWU 1 AUC > 0,700).

Analiza ilosciowa markerow biatkowych w probkach plynu optucnowego byta
przeprowadzona na dang (stata) objetos¢ pltynu, co jest powszechnie stosowane w
laboratoriach diagnostycznych w analizach ptynu optucnowego i innych ludzkich ptynach
biologicznych. Odbywa sie to pomimo znanej zmiennosci catkowitego stezenia biatka
wsrod pltyndw optucnowych, ktéra w opisanym tu przypadku ksztaltowata si¢ nastepujaco:
wszystkie pltyny: 41,2 g/l £ 9,31 SD, plyny nowotworowe: 41,4 g/l + 7,64 SD, plyny
gruzlicze: 47,2 g/l + 6,64 SD, ,inne ptyny infekcyjne” 47,8 g/l = 536 SD i ptyny zwigzane
z niewydolnoscig narzadow: 28,3 g/l + 9,26 SD.
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W grupie plynéw nowotworowych zaobserwowano istotnie podwyzszone poziomy
szesciu biatek, ktore biora udzial w adhezji komorek 1 rozwoju nowotworu: kadheryna-1
(CDH1), trombospondyna-4 (THBS4), mezotelina (MSLN), mucyna-1 (MUC-1, CA 15-
3), domena Sushi, czynnik von Willebranda typu A EGF 1 biatko zawierajace domene
pentraksyny 1 (SVEPI - ang. sushi von Willebrand factor type A EGF and pentraxin
domain-containing protein 1) oraz inhibitor proteazy typu Kunitz 1 (SPINT1) (fig. 1).
Kazdy z szeSciu wyzej wymienionych markerow biatkowych, pozwala na rozréznienie
plynow nowotworowych od | wszystkich ptynow infekcyjnych”, ptynow gruzliczych,
Lnnych plynow infekcyjnych” 1 od wszystkich plynéw nienowotworowych tacznie
(n=100), z odnotowanymi wartosciami AUC w zakresie 0,650 do 0,822. Do rozrozniania
plynoéw nowotworowych od nienowotworowych, najlepszymi biomarkerami okazaty si¢
biatka: CDH1, MUCI1, THBS4 1 MSLN (AUC: 0,766 do 0,698). Natomiast najlepszym
markerem do rozrozniania plynéw nowotworowych od kazdej innej grupy ptynow, bylo
biatko CDHI (AUC: 0,734-0,822). Biatka SVEP1, THBS4 1 MSLN umozliwily skuteczne
rozroznienie plyndw nowotworowych od ptynéw gruzliczych, innych plynéw
infekcyjnych” 1, wszystkich ptynéw infekcyjnych” (AUC: 0,705-0,777), natomiast
znacznie gorzej mozna bylo rozrézni¢ na podstawie poziomow tych trzech biatek plyny
nowotworowe od spowodowanych niewydolnoscig narzadoéw (,,ptyny tagodne”) (np. dla
SVEP1 brak istotnosci statystycznej, a dla reszty niska istotnos¢). Poziomy biatek MUC-1
oraz CK-8 i CK-18, ktore sa3 markerami nowotworowymi stosowanymi w praktyce
klinicznej, byly istotnie podwyzszone w ptynach nowotworowych i najlepiej sprawdzity
si¢ w rozroznianiu ptynow nowotworowych od ptynéow spowodowanych niewydolnoscig
narzadow (AUC w zakresie 0,699-0,747). Sposréd trzech wyze] wymienionych biatek,
najlepszym biomarkerem okazatl sig¢ by¢ MUCI 1 umozliwial rozréznianie plynow
nowotworowych od plynoéw gruzliczych, ,innych pltyndéw infekcyjnych”, | wszystkich
ptynow infekcyjnych” z odnotowanymi wartosciami AUC w zakresie 0,671-0,673. Poziom
biatka SPINT1 byt istotnie wyzszy w ptynach nowotworowych we wszystkich
poréwnaniach pomiedzy grupami, ale jego zdolno$¢ do rozrozniania grup plynéw byta
znacznie nizsza. Podsumowujgc, w opracowanym tescie opartym na spektrometrii mas,
biatko CDHI1 jest najlepszym markerem nowotworowym, ktory skutecznie rozrdznia ptyny
nowotworowe od kazdej innej grupy ptynow. Dodatkowo, biatka THBS4, MSLN i SVEPI,
wspierajg roznicowanie plynéw nowotworowych od infekcyjnych, a MUCI1 roéznicuje
ptyny nowotworowe od wszystkich nienowotworowych.

W grupie plynéw gruzliczych, zaobserwowano wysoki poziom trzech

potencjalnych biomarkeréw gruzliczych: deaminazy adenozynowej (ADAZ2), chemokiny
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CXCL10 (CXCL10) oraz cytoplazmatycznej syntetazy tryptofanylo-tRNA (WARS),
charakterystyczny tylko dla tej grupy ptynow (fig. 2). Byly to jedyne markery, ktére
pozwalaty na rozroznianie ptynoéw gruzliczych od ,,innych ptyndéw infekcyjnych” z wysoka
istotnoscia statystyczng, z indywidualnymi wartosciami AUC w zakresie 0,784 do 0,876.
Ponadto, byly one takze najlepszymi markerami umozliwiajagcymi rozréznienie ptynow
gruzliczych od wszystkich innych ptynow tacznie (n=185) z wartosciami AUC w zakresie
0,832-0,881 oraz byly jednymi z najlepszych markerow umozliwiajacych rozréznienie
plynow gruzliczych od nowotworowych i powodowanych niewydolnoscia narzadow
(AUC: 0,828-0,906). Dodatkowe siedem bialek, ktére byty podwyzszone w grupie pltynow
gruzliczych, pozwalaly na ich rozréznianie od ptynow nowotworowych, powodowanych
niewydolnoscia narzadow 1 grupy wszystkich innych ptynow tacznie, ale ich poziomy byly
takze podwyzszone w grupie ,,innych ptynow infekcyjnych”. Wspomniane wyzej biatka,
stanowia przede wszystkim markery stanu zapalnego i sa nimi: wimentyna (VIM),
galektyna 1 (LGALS1), surowicze biatko amyloidu P (APCS), biatko S100A9 (S100A9),
metaloproteinaza 9 (MMP9), dehydrogenaza mleczanowa A (LDHA) i biatko C-reaktywne
(CRP) (AUC: 0,674 do 0,867, najwyzsza wartos¢ AUC dla wimentyny). Powyzsze siedem
biatek umozliwia rozréznianie ,innych plynow infekcyjnych” od nowotworowych,
zwigzanych z niewydolnoscig narzadow i grupy wszystkich innych pltynow tacznie, (AUC:
0,650-0,873), a najlepszym markerem we wszystkich trzech poréwnaniach bylo biatko
S100A9 (AUC: 0,773-0,873). Pomimo, ze grupie ,innych plynoéw infekcyjnych” nie
przypisano zadnego markeru specyficznie podwyzszonego tylko w tej grupie, to
hemopeksyna (HPX), ktorej poziom byl wysoki takze w ptynach nowotworowych (fig. 1),
byla biatkiem, ktore umozliwiato rozroznienie innych plynéw infekcyjnych” od
gruzliczych (AUC: 0,707). Réwniez w grupie ,wszystkich plynow infekcyjnych”,
obejmujace] plyny gruzlicze 1 ,inne plyny infekcyjne”, zaobserwowano istotnie
podwyzszone poziomy wyze] wymienionych dziesigciu biatek, ktére umozliwiaja
rozréznienie ,,wszystkich ptynéw infekcyjnych” od plynow nowotworowych, zwigzanych
z niewydolnoscia narzaddéw i1 grupy wszystkich innych pltynow lacznie (AUC: 0,664-
0,858). Podsumowujac, ptyny infekcyjne mozna skutecznie odrozni¢ od innych plynow,
dzieki podwyzszonemu poziomowi dziesieciu markerdw biatkowych. Podwyzszone
poziomy siedmiu z nich: SI00A9, VIM, LGALS1, APCS, MMP9, LDHA i CRP, wskazuja
na ,,wysiek infekcyjny” o dalej niewyjasnionej etiologii, przy czym biatko S1I00A9 jest
najlepszym markerem dla grupy ,innych ptyndéw infekcyjnych”. Dodatkowo plyny
gruzlicze moga by¢ zidentyfikowane dzigki podwyzszonemu poziomowi bialek ADA2,

CXCL10, WARS (AUC: 0,826-0,900), specyficznemu tylko dla tej grupy, a najlepszym z
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markerow jest ADA2. Biatko ADA wystepuje w dwoch izoformach, ADA1 oraz ADA2,
ktorych catkowita aktywnos¢ enzymatyczna jest mierzona w tescie diagnostycznym w
kierunku gruzlicy, natomiast w opisanych badaniach izoforma ADA1 nie zostata wykryta
w zadnej z analizowanych probek ptynu optucnowego.

Dodatkowo zaobserwowano podwyzszony poziom markerow, wspolny dla czterech
grup plyndéw optucnowych (ptynéow nowotworowych, ptynow gruzliczych, ,,innych ptynéw
infekcyjnych” 1 ,,wszystkich pltynéw infekcyjnych”) 1 pozwalajacy na rozroznienie ich od
plynow spowodowanych niewydolnoscia narzadow (,,plyny tagodne”), z odnotowanymi
wartosciami AUC siegajacymi 0,880 (fig. 6). Wspomniane powyzej markery obejmowaty
hemopeksyne (HPX), dehydrogenaze mleczanowa B (LDHB), dehydrogenaz¢ mleczanowa
(LDH: obejmujaca LDH-A, -B i -C), sktadowa C3 dopelniacza (C3), sktadowa C9
dopetniacza (C9) 1 czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego siatkdwki (SERPINF1).
Polowa z tych biatek, to biatka osocza krwi, a ich podwyzszony poziom w czterech
grupach ptyndéw optucnowych, jest prawdopodobnie spowodowany tym, ze wigekszos¢
pltynow zwiazanych z niewydolnoscig narzadow, stanowia przesieki, ktore charakteryzuja
sie¢ nizszym catkowitym stezeniem bialek osocza. Podkresla to takze fakt, ze poziomy
wielu ze wspomnianych wczesniej, markeréw specyficznych dla danej etiologii plynéw
(np. WARS) sg wyzsze w kazdej z grup ptynow, oprocz tych zwiazanych z niewydolnoscia
narzagdow. Jednak biatko SVEP1, ktore umozliwia rozréznianie plyndw nowotworowych i
infekcyjnych, okazalo si¢ by¢ takze jedynym markerem podwyzszonym w plynach
zwigzanych z niewydolnoscia narzadow (,,ptyny tagodne™) 1 pozwalato na ich rozréznianie
od wszystkich trzech grup pltynow infekcyjnych (AUC: 0,800-0,802). Pomimo, ze dla
grupy plynéw zwiazanych z niewydolnoscia narzaddéw, nie zaobserwowano zadnego
specyficznie podwyzszonego markeru, to obnizony poziom wymienionych wczesnie]
szesciu biatek 1 podwyzszony poziom SVEPI, wykluczaja nowotworowg 1 infekcyjng
etiologie plynu.

Inne markery, ktérych poziomy byly podwyzszone, ale wykazaly mniejsza
zdolno$¢ do umozliwienia rozréznienia grup ptynow, majg potencjat aby zosta¢ markerami
chorobowymi, przy zastosowaniu w przysztosci bardziej czulych testow opartych na
spektrometrii mas, np. antygen CD166 (ALCAM), cytokeratyna 19 (CK-19) i kalistatyna
(SERPINA4) byly podwyzszone w plynach nowotworowych (fig. 7), ale odnotowane
wartosci AUC byty niskie (0,580-0,584). Inne biatka w tescie wedlug wynalazku nie
wykazaly duzej istotnosci w rozroznianiu migdzy badanymi grupami plynow
oplucnowych. CK-6 i CK-7 wykryto w kilku plynach nowotworowych, ale ich poziomy
nie roznity si¢ z istotnoscig statystyczng. Gelsolin (GSN) wykryto uzyskujac dobry sygnat
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pochodzacy od czterech peptydow we wszystkich probkach, ale nie roznicowat zadnej z
grup ptynéw oplucnowych.

3) Zastosowanie Kklasyfikatora wieloklasowego do Kklasyfikacji plynéow
oplucnowych: Uzyskane dane z eksperymentu przetestowano z zastosowaniem metodyki
uczenia maszynowego typu ,Boosted Trees”, w celu sprawdzenia jej mozliwosci do
klasyfikacji ptynow optucnowych do jednej z czterech grup, odpowiadajacych etiologiom
plynu: ptyn nowotworowy, gruzliczy, ,inny infekcyjny” 1 zwigzany z niewydolnoscia
narzadow (,,plyn tagodny”) oraz ujawnienia najwazniejszych cech (ang. top features) dla
klasyfikacji. Dodatkowa piata grupa ,,wszystkie plyny infekcyjne”, zostala sztucznie
stworzona przez polaczenie grupy ptynow gruzliczych 1 ,innych ptynéw infekcyjnych”.
Przedstawiono dane dotyczace abundancji biatka oraz pozioméw indywidualnych
peptydow, aby nie przegapi¢ potencjalnie lepiej dzialajagcego markera, bedacego
pojedynczym peptydem. Metoda Boosted Trees opiera si¢ na sekwencyjnym i
progresywnym szkoleniu zestawu drzew decyzyjnych (ang. decision trees), w ktorym
kazde drzewo dodawane do zestawu jest konstruowane w celu poprawy jakosci
klasyfikacji w miejscu poprzednio btednie sklasyfikowanych instancji (ang. misclassified
instances). Potwierdza to, ze wybrane przez klasyfikator najwazniejsze cechy, maja
potezng zdolnos¢ przewidywania. Zastosowano dziesigciokrotng walidacj¢ krzyzowa (ang.
cross-validation) ze stratyfikacja powtérzong 10 razy, skutecznie testujac 100 losowych
podziatéw i usredniajac uzyskane wyniki. Pozwolilo to okresli¢ zakres mozliwosci
klasyfikacji 1 dostarczyto wartosci odchylenia standardowego dla szacowanych
parametrow. Ponadto, szczegdlng uwage poswiecono, aby uniknag¢é nadmiernego
dopasowania modelu (ang. overfitting), dostrajajac hiperparametry w procedurze
zagniezdzonej walidacji krzyzowej (ang. nested cross-validation).

Klasyfikator przewidywal etiologi¢ plynu oplucnowego, ze zdolnoscia do
rozrozniania 5 grup plyndow optucnowych, okreslana jako ,,bardzo dobra” (Mandrekar,
2010), z odnotowanymi warto$ciami AUC w zakresie od 0,842 do 0,869 (fig. 3a). Aby
zasugerowa¢ optymalny punkt odciecia dla potencjalnego narzedzia diagnostycznego
opartego na tym klasyfikatorze, podano maksymalna wartos¢ wskaznika Youdena ,,Max J-
Index” oraz czulos¢ i swoistos¢ testu w tym punkcie. Przedstawiono rowniez 15
najwazniejszych cech wykorzystywanych dla kazdej z klasyfikacji (fig. 3a). Zastosowanie
wielu markeréw do klasyfikacji ptynow, wykazato poprawe zdolnosci do ich rozrézniania,
wnioskujgc na podstawie odnotowanych wartosci AUC, a zwlaszcza na podstawie wzrostu
czutosci testu przy jego 100 % swoistosci (przy braku wynikow fatszywie dodatnich: O

FPR (ang. false positive rate)). Szczegolnie skuteczne bylo przewidywanie nowotworowej
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oraz gruzlicze] etiologii ptynu z czutoscia testu na poziomie odpowiednio 55 % i 67 % (i
przy braku wynikéw falszywie dodatnich). Klasyfikator odrézniat ptyny nowotworowe od
pozostalych plynoéw z wartoscia AUC wynoszaca 0,863 + 0,074 oraz czuloscig 1
swoistoscig na poziomie odpowiednio 71 % i 90 %. Najwazniejsza cecha dla klasyfikacji
pltynow nowotworowych byt poziom biatka CDHI1, a nastepnymi w kolejnosci pod
wzgledem waznosci byly podwyzszone poziomy bialek MUC1, THBS4, MSLN i HPX.
Plyny gruzlicze zostaty odrdznione od pozostatych ptynow z wartoscig AUC na poziomie
0,859 + 0,153 oraz 75 % czutoscia i 94 % swoistoscig. Najwazniejszymi cechami dla tej
klasyfikacji byly podwyzszone poziomy biatek ADA2, WARS i CXCLI10 oraz ich
indywidualnych peptydéw. ,Inne plyny infekcyjne” zostaly odréznione od pozostatych
pltynow z wartoscia AUC na poziomie AUC 0,863 % 0,096 oraz 76 % czuloscia 1 82 %
swoistoscig. Wsrod szesciu najwazniejszych cech dla klasyfikacji ,,innych plynow
infekcyjnych” znalazly si¢ poziomy biatek CRP i S100A9 oraz ich indywidualnych
peptydéw. Przetestowano rowniez zdolnos¢ klasytfikatora do identyfikacji ,,wszystkich
ptynow infekcyjnych”, w rezultacie osiagajac wartos¢ AUC na poziomie 0,869 £ 0,086
oraz 74 % czulos¢ 1 86 % swoistos¢. Najwazniejszymi cechami dla tej klasyfikacji byly
podwyzszone poziomy biatek S100A9, VIM, WARS i ADA2. Klasyfikator wykazat
rowniez dobrg zdolnos¢ do rozrozniania plyndw zwigzanych z niewydolnoscia narzadow
(,,plyny lagodne”), ktére nie mialy zadnych specyficznie podwyzszonych markerow, z
warto$ciag AUC 0,842 + 0,100 oraz 77 % czutoscia i 77 % swoistoscig. Dwiema
najwazniejszymi cechami dla tej klasyfikacji byty obnizone poziomy biatek C9 1 LDHA, a
kolejno 10 dodatkowych cech obejmujacych obnizone poziomy biatek LDHA, C9, HPX,
LDH i LDHB oraz ich indywidualnych peptydow. Procedury walidacji krzyzowe;j, takie
jak ta zastosowana tutaj, sa bardziej rygorystyczne przy szacowaniu wydajnosci
klasyfikatoroéw, zwlaszcza gdy zbior danych jest stosunkowo maly, niz klasyczne techniki
walidacji z pojedynczym podziatem (Singh i in., 2021). Przeprowadzono tutaj jednak
réwniez podejscie ,treningu/testowania”, losowo dzielgc 209 ptyndéw proporcjonalnie na
trening/test 70 %/30 %. Wyniki AUC byty bardzo zblizone do tych z procedury walidacji
krzyzowej, przy czym trzy przypadki byly nawet wyzsze: AUC-nowotworowe = 0,833,
AUC-gruzlica = 0,924, AUC-inne-infekcyjne = 0,890 i AUC-tagodne = 0,851.

Wazna do rozwazenia kwestig jest minimalna liczba markeréw wymaganych w
tescie lub minimalna liczba testow z jednym markerem potrzebna do zachowania tej samej
zdolnosci do rozrozniania etiologii. Zbadanie wpltywu liczby wszystkich cech,
wykorzystywanych przez klasyfikator dla wszystkich czterech grup, na uzyskane wartosci

AUC pokazuje, ze uzycie od 1 do 15 cech stopniowo zwigksza srednig wartos¢ AUC z
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0,645 do 0,862 (fig. 3b). Zwigkszenie liczby cech powyzej 11 powoduje niewielki wzrost
warto$ct AUC, z 0,853 do 0,867 przy 20 cechach. Wykorzystanie 15 cech wydaje sie by¢
rozsadnym wyborem, ktére wymagatoby pomiaru tylko 10 biatek (CDH1, MUC1, THBS4,
ADA2, WARS, CRP, S100A9, C9, LDHA i HPX) i jest czyms, co mozna tatwo osiggnac
podczas jednej 30-60 minutowej, multipleksowanej analizy LC-MS-MRM.

4) Uzyteczno$¢ diagnostyczna opracowanego testu opartego na zbudowanym
klasyfikatorze: Opracowany model moze by¢ stosowany do klasyfikacji plynéw
optucnowych na podstawie danych ilosciowych uzyskanych w analizie MRM panelu 29
biatek, jako wspomagajace narzedzie diagnostyczne, po przeprowadzeniu standardowych
badan obrazowych i torakocentezie, w celu skrécenia czasu potrzebnego do diagnostyki
etiologii plynéw i wprowadzenia odpowiedniej terapii. Obliczono czestos¢ wystepowania
(prewalencje) pieciu etiologii ptyndw oplucnowych, testowanych przez klasyfikator, na
podstawie catego zbioru zebranych probek, stanowiacego 367 ptyndéw pobranych od
kohorty pacjentow (z tego samego szpitala), z wykluczeniem ropniakow, ktore sg tatwe do
zdiagnozowania, oraz z wykluczeniem ptyndéw o nieznanej etiologii (tabela 2 ponizej).
Znajomos¢ prewalencji poszczegdlnych etiologii pozwolita na obliczenie, istotnych z
diagnostycznego punktu widzenia, dodatnich 1 ujemnych wartosci predykcyjnych
(odpowicdnio PPV (ang. positive predictive valuc) i NPV (ang. ncgative predicitve value)),
wskaznikéw wiarygodnosci dodatniego wyniku testu (ang. positive likelihood ratio, LR+)
oraz ujemnego wyniku testu (ang. negative likelihood ratio, LR-), a takze dokladnosci testu
w wybranym punkcie odpowiadajacym optymalnej warto$ci czutosci oraz swoistosci (Max
J-index), dla kazde] z pigciu klasyfikacji (tabela 2). Klasyfikator najlepiej odroznia plyny
nowotworowe i gruzlicze od pozostalych plynéw, z doktadnoscia powyze; 80 %.
Doktadnos¢  klasyfikacji  ,innych ptynow infekcyjnych”,  wszystkich plynéw
infekcyjnych” 1 plynéw zwigzanych z niewydolnoscig narzadow (,,ptyny tagodne”), jest
nieco nizsza 1 wynosi od 76,8 do 79,9 %. Potwierdzaja to rowniez wartosci wskaznikéw
wiarygodnosci dodatniego wyniku testu - dla ptyndéw gruzliczych LR+ wynosi 12,6, co
oznacza, ze uzyskanie dodatniego wyniku testu (zaklasyfikowanie do grupy ptynow
gruzliczych przez klasyfikator) znacznie zwieksza prawdopodobienstwo, z przed testu,
wystepowania u pacjenta gruzlicy. W przypadku ptynoéw nowotworowych, LR+ jest nizszy
niz dla gruzlicy 1 wynosi 7,07, co oznacza, na ,umiarkowang do duzej” poprawy w
stosunku do prawdopodobienstwa przed testem zdiagnozowania wystepowania nowotworu
u pacjenta przy uzyskaniu dodatniego wyniku testu. Natomiast, dla ,innych pltynéw
infekcyjnych”

wszystkich infekcyjnych” oraz zwiagzanych z niewydolnoscia narzadow,

3

LR+ jest nizszy, w zakresie 3,28-5,18, co wskazuje na ,niskie do umiarkowanych”
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zdolnosci testu do poprawy diagnostyki tych etiologii. Wskaznik wiarygodnosci ujemnego
wyniku testu (LR-) jest dla wszystkich grup ptynow na podobnym poziomie (niewielkim
do umiarkowanego), co oznacza, ze ujemny wynik testu tylko nieznacznie poprawia
zdolnos¢ obecnego rozwiazania do wykluczenia pltynu z danej grupy. Wartosci PPV/NPV
wskazuja, ze dodatni wyniku testu na ptyn nowotworowy daje 86% prawdopodobienstwa,
ze ptyn naprawde pochodzi od pacjenta z rakiem, natomiast ujemny wynik wigze si¢ z
78 % prawdopodobienstwem, ze jest prawdziwy. Jesli chodzi o ptyny gruzlicze, to we
wzgledu na nizsza prewalencje gruzlicy optucnej, dodatni wynik testu z
prawdopodobienstwem 58% prawidtowo identyfikuje ptyn gruzliczy, natomiast ujemny
wynik testu z prawdopodobienstwem 97 % prawidlowo wyklucza etiologie gruzlicy.
Podobnie jest w przypadku ,innych plynoéw infekcyjnych”, | wszystkich plynéw
infekcyjnych” oraz ptynow zwiazanych z niewydolnoscia narzadow.

Tabela 2. Skutecznos¢ diagnostyczna klasyfikatora z wartosciami odcigcia
czutosci/swoistosci wybranymi przy maksymalnym wskazniku J (wskaznika Youdena) z

uwzglednieniem czestosci wystepowania etiologii.

Etiologia Prewalen | Czulo$¢ | Swoistos¢ | PPV | NPV Rs | 1R Doklad-
cja(%)| (%) (%) % %o nos¢ %

Plyny 46,9 70,7 90,0 86,2 | 77,7 | 7,07 | 0,326 80,4
nowotworowe
Plyny gruzlicze 9,8 74.5 94,1 57,8 | 97,1 | 12,6 | 0,271 84,3
Inne plyny 14,3 75,6 82,4 41,8 | 95,3 | 4,30 | 0,296 79,0
infekcyjne
Wszystkie plyny | 24,1 74,1 85,7 62,2 | 91,2 | 5,18 | 0,302 79.9
infekcyjne
Plyny lagodne 29,0 77,1 76,5 57,3 | 89,1 | 3,28 | 0,299 76,8

Wybdr optymalnych punktéw odciecia (przy danej czutosci i swoistosci testu),
moze rozni¢ si¢ w zaleznosci od pytania diagnostycznego. W przypadku diagnostyki
plyndw oplucnowych, czesto sa one wybierane tak, aby test charakteryzowal sie jak
najwyzszg swoistoscia (jak najnizszy wskaznik FPR), a tym samym umozIliwil postawienie
pewnej (jednoznacznej) diagnozy, kosztem uzyskania fatszywie ujemnych wynikow testu
dla czgsci pacjentow. Przyktadem jest badanie cytologiczne plynu optucnowego majace na
celu zdiagnozowanie nowotworu zlosliwego u pacjentéw ze 100 % specyficznoscig (0O
FPR). W opracowanym przez nas klasyfikatorze przy wyborze punktu odcigcia

odpowiadajacego 100 % swoistosci testu (0 FPR), czutos¢ testu wynosi 55 %, 67 %, 40 %,
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48 % 1 29 % dla identyfikacji plynéw oplucnowych zwiazanych odpowiednio z
nowotworem, gruzlica, ,inna choroba infekcyjna ptuc lub oplucne)”, , wszystkimi
chorobami infekcyjnymi pluc i1 optucnej” 1 niewydolnoscia narzadoéw (innych niz pluca).
Przedstawiono rowniez krzywe PPV w funkcji czutosci testu, dla kazdej z pigciu
klasyfikacji ptynow, aby umozliwi¢ wyboér optymalnego punktu odciecia, dopasowany do
konkretnego pytania diagnostycznego (fig. 8). Krzywe tego typu wskazuja jak wybraé
optymalny punkt odcigcia, aby nie straci¢ wiele na czutosci testu (czyli ,,nie przeoczy¢”
pacjentow z dang choroba), jednoczesnie uzyskujac wysoki PPV dla bardziej precyzyjnej
diagnozy, biorac takze pod uwage czestos¢ wystepowania danej choroby.

Wykazano, ze ukierunkowane testy oparte na spektometrii mas (LC-MS), w
ktdrych stosuje si¢ syntetyczne peptydy SIS jako standardy wewnetrzne, maja niezrownang
specyficzno$¢ analityczng do ilosciowego oznaczania biomarkerow bialkowych, a
jednoczesnie umozliwiajg rozroznianie izoform, modyfikacji post-translacyjnych (PTM)
oraz wnoszg takze inne, dodatkowe informacje biologiczne (Addona i in., 2020; Neubert 1
in., 2020; Wright i Van Eyk, 2017). Stanowi to wyrazny kontrast z biochemicznymi i
opartymi na przeciwciatach testami diagnostycznymi, ktérych problemy ze
specyficznoscia, a takze inne ograniczenia zostaly niedawno mocno podkreslone (Baker,
2015; Hoofnagle i Roth, 2013; Jannctto i Fitzgerald, 2016). Testy oparte na spcktometrii
mas, takie jak tutaj opisane, bez etapow wzbogacania probki, nie maja czulosci
analityczne] zapewnianej przez testy oparte na przeciwcialach, jednak szybko si¢ to
zmienia, ze wzgledu na rozwdj spektrometrow, a wprowadzenie testow do analizy biatek
opartych na spektometrii mas w laboratorium diagnostycznym, jest niewatpliwie
przysztoscia (Addona i in., 2020; Hoofnagle i Roth, 2013; Horber 1 in., 2020; Jannetto i
Fitzgerald, 2016; Wright i Van Eyk, 2017).

W tej pracy ustalono, ktére z 53 bialek obecnie stosowanych w praktyce klinicznej
lub bedacych potencjalnymi markerami biatkowymi, do okreslania etiologii ptynu
optucnowego, z najwiekszym prawdopodobienstwem sprawdza si¢ w ukierunkowanym
tescie opartym na spektrometrii mas. Obejmujg one okoto 20 biatek o Sredniej i wysokiej
abundancji, ktére mozna z tatwosciag wykry¢ wykorzystujac prosta metode przygotowania
probki, co sprawia, ze podejscie wedlug wynalazku mozna bez trudu przenies¢ do
standardowego klinicznego systemu LC-MS.

Wykazano tutaj, ze podejscie multipleksowe z klasyfikatorem wieloklasowym
wykorzystujacym do okolo 15 cech, ulepsza zdolnos¢ do rozrdézniania plyndow w
porébwnaniu z zastosowaniem pojedynczych markeréw. Ostatnio wykazano, ze

przewidywanie etiologii ptynu optucnowego jest istotnym wyzwaniem, zaleznym od wielu
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czynnikéw oraz ze analiza wielu biomarkeréw diagnostycznych réwnocze$nie, pomaga w
grupowaniu ptynéw optucnowych (Ferreiro 1 in., 2020). Podobnie jak w przedstawionych
tu wynikach, ponad potowa wysiekéw nowotworowych grupowata si¢ z przesigkami 1
wysiekami infekcyjnymi, a wysigki infekcyjne czesto grupowaly si¢ z gruzliczymi i
innymi ptynami optucnowymi, podczas gdy wysigki gruzlicze skupiaty si¢ gtéwnie w
odrgbnej grupie. Pomimo tak duzego wyzwania, jakie stanowi roznicowanie etiologii
plynéw optucnowych, wykazano tutaj, ze podejscie oparte na spektometrii mas posiada
warto$¢ diagnostyczng.

Wartosci AUC dla klasyfikacji pieciu grup ptynow oplucnowych, wynosza od
0,842 do 0,869, przy sredniej doktadnosci prawidtowej diagnozy wynoszacej 80 %. Test
jest najlepszy w diagnozowaniu wysigku gruzliczego (LR+: 12,6), a nastgpnie w
diagnozowaniu wysieku nowotworowego (LR+: 7,1). Natomiast jego zdolnos¢ do poprawy
diagnostyki wysiekow infekcyjnych i zwigzanych z niewydolno$cig narzaddéw (glownie
przesigkdw), jest mniejsza. Mozliwos¢ wykluczenia danej etiologii byta niska dla
wszystkich grup, co oznacza, ze brak obecnosci markerow w ptynie nie jest tak dobry we
wskazywaniu wynikéw prawdziwie ujemnych, jak jest wykrycie ich obecnosci we
wskazywaniu wynikow prawdziwie dodatnich. Powyzszy test bylby zatem najlepszy do
réznicowania etiologii nowotworowej lub gruzliczej, co rzeczywiscie stanowi obecnie
najwigksze wyzwanie, poniewaz oba plyny na ogol maja charakter wysigku
limfocytarnego (Mercer i in, 2019). Badanie cytologiczne plynu do wykrywania
wysiekow nowotworowych ma czulo$¢ ponizej 60 %, natomiast testy ptynu w kierunku
gruzlicy optucnej, takie jak metody mikrobiologiczne, trwaja tygodnie, a testy oparte na
PCR maja czutos¢ ponizej 23-63 % (José M. Porcel, 2016, 2018). W grupie analizowanych
przez nas probek plyndéw optucnowych dodatni wynik cytologii uzyskano jedynie dla 24 %
wysiekéw nowotworowych. W przeciwienstwie do tego, test wedlug wynalazku (przy
100 % swoistosci) umozliwit zidentyfikowanie 55 % wysigkow nowotworowych 1 67 %
wysiekow gruzliczych. Na podstawie tego jednoosrodkowego badania pltynow
optucnowych pochodzacych od kohorty pacjentow po torakocentezie, mozna stwierdzi¢, ze
zdolnos¢ diagnostyczna testu wedlug wynalazku dla wspomnianych wczesniej dwoch
etiologii jest na tym samym poziomie lub lepsza od obecnie stosowanych testow
laboratoryjnych, a przy tym wymaga mniej czasu na uzyskanie wyniku.

CDHI1 byl najlepszym markerem, specyficznym dla plynéw nowotworowych.
Oprécz CDHI, roznicowanie plynow nowotworowych od ptyndéw infekcyjnych (w tym
gruzliczych), wspieraty THBS4, MSLN oraz SVEP1. MUCI1, HPX, SPINTI, CK-8, CK-
18, CK-19, ALCAM (antygen CD166) i SERPINA4 dodatkowo odroznialy plyny
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nowotworowe, przy czym MUCI1 byl z nich najskuteczniejszy. Klasyfikator jako gtowne
cechy uzywal CDHI1, MUCI1, THBS4, MSLN 1 HPX (w przedstawione] kolejnosci).
Jednak HPX byl réwniez podwyzszony w ,,innych ptynach infekcyjnych” 1 odrézniat je od
ptynow gruzliczych. SVEP1 byl roéwniez jedynym podwyzszonym markerem i
umozliwiajagcym odroznienie plynéw optucnowych zwigzanych z niewydolnoscig
narzadéw (,,plyny tagodne”) od pltynow infekcyjnych. SPINT1, CK-8, CK-18, CK-19,
ALCAM i SERPINAA4 nie znalazty sie wsrod 15 najwazniejszych cech. Moze to wynika¢ z
ich mniejszej istotnosci lub z tego, ze klasyfikator uzywa ,,zachtannego algorytmu” do
konstruowania drzew, unikajac w ten sposéb uzycia zbednych cech. Markery te moga
dziata¢ lepiej z bardziej czulym spektrometrem mas lub przy wprowadzeniu etapu
wzbogacania probki, jak wykazano wezesniej dla markerow cytokeratynowych ze wzgledu
na ich mniejsza abundancj¢ w ptynie optucnowym (Domanski i in., 2016; Perzanowska 1
in., 2018).

CDH1 (E-kadheryna) bedaca sktadnikiem potaczen przylegajacych odgrywa wazna
role w adhezji miedzykomorkowej tkanek nablonka. Jest potencjalnym biomarkerem do
diagnostyki zaawansowanego raka jelita grubego, w surowicy krwi (WeiB} i in., 2011).
Odnotowano, ze jej poziom jest podwyzszony w plynach nowotworowych i zostata
wybrana jako jeden z szeSciu najlepszych, potencjalnych biomarkerow oprocz SPINTI,
MUCI1, THBS4, ALCAM (antygen CD166) i SVEP1 (C.-D. Chen i in., 2014), ktore
przetestowano w przedstawionym tu badaniu. Przedstawione tu wyniki generalnie
potwierdzaja wyniki Chen 1 in., chociaz ro6znig si¢ one osiggnietymi zdolnosciami do
rozrézniania ptynow. Chen 1 in. przeprowadzili analiz¢ MRM na 82 ptynach optucnowych
i zastosowali etap wzbogacenia prébki. Odnotowali SPINT1 (AUC: 0,916), CDH1 (AUC:
0,815) 1 MUC1 (AUC: 0,807) jako glowne markery pozwalajace na rozroznienie pltynow
nowotworowych, spowodowanych wylacznie przez gruczolakoraka. Ponadto, jako
kontrole¢ w tym badaniu zastosowali pltyny gruzlicze, plyny parapneumoniczne i
paranowotworowe (plyny oplucnowe zwigzane z nowotworem pluca, ale bez
stwierdzonych przerzutow), co zapewne podwyzszylo uzyskane wartosci AUC. Na
podstawie modelu regresji logistycznej wybrali najlepszy panel 3-markerowy, sktadajacy
sie z SPINT1, SVEP1 i THBS4 (AUC: 0,951). W opisanym tu badaniu analizowano takze
plyny optucnowe zwigzane z niewydolnoscia narzadow (,,pltyny tagodne”), stanowiacych
gtownie przesieki, ktore rowniez wykazuja wyzszy poziom SVEP1, co czyni ten marker
niespecyficznym dla ptynéw nowotworowych, lecz prawdopodobnie jego poziom jest
nizszy w plynach infekcyjnych. SVEP1 jest wazna czasteczka adhezyjna komorek,
regulujaca adhezje miedzykomorkowa, uczestniczaca w progresji raka (L. Chen i in., 2020;
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Shur i in., 2007). THBS4 jest zewnatrzkomorkowym biatkiem wigzacym wapn, bioragcym
udzial w interakcjach komorka-komorka 1 komorka-macierz, i stwierdzono jego
nadekspresje w zrebie nowotworowym gruczolakoraka zotadka typu rozlanego
wydzielanym przez fibroblasty zwigzane z rakiem oraz w podscielisko inwazyjnego raka
sutka (Forster i in., 2011; McCart Reed i in., 2013). MUCI, znany réwniez jako antygen
nowotworowy 15-3 (CA 15-3), jest duza glikoproteing przezbtonowa, ulegajaca ekspresji
na powierzchni wierzchotkowej najprostszych komorek wydzielniczych nabtonka, ktora
ulega autoodszczepieniu na dwie podjednostki (MUCI-N i MUC1-C) (Hattrup i Gendler,
2008), a jego nadekspresja wystepuje w roznych nowotworach, w tym nowotworze pluca
(Nath 1 Mukherjee, 2014). Krazacy MUCI-N, ktéry zawiera peptyd analizowany w
koncowym tescie wedlug wynalazku, jest uzywany jako serologiczny marker (CA 15-3)
stosowany w praktyce klinicznej do monitorowania raka sutka (Kufe, 2009). CA 15-3
stosowany w praktyce klinicznej, w panelu wraz z ftrzema innymi markerami
nowotworowymi (CEA, CA 125 i CYFRA 21-1 (CK-19);, wszystkie badane w tescie
wedlug wynalazku) oceniano pod katem wuzytecznosci do diagnostyki plyndéw
nowotworowych, a CA 15-3 analizowany samodzielnie, mial najlepsza sposrod nich
czutos¢ na poziomie 30 % (przy 100 % swoistosci). Polaczenie wszystkich czterech
markerow razem dalo czutos¢ 54 % (José Manuel Porcel i in., 2004), co jest
poréwnywalne do wyniku uzyskanego dla klasyfikatora wedlug wynalazku, wynoszacego
55 % (przy 0 FPR). HPX jest powszechnie wystepujaca glikoproteing osocza wigzacg hem,
z ta3 wazng fizjologiczng rola wymaganga do zapobiegania uszkodzeniom oksydacyjnym
podczas hemolizy (Tolosano i Altruda, 2002). Poziom HPX byl wyzszy w plynach
nowotworowych (gruczolakorak/ niedrobnokomoérkowy rak pluca) w porownaniu z
plynami gruzliczymi/ parapneumonicznymi (Rodriguez-Pifieiro 1 in., 2010; Z. Wang i in.,
2012), ale jest to takze bialko reagujace w ostrej fazie, indukowane po zapaleniu (Tolosano
1 Altruda, 2002), co moze wyjasniaC obserwacje tu opisane, ze jest ono réwniez
podwyzszone w innych ptynach infekcyjnych. MSLN jest normalnie produkowany
gtéwnie przez komorki mezotelialne, lecz takze jest antygenem zwigzanym z
nowotworem, ulegajacym  nadekspresji na réznych  ztosliwych  komorkach
nowotworowych, w tym ztosliwym miedzybtoniaku optucnej (Creaney i Robinson, 2017).
Jest to marker surowicy stosowany do monitorowania miedzybtoniaka optucnej. Badania
wykazujg takze jego wyzsze poziomy w pltynach oplucnowych u pacjentow z ztosliwym
miedzybtoniakiem optucnej, natomiast odnotowano takze wiele fatlszywie dodatnich
wynikéw w innych ptynach nowotworowych (Hooper i in., 2013; Miettinen 1 Sarlomo-

Rikala, 2003). Analiza guzow pluca wykazata, ze MSLN ulegal nadekspresji w potowie
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gruczolakorakow, w rakach wielkokomorkowych 1 raku plaskonabtonkowym, ale
nadekspresja nie wystepowata w raku drobnokomorkowym (Mettinen i Sarlomo-Rikala,
2003). Zostato to dokladnie zaobserwowane w opisanym tu badaniu, opartym tylko na
analizie plynu optucnowego i jest prawdopodobnie powodem, dla ktorego MSLN jest
jednym z gtownych markeréw ogolnej klasyfikacji ptynow nowotworowych.

ADA2, CXCL10 i WARS byly gléwnymi biatkami, ktore odrozniaty plyny
gruzlicze od wszystkich innych ptynow oplucnowych i jedynymi biatkami, ktoére istotnie
odroznialy ptyny gruzlicze od innych pltynow infekcyjnych. WARS jest indukowana
interferonem-y, cytoplazmatyczna forma syntetazy tryptofanylo-tRNA. WARS byla
podwyzszona w ludzkich makrofagach zakazonych Mycobacterium tuberculosis oraz w
surowicy krwi pacjentow z aktywna gruzlica ptuc, bedac jednym z trzech najlepszych,
potencjalnych biomarkeréw gruzlicy (De Groote 1 in., 2017, Diaz i in., 2016). W obecnym
wynalazku po raz pierwszy stwierdzono, ze WARS jest rowniez podwyzszona
specyficznie, szczegolnie w ptynach gruzliczych, a przy wartosci AUC wynoszace] 0,832
wykazuje wysoki potencjal do identyfikacji tych ptynow. CXCL10, znana rowniez jako
biatko indukowane interferonem-y 10 kDa (IP-10), jest cytokina nalezaca do rodziny
chemokin CXC (M. Liu 1 in., 2011). Przyciaga do miejsc objetych stanem zapalnym
monocyty i aktywowanc limfocyty T, i sprzyja sclcktywnemu wzmocnicniu odpowicdzi
Thl 1 zwigkszonej produkcji IFN-y. Podwyzszony poziom CXCL10 w plynach
gruzliczych, podobnie jak ADA i IFN-y, wskazuje na ostra chorobg i jest sugerowany jako
dodatkowy marker diagnostyczny (K.-Y. Chen i in., 2016; Dheda i in., 2009; Roofchayee i
in., 2021). Siedem wczesniejszych badan, w ktorych stezenie CXCL10 mierzono metoda
ELISA, wykazato srednia czuto$¢ 84 % i swoistos¢ 90 % w identyfikacji ptynu gruzliczego
(José M. Porcel, 2016). Rowniez przy 90 % swoistosci, odnotowana w opisanym tu
badaniu czutos¢ dla CXCL10 wynost 71 % (AUC: 0,880), ale uzycie klasyfikatora podnosi
je odpowiednio do 94 % 1 75 %. ADA2 miatla najwyzsza moc dyskryminacyjna (AUC:
0,881) i byta najwyzej oceniang cechg klasyfikatora. Deaminaza adenozynowa (ADA),
reprezentowana przez dwa izoenzymy (ADA1 i ADA?2), bierze udzial w metabolizmie
puryn i katalizuje deaminacje adenozyny do inozyny, czasteczki sygnatowej, ktdéra ma
kluczowe znaczenie dla rozwoju uktadu limfatycznego (Cristalli i in., 2001). ADAI
stanowi wiekszos¢ wewnatrzkomorkowej aktywnosci ADA, podczas gdy ADA2 jest
wydzielana specyficznie przez uktad komoérek monocytow-makrofagdéw oraz limfocyty T i
jest dominujacym izoenzymem w plynach gruzliczych (Bielsa i in., 2013; Cristalli i in.,
2001; Zemlin i in, 2009). Przydatno$¢ pomiaru calkowitej aktywnosci ADA w

diagnostyce gruzlicy optucnej zostala po raz pierwszy opisana w 1978 roku i do dzi$

44771



PL 440401 A1

pozostaje najbardziej wyspecjalizowanym biomarkerem plynu gruzliczego (José M.
Porcel, 2016). Z pieciu metaanaliz wynika, ze pomiar aktywnosci ADA w plynie
oplucnowym ma czutos¢ 92 % 1 swoistos¢ 90 % (José M. Porcel, 2016). Wykazano, ze
pomiar aktywnosci ADA?2 jest lepszy niz pomiar catkowitej aktywnosci (Zemlin i in.,
2009), jednak w testach stosowanych w praktyce klinicznej nadal mierzy si¢ catkowitg
aktywnos¢ ADA. Test wedlug wynalazku ma zdolno$¢ do rozrozniania dwoch
izoenzyméw 1 nie wykrywano ADA1 w zadnym z badanych ptynow optucnowych, z
celowanymi trzema peptydami. Pomimo, ze moze to by¢ kwestia limitu detekcji testu, fakt
ten potwierdza, ze ADA2 dominuje w plynach gruzliczych. ADAIl jest réwniez
wytwarzany przez neutrofile i wystepuje gtownie w niegruzliczych ptynach optucnowych,
takich jak zaawansowane plyny parapneumoniczne i1 ropniaki, i jest odpowiedzialny za
wigkszo$¢ testow falszywie dodatnich w niegruzliczych ptynach optucnowych (José¢ M.
Porcel, 2016; Zemlin i in. al., 2009). Pomimo, ze takie plyny oplucnowe sg zwykle tatwe
do odroznienia przez lekarzy 1 dlatego ropniaki zostalty wykluczone z opisanego tu
badania, monitorowanie obu izoenzymow moze zwiekszy¢ warto$¢ diagnostyczna.

Plyny parapneumoniczne sg wtorne do zapalenia ptuc lub innych infekcji ptuc i
wymagaja szybkiej diagnozy, ze wzgledu na wyzsza $miertelnos¢ wsrod pacjentéw z
towarzyszacym pltynem optucnowym (Feller-Kopman i Light, 2018). ,,Ztotym standardem”
w diagnozowaniu infekcji optucnej jest hodowla mikroorganizmu, jednak 40 % aspiratow
daje fatszywie ujemny wynik, a sama metoda wymaga znacznej ilosci czasu, natomiast
wyniki szybszych testow biochemicznych mogg by¢ podobne do tych uzyskanych dla
pltynow nowotworowych (Mercer 1 in, 2019). Siedem biatek zwigzanych z
infekcja/zapaleniem w tescie wedtug wynalazku, S100A9, VIM, LGALS1, APCS, MMP9,
LDHA i CRP, byto podwyzszonych w ptynach gruzliczych 1 innych ptynach infekcyjnych.
Inne ptyny infekcyjne nie mialy zadnych specyficznych, podwyzszonych markeréw, ale
S100A9, APCS 1 CRP byly najwazniejszymi biatkami do 1ich klasyfikacji, w
przeciwienstwie do tego, co obserwowano dla ptynéw gruzliczych. Ponadto niski poziom
CXCL10, ADA2 i WARS oraz wyzszy poziom HPX skutecznie odroznial inne ptyny
infekcyjne od ptynow gruzliczych. Klasyfikator wybrat CRP, S100A9 i VIM jako
najwazniejsze cechy do rozrozniania innych pltynow infekcyjnych 1 mogt rownie
skutecznie odrozni¢ te grupe (AUC: 0,863), tak jak pltyny gruzlicze (AUC: 0,859) lub
wszystkie ptyny infekcyjne (AUC: 0,869). Dla poréwnania, modele prognostyczne oparte
na klinicznych pomiarach CRP, IL-6 1 liczby komorek neutrofili/leukocytow
identyfikowaty ptyny infekcyjne z wartosciag AUC na poziomie 0,898-0,909 (Ferreiro i in.,
2019).

45/71



PL 440401 A1

S100A9 jest biatkiem wigzacym wapn, ktore wystepuje gléwnie jako heterodimer
S100A8/A9 (kalprotektyna) i jest wydzielane przez neutrofile i monocyty modulujac
procesy zapalne poprzez stymulowanie rekrutacji leukocytow 1 indukowanie wydzielania
cytokin, majace potencjal jako marker diagnostyczny dla choréb zwigzanych ze stanem
zapalnym (S. Wang i in., 2018). APCS (sktadnik surowiczy amyloidu P lub SAP) jest
biatkiem osocza, ktore podobnie jak CRP nalezy do rodziny pentraksyn bialek wigzacych
ligandy zalezne od wapnia 1 jest zwigzane z kilkoma patogennymi stanami amyloidu
(Pepys, 2018). Hamuje przemieszczanie sie neutrofili do tkanek, sprzyja rozwigzywaniu
stanow zapalnych i1 zwldknienia, promuje fagocytoze i reguluje réznicowanie makrofagow
(Pilling i Gomer, 2018). Wyzsze poziomy S100A9 i APCS wykryto w plynach
parapneumonicznych (a takze w ptynach gruzliczych w przypadku APCS) w poréwnaniu z
plynami nowotworowymi (gruczolakoraka) (Z. Wang i in., 2012). Obserwacje te zostaty
potwierdzone na wigkszym i bardziej zréznicowanym zestawie ptyndéw optucnowych
wedlug wynalazku.

CRP jest biatkiem ostrej fazy zapalenia, wykorzystywanym w praktyce klinicznej
jako marker infekcji i incydentéw sercowo-naczyniowych (Sproston i Ashworth, 2018).
Byt on podwyzszony w ptynach infekcyjnych, w tym gruzliczych, parapneumonicznych i
ropniakach, w poréwnaniu do plynow nowotworowych i przesigkow (Izhakian i in., 2016;
JM. Porcel i in., 2009; Watanabe i in., 2018). Metaanaliza 18 publikacji wykazata
rozsadna zdolnos¢ diagnostyczng CRP dla plyndéw parapneumonicznych (AUC: 0,88,
czutos¢ 80 %, swoistos¢ 82 %) (Li 1 in., 2019). VIM to posrednie biatko filamentowe typu
IIT zaangazowane w utrzymywanie integralnosci komorkowej i inne procesy, takie jak
przytaczanie, migracja i sygnalizacja komorek (Ramos i in, 2020; Satelli i Li, 2011).
Klasycznie, jest markerem przejscia nablonkowo-mezenchymalnego (EMT), wiaze si¢ ze
ztym rokowaniem 1 stwierdzono jego nadekspresj¢ w roznych nowotworach
nablonkowych, w tym raku pluca (Satelli 1 Li, 2011). VIM byl podwyzszony na
powierzchni ludzkich monocytéw zakazonych M. tuberculosis i jako ligand posredniczyt
w ich lizie przez komorki NK (Diaz 1 in., 2016; Garg i in., 2006). Chociaz sporadycznie
obserwowano tu wysoki poziom VIM w ptynach nowotworowych, w tym zwigzanych z
gruczolakorakiem, rakiem  ptaskonablonkowym, rakiem  drobnokomoérkowym,
miedzybtoniakiem 1 wtdrnymi nowotworami, poziomy VIM byly przede wszystkim
podwyzszone w plynach infekcyjnych, jak zaobserwowano we wczesniejszym badaniu
(Domanski i in., 2016). Klasyfikator wybral VIM jako druga najwazniejsza cech¢ dla catej
grupy plynéw infekcyjnych, zaraz po S100A9. Zamiast markerem raka, sugeruje si¢ tu,

aby VIM byt klasyfikowany jako marker infekcji w plynie oplucnowym, co jest rowniez
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zgodne z badaniem przeprowadzonym przez Kanaji 1 in., w ktorym VIM nie odrozniat
pltynow nowotworowych od ptynéw nienowotworowych (Kanaji i in., 2019). LGALSI,
MMP9 1 LDHA nie byly tak skuteczne w odréznianiu innych ptynow infekcyjnych od
wszystkich pltynoéw optucnowych jak wymienione wyzej markery, ale byly istotnie
podwyzszone. LGALSI1 (Galectin-1) to lektyna o funkcjach przeciwzapalnych (Camby i
in., 2006; Sundblad i in., 2017). Jej nadekspresja zostala zaobserwowana w ostrym i
przewlektym zapaleniu, ale takze w kilku typach nowotworow, w tym raku ptuca, gdzie
moze wptywac na progresje nowotworu (Astorgues-Xerri i in., 2014; Sundblad i in., 2017).
Mundt i in. wykazali nadekspresje LGALS1 w ptynach zwiagzanych z gruczolakorakiem w
poréwnaniu z plynami zwigzanymi z miedzybloniakiem, podczas gdy Javadi 1 in.
stwierdzili co$§ wprost przeciwnego, przy czym obaj twierdzili, ze LGALSI jest
potencjalnym markerem miedzybtoniaka (Javadi i1 in., 2020, Mundt i in, 2014). W
przyktadzie wedlug wynalazku zaobserwowano wyzszy poziom LGALS1 w trzech z
czterech plynow zwigzanych z miedzybtoniakiem optucnej 1 w niektorych plynach
nowotworowych, ale byl on duzo bardziej widoczny w plynach infekcyjnych. MMP9
(zelatynaza B) stymuluje lub hamuje proces degradacji macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(ECM), a jej nadekspresja jest zwigzana z réznymi nowotworami, a takze z ostrymi i
przewlektymi chorobami zapalnymi oraz infekcjami (Mondal i in., 2020). MMP9 bylo
podwyzszone w plynach gruzliczych w porownaniu z przesigkami 1 plynami
nowotworowymi, i bylo wytwarzane przez komorki nabtonkowe w ziarniniakach (Park i
in., 2005; Jose M. Porcel i in., 2016; Sheen i in., 2009). W tych wczesniejszych badaniach
nie analizowano zadnych innych plynéw infekcyjnych, podczas gdy w opisanym tu
badaniu wykazano, ze MMP9, oprocz ptynéw gruzliczych, jest réwniez podwyzszony w
wysiekach parapneumonicznych. LDH jest niezbednym enzymem cytozolowym,
odwracalnie przeksztalcajacym pirogronian w mleczan. Jest to homo- lub heterotetramer,
tworzacy pie¢ izoenzymow, roznigeych sie udziatem podjednostek LDHA 1 LDHB oraz
rozmieszczeniem tkankowym (Urbanska i Orzechowski, 2019). LDH jest uwalniany przez
uszkodzone komorki, a catkowity LDH w surowicy jest bardzo czulym, ale
niespecyficznym markerem wielu stanow chorobowych (Erez i in., 2014). Aktywnos¢
LDH jest wykorzystywana w roznicowaniu przesieku 1 wysieku optucnowego, przy czym
wysieki, zwlaszcza skomplikowane wysieki parapneumoniczne i gruzlicze, charakteryzuja
si¢ wyzszym LDH (Feller-Kopman i Light, 2018; José M. Porcel 1 Light, 2006). Opisane
wyniki to potwierdzily i dodatkowo wykazaly, ze podjednostka LDHA dominuje w
wysigkach infekcyjnych, a takze jest wyzsza w wysigkach infekcyjnych niz w wysigkach

nowotworowych, w przeciwienstwie do LDHB.
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Chociaz czesto okresla sie je jako ,tagodne” plyny optucnowe, to przesigki
zwigzane z niewydolnoscia serca, watroby 1 nerek wigza si¢ z 25-50 % $miertelnosciag w
ciagu roku (Feller-Kopman 1 Light, 2018). Ptyny oplucnowe zwigzane z niewydolnoscia
narzadow, pomimo, ze nie posiadaja zadnych unikalnych, podwyzszonych markerow
biatkowych i wykazujg najnizszy potencjal dyskryminacyjny, wcigz mogg by¢ skutecznie
réznicowane za pomocg niskich poziomow bialek, zwlaszcza C9, LDHA, HPX, LDHB i
C3. Wydaje sie, ze jest to powodowane faktem, ze te plyny, bedace w wigkszosci
przesiekami, maja nizsze catkowite stezenie biatek osocza. Biatka C9 i C3 sg stosowane w
praktyce klinicznej jako markery stanu zapalnego i sa réwniez zgltaszane odpowiednio jako
potencjalny serologiczny marker gruzlicy i jako marker ptynow parapneumonicznych (De
Groote 1 in., 2017; Z. Wang 1 in., 2012). W opisanym tu badaniu wykazano, ze sa one
dobrymi markerami ,,ogolnego wysigku”, a ich poziomy sa nizsze w przypadku plynow
zwigzanych z niewydolnoscig narzadéw. SERPINA4, SERPINF1 i GSN byty rowniez
sugerowane wczesnie] jako potencjalne serologiczne 1 optucnowe markery plynu
gruzliczego lub pltynu zwigzanego z nowotworem ztosliwym (De Groote i in., 2017; Lee i
in., 2017; Z. Wang i in., 2012). Pomimo detekcji bialek SERPINF1 i GSN, uzyskujac silne
sygnaly pochodzace od wielu peptydow we wszystkich probkach, nie stwierdzono
istotnego potencjatu dla nich jako markerow jakiejkolwick specyficzncj ctiologii.

Podsumowujac, przeprowadzono tu poréwnanie stosowanych w praktyce klinicznej
i potencjalnych markerow do klasyfikacji etiologii ptynu oplucnowego przy uzyciu
ukierunkowanej proteomiki opartej na spektrometrii mas, na zbiorze ptynow optucnowych,
odzwierciedlajacym rzeczywiste warunki panujace w klinice. Wybrano tu najbardziej
obiecujace biatka, ktore sa odpowiednie do stosowania na platformach opartych na
spektrometrach mas w laboratoriach diagnostycznych. Nalezg do nich: CDHI1, MUCI,
THBS4 1 MSLN dla wysigkow nowotworowych; ADA2, CXCL10 1 WARS dla wysigkow
gruzliczych; CRP, S100A%9 i1 VIM dla wysigkow parapneumonicznych (,inne ptyny
infekcyjne™); oraz C9, LDHA, HPX, LDHB i C3 dla plynéw zwigzanych z niewydolnoscia
narzadow (innych niz ptuca - ,,ptyny tagodne”), stanowigcych gtéwnie przesieki.

Test i opracowany klasyfikator tworza narzedzie, ktore jest bardzo skuteczne w
potwierdzaniu diagnozy, zwtaszcza w przypadku wysieku nowotworowego lub
gruzliczego. Chociaz wydajnos¢ diagnostyczna panelu biomarkerow wedlug wynalazku
byla bardzo podobna do obecnie stosowanych testow diagnostycznych, to tego typu test
multipleksowy, mierzacy wigcej niz jeden marker chorobowy w jednej analizie, stanowi
ogromny skok pod wzgledem skrocenia czasu do uzyskania diagnozy, umozliwiajacy

diagnozowanie wielu etiologii za pomoca pojedynczego testu laboratoryjnego.
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Ujawniono tu nowe informacje dla wielu markerow odnosnie ich ekspresji w ptynie
oplucnowym ze wzgledu na wigksza réznorodnos¢ badanych pltynow i wykazano, ze
spektrometria mas moze dostarczy¢ nowych informacji, specyficznych dla izoenzymow.
Takie testy oparte na spektrometrii mas, oparte na matoinwazyjnej i w wigkszosci
przypadkow konieczne] (z medycznego punktu widzenia), procedurze torakocentezy i
pobieraniu prébki ptynu optucnowego, wykonywane we wcezesnym etapie, moga szybko
dostarczy¢ wiele pomocnych informacji i wskazéwek w kierunku dalszych mniej lub
bardziej inwazyjnych procedur wymaganych do postawienia ostatecznej diagnozy i
wdrozenia odpowiedniego dla danego pacjenta leczenia.

Tabela 3 . Etiologie badanych plynéw oplucnowych (a), dane demograficzne
badanej populacji (b) i schemat przedstawiajacy plyny wybrane do analizy oraz
plyny odrzucone z badania (c). 158 plyndéw oplucnowych zostato odrzuconych z badania,
w tym: 65 ropniakow (fatwo diagnozowanych na podstawie ropnego wygladu), 55 ptynow
o nieznanej etiologii, 8 ptynow z dwiema lub wigcej etiologiami oraz 30 ptyndéw tagodnych
(niezdefiniowane przesigki, ptyny nienowotworowe 1 nieinfekcyjne). Do analizy wybrano
209 plynow optucnowych o zdiagnozowanej etiologii. Lacznie 109 ptyndéw pochodzito od
pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem (ptyny nowotworowe): w tym 82 plyny od
pacjentow z rakiem ptuca (65 niedrobnokomorkowych rakow pluca (NSCLC) z dalszym
podzialem na 33 gruczolakoraki (ADC) i 22 raki ptaskonabtonkowe (SCC)) oraz 27
plynow od pacjentdéw z innymi (wtornymi) nowotworami. 58 ptynow pochodzito od
pacjentow z chorobami infekcyjnymi (wszystkie ptyny infekcyjne), w tym 25 ptynow od
pacjentow z zapaleniem pluc, 24 plyny od pacjentdéw z gruzlica (ptyny gruZzlicze), 6
plynéw od pacjentow z zapaleniem optucnej i 3 ptyny ropne (bez widocznej ropy). 42
plyny optucnowe nienowotworowe 1 nieinfekcyjne (pltyny tagodne) pochodzity gtéwnie od
pacjentéw z niewydolnoscig narzadéw, w tym 27 plyndéw od pacjentow z niewydolno$cia
serca, 5 plynow od pacjentow z niewydolnoscia nerek, 4 plyny przesigkowe
(niezdefiniowane), 2 ptyny od pacjentéw z zapaleniem stawdw i po jednym ptynie od

pacjentdw z zapaleniem trzustki, marskoscig watroby, zatorowoscia ptucna i po urazie.

a b
Nowotwory 109 Liczba  Mediana
pacjentow wieku (lata)
Rak ptuca 82  Nowotowory 67
NSCLC 65 Kobiety 42
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ADC 33 Mezczyzni 67
SCC 22 Infekcje 58
SCLC 17 Zapalenie pluc 60
Inne nowotwory 27 Kobiety 5
Infekcje 58 Mezczyzni 25
Zapalenie ptuc 25 Gruzlica 55
Gruzlica 24 Kobiety 1
Zapalenie oplucnej 6 Mezczyzni 23
Ropniak optucnej 3 Zapalenie pluc 51
Niewydolnos$¢ narzadow 42 Kobiety 3
Niewydolnos¢ serca 27 Mezczyzni 3
Niewydolnos¢ nerek 5 Ropniak oplucnej 57
Przesiek 4 Kobiety 1
Zapalenie stawow 2 Mezczyzni 2
Zatorowos$¢ ptucna 1 Niewydolnos$é¢ 70,5
narzgdow
Zapalenie trzustki 1 Kobiety 10
Marskos¢ watroby 1 Mezczyzni 32
Uraz 1
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Zastrzezenia patentowe

1. Panel biatkowy skladajacy sie z markeréw biatkowych i odpowiadajacych im
peptydow wymienionych w tabeli 1 do zastosowania w sposobie in vitro diagnozowania
plynéw optucnowych.

2. Panel biatkowy wedlug zastrzezenia 1, do sposobu in vitro diagnozowania
ptynow optucnowych, ktory to panel oznacza si¢ z zastosowaniem opartej na spektrometrii
mas (MS) multipleksowane]j proteomiki celowanej z uzyciem metod MS selektywnego,
wielokrotnego lub réwnoleglego monitorowania reakcji (SRM, MRM, PRM).

3. Panel biatkowy wedlug zastrzezenia 1 albo 2, obejmujacy markery biatkowe o
sekwencjach numer: 112,4,517,8,101 11, 14, 161 17, 18-20, 23, 24-26, 29, 30, 33-35,
36137, 40142, 44145, 48,50151, 54157, 58,601 61, 63, 67-70, 71,72175, 79,
80-83, 84-86, 87-89, 90191, 92-94, 95197, 98-102 oraz 104-108.

4. Panel bialkowy wedlug ktoregokolwiek z zastrzezen 1 do 3, ktory obejmuje
wykryty i oznaczony ilosciowo, zwiekszony poziom w ptynie optucnowym nastepujacych
biatek lub odpowiadajacych im peptydow: kadheryna-1 (CDHI1), trombospondyna-4
(THBS4), mezotelina (MSLN), mucyna-1 (MUC1/CA 15-3), domena sushi, czynnik von
Willebranda, EGF 1 biatko 1 zawierajace domen¢ pentraksyny (SVEP1), inhibitor proteazy
typu Kunitz 1 (SPINT1), hemopeksyna (HPX), antygen CD166 (ALCAM), kallistatyna
(SERPINAA4), keratyna 8 typu II cytoszkieletu (CK-8), keratyna 18 typu I cytoszkieletu
(CK-18), keratyna 19 typu I cytoszkieletu (CK-19), ktory wskazuje na ptyn nowotworowy,
czyli ptyn zwigzany z nowotworem.

5. Panel biatkowy wedlug zastrzezenia 4, w ktérym wykryty i oznaczony ilosciowo,
zwigkszony poziom w ptynie oplucnowym nastepujacych bialek lub odpowiadajacych im
peptydow: CDH1, MUC1, THBS4, MSLN, HPX, wskazuje na ptyn nowotworowy.

6. Panel biatkowy wedtug zastrzezenia 5, w ktorym wykryty i okreslony ilosciowo,
zwigkszony poziom w ptynie optucnowym CDHI1 i odpowiadajacych jej peptydow
wskazuje na ptyn nowotworowy.

7. Panel bialkowy wedlug ktoregokolwiek z zastrzezen 1 do 3, w ktérym wykryty i
okreslony ilosciowo, zwiekszony poziom w plynie optucnowym nastepujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydoéw: deazminaza adenozynowa ADA2, chemokina 10 z
motywem C-X-C (CXCL10) i syntetaza tryptofanylo-tRNA, cytoplazmatyczna (WARS),
wskazuje na plyn gruzliczy, czyli plyn optucnowy spowodowany zapaleniem oplucnej w

wyniku infekcji Mycobacterium tuberculosis.
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8. Panel biatkowy wedtug zastrzezenia 7, w ktorym wykryty 1 okreslony ilosciowo,
zwigkszony poziom w pltynie optucnowym ADA2 i odpowiadajgcych jej peptydow
wskazuje na ptyn gruzliczy.

9. Panel biatkowy wedlug ktoregokolwiek z zastrzezen 1 do 3, w ktérym wykryty i
okreslony ilosciowo, zwiekszony poziom w plynie optucnowym nastgpujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: wimentyna (VIM), galektyna 1 (LGALS1), osoczowe
biatko amyloidu P (APCS), biatko S100A9 (S100A9), metaloproteinaza 9 (MMPY),
dehydrogenaza mleczanowa A (LDHA) i biatko C-reaktywne (CRP), wskazuje na plyn
parapneumoniczny lub inny ptyn infekcyjny.

10. Panel biatlkowy wedlug zastrzezenia 9, w ktorym wykryty i okre§lony
ilosciowo, zwigkszony poziom w plynie oplucnowym nastepujgcych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: CRP, S100A9, VIM, wskazuje na inny plyn infekcyjny.

11. Panel biatkowy wedlug zastrzezenia 10, wykryty i okreslony ilosciowo,
zwigkszony poziom w ptynie optucnowym biatek lub odpowiadajacych im peptydow: CRP
1 SI00A9, wskazuje na inny ptyn infekcyjny.

12. Panel biatkowy wedtug ktoregokolwiek z zastrzezen 1 do 3, w ktorym wykryty
1 okreslony ilosciowo zmieniony poziom w ptynie optucnowym nastepujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: hemopeksyna (HPX), dehydrogenaza mleczanowa A
(LDHA), dehydrogenaza mleczanowa B (LDHB), skladowa C3 dopelniacza (C3),
sktadowa C9 dopelniacza (C9), domena Sushi, czynnik von Willebranda typu A, EGF i
biatko zawierajace domeng¢ pentraksyny 1 (SVEPI1), wskazuje na pltyn lagodny,
wynikajacy z chordb innych niz nowotwory 1 infekcje.

13. Panel bialkowy wedlug zastrzezenia 12, w ktérym wykryty 1 okreslony
ilosciowo, obnizony poziom w plynie optucnowym nastepujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: LDHA, LDHB, C3, C9, HPX wskazuje na ptyn tagodny.

14. Panel bialkowy wedlug zastrzezenia 13, w ktérym wykryty i okreslony
ilosciowo, obnizony poziom w plynie optlucnowym nastepujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: LDHA i C9, wskazuje na ptyn tagodny.

15. Sposéb in vitro analizy pltynu optucnowego do diagnozowania jego etiologii, w
ktorym to sposobie wykrywa si¢ i oznacza iloSciowo w plynie oplucnowym pobranym od
pacjenta panel markerow biatkowych wymienionych w tabeli 1, w tym odpowiadajacych
im peptydow, w ktorym wykrywanie i oznaczenie ilosciowe przeprowadza sie przy uzyciu
opartej na spektrometrii mas multipleksowej ukierunkowanej proteomiki, oraz na
podstawie obecno$ci i zmiany poziomu markera biatkowego lub jego odpowiedniej

kombinacji peptydowej okresla si¢ etiologie ptynu optucnowego.

58/71



PL 440401 A1

16. Sposob wedlug zastrzezenia 15, w ktorym analiz¢ plynu oplucnowego
przeprowadza si¢ przy uzyciu opartej na spektrometrii mas (MS) multipleksowanej
celowanej proteomiki z zastosowaniem metod MS selektywnego, wielokrotnego lub
réwnoleglego monitorowania reakcji (SRM, MRM, PRM).

17. Sposob wedlug ktéregokolwiek z zastrzezen 15 albo 16, w ktorym wykrywa sie
obecno$¢ i oznacza iloSciowo zmiane poziomu w plynie optucnowym markeréw
biatkowych 1 odpowiadajacych im peptydow w poréwnaniu z poziomem stezenia biatek
lub peptydow odniesienia oznaczonym w grupie odniesienia.

18. Sposob wedtug dowolnego z zastrzezen 15 do 17, w ktérym wykrywa sie
obecno$¢ 1 oznacza ilosciowo markery biatkowe o sekwencjach numer: 112,4,517, 8, 10
ill, 14,161 17, 18-20, 23, 24-26, 29, 30, 33-35, 36137, 40142, 44145, 48,501 51,
54157, 58,601i61, 63, 67-70, 71,72175, 79, 80-83, 84-86, 87-89, 90191, 92-94,
95197, 98-102 oraz 104-108.

19. Sposéb wedtug dowolnego z zastrzezen 15 do 18, w ktérym wykrywa si¢
obecnos¢ i oznacza ilosciowo zmiang poziomu w plynie optucnowym nastgpujacych bialek
lub odpowiadajacych im peptydow: kadheryna-1 (CDHI1), trombospondyna-4 (THBS4),
mezotelina (MSLN), mucyna-1 (MUCI/CA 15-3), domena sushi, czynnik von
Willebranda, EGF 1 biatko 1 zawierajace domen¢ pentraksyny (SVEP1), inhibitor proteazy
typu Kunitz 1 (SPINT1), hemopeksyna (HPX), antygen CD166 (ALCAM), kallistatyna
(SERPINAA4), keratyna 8 typu II cytoszkieletu (CK-8), keratyna 18 typu I cytoszkieletu
(CK-18), keratyna 19 typu I cytoszkieletu (CK-19), przy czym ich obecnos¢ i zwigkszony
poziom wskazuje na ptyn nowotworowy.

20. Sposob wedtug zastrzezenia 19, w ktorym wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza
ilosciowo zmiane poziomu w plynie oplucnowym nastepujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: CDHI1, MUCI1, THBS4, MSLN, HPX, przy czym ich
obecnos¢ i zwigkszony poziom wskazuje na ptyn nowotworowy.

21. Sposob wedtug zastrzezenia 20, w ktorym wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza
ilosciowo zmiang poziomu w ptynie oplucnowym CDHI1 1 odpowiadajacych jej peptydow,
przy czym obecnos¢ i zwigkszony poziom CDHI1 wskazuje na ptyn nowotworowy.

22. Sposob wedtug ktoregokolwiek z zastrzezen od 15 do 18, w ktorym wykrywa
si¢ obecno$¢ i oznacza ilosciowo zmiang poziomu w ptynie optucnowym nastepujacych
biatek lub odpowiadajacych im peptydow: deazminaza adenozynowa ADA2, chemokina
10 z motywem C-X-C (CXCL10) 1 syntetaza tryptofanylo-tRNA, cytoplazmatyczna

(WARS), przy czym ich obecno$¢ i zwiekszony poziom wskazuje na ptyn gruzliczy, czyli
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ptyn oplucnowy spowodowany zapaleniem oplucnej w wyniku infekcji Mycobacterium
tuberculosis.

23. Sposob wedlug zastrzezenia 22, w ktorym wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza
ilosciowo zmiane poziomu ADA2 lub odpowiadajacych jej peptydow w plynie
optucnowym, przy czym jej obecnosc i zwiekszony poziom wskazuje na pltyn gruzliczy.

24. Sposéb wedtug ktoregokolwiek z zastrzezen od 15 do 18, w ktorym wykrywa
si¢ obecnos¢ i oznacza iloSciowo zmiang poziomu w ptynie optucnowym nastepujacych
biatek lub odpowiadajacych im peptydow: wimentyna (VIM), galektyna 1 (LGALSI1),
osoczowe biatko amyloidu P (APCS), biatko S100A9 (S100A9), metaloproteinaza 9
(MMP9), dehydrogenaza mleczanowa A (LDHA) i biatko C-reaktywne (CRP), przy czym
ich obecnos¢ i zwigkszony poziom wskazuje na ptyn parapneumoniczny, inaczej inny ptyn
infekcyjny.

25. Sposob wedtug zastrzezenia 24, w ktorym wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza
ilosciowo zmiane poziomu w plynie oplucnowym nastgpujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: CRP, S100A9, VIM, przy czym ich obecnos¢ i
zwiekszony poziom wskazuje na inny ptyn infekcyjny.

26. Sposob wedlug zastrzezenia 25, w ktorym wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza
ilosciowo zmiane poziomu w plynie oplucnowym nastepujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: CRP, S100A9, przy czym ich obecnos¢ i zwiekszony
poziom wskazuje na inny ptyn infekcyjny.

27. Sposéb wedtug dowolnego z zastrzezen od 15 do 18, w ktorym wykrywa si¢
obecnos¢ i oznacza ilosciowo zmiang poziomu w ptynie optucnowym nastepujacych bialek
lub odpowiadajacych im peptydow: hemopeksyna (HPX), dehydrogenaza mleczanowa A
(LDHA), dehydrogenaza mleczanowa B (LDHB), skladowa C3 dopekniacza (C3),
sktadowa C9 dopelniacza (C9), domena Sushi, czynnik von Willebranda typu A, EGF i
biatko zawierajace domeng pentraksyny 1 (SVEP1), przy czym ich obecno$¢ i zmieniony
poziom wskazuje na ptyn tagodny, wynikajacy z chorob innych niz nowotwory 1 infekcje.

28. Sposob wedtug zastrzezenia 27, w ktorym wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza
ilosciowo zmian¢ poziomu w plynie oplucnowym nastgpujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: LDHA, LDHB, C3, C9, HPX, przy czym ich obecnos¢ i
obnizony poziom wskazuje na ptyn tagodny.

29. Sposob wedtug zastrzezenia 28, w ktorym wykrywa si¢ obecnos¢ i oznacza
ilosciowo zmiane poziomu w plynie oplucnowym nastepujacych biatek lub
odpowiadajacych im peptydow: LDHA i C9, przy czym ich obecnos$¢ i obnizony poziom

wskazuje na plyn tagodny.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4

Nowatworowe {n=109): nne infekcyjne (n=3 Y godne
Marker Wartos¢ AUC Marker Wartos¢ AUC Marker Wartos¢ AUC Marker Wartos¢ AUC Marker Wartos¢ AUC
p MWU » MWU p MWU p MWU p MWU

Nowotworowe vs. Gruzlicze vs. Pozostate Inne infekcyjne vs. Wszystkie infekcyjne vs. tagodne vs. Pozostate

Pozostate (n=100): (n=167):

CDH1 <0,001 0,766 SVEP1 0,037 0,604

Muct <0,001 0,703 Pozostate vs. tagodne:

THBS4 <0,001 0,701 : :

MSLN <0,001 0,698

HPX <0,001 0,661

SVEPL <0,001 0,658

SPINT1 <0001 0,651

€K-18 0,001 0,630

K8 0,001 0629 - HPX 0,017

ALCAM 0,036 0,584 WARS 0,021

a 0,037 0,584 9 0,023

CK-19 0,038 0,583 | hﬁﬁ@; LDHB 0,034

SERPINA4 0,046 0,580 0,013 0,657 Pozostate vs. Inne infek.:

Pozostate vs. Nowot.: ALCAM 0,035 0,632 0,00 7

MMP9 <0001 0,659 Pozostate vs. Gruzlicze

APCS 0,001 0,630 \ 0,000 :

ADA2 0.002 0627 - THBS4 0,022 0,625

ViM 0,006 0,610

CXCL10 0,024 0,591 0,014 0,654 ) )

S100A9 0,025 0,590 0,014 0,654 SPINT1 0,015 0,610 D 0,
MUCL 0,043 0,590 SPINT1 0,053 0,598

APCS 0,051 0,597

Nowot. vs. Gruzlicze: Inne infekcyjne vs. Nowot.: Wszys. infek. vs. Nowot.: tagodne vs. Nowot.:

CDH1 <0,001 0,822 ,001 0,786 Brak

SVEP1 <0,001 0,765

THBSA <0,001 0,758

MSLN <0,001 0,722

HPX 0004 0690 N

MUCL 0,008 0,673

K-19 0,009 0671

SPINT1 0,024 0,650

K-8 0,052 0,627

Nowot. vs. Inne infekcyjne: '
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MSLN <0,001
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THBS4 <0,001
MUCL 0,003
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0,777
0,774
0,766

0,705 (

0671

0,650 %

Nowot. vs. Wszys. infek.:

CDH1 <0,001
SVEP1 <0,001
MSLN <0,001
THBS4 <0,001
Mucl <0,001
SPINTL 0,002
Nowot. vs. tagodne:
HPX <0,001
LDH <0,001
LDHA <0,001
LDHB <0,001
a <0,001
9 <0,001
Muct <0,001
CDH1 <0,001
CK-8 <0,001
K-18 <0,001
WARS <0,001
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THBS4 0,002
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0,810
0,790
0,777
0,774
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0,747
0,734
0,715
0,699

0,695

0,687
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0,663
0,659
0,652
0,651
0,628
0,624
0,622

0,034 0,664
0,045 0,656

*-19
-8

Gruzlicze vs. tagodne:

Wszys. infek. vs. tagod

AP | ADAZ

SERPINFL 0,024 0,668 MMP9 0,662
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

Plyny nowotworowe vs, Pozostale pltyny Phyny gruzlicze vs, Pozostate plyny
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Figura 9
Nazwa biatka (skrét uzywany w tekscie) Celowane peptydy do analizy MRM
[nazwa genu, identyfikator UniProt] (Pozycja peptydu w biatku)
Antygen karcynoembrionalny (CEA/CEACAMS) QIIGYVIGTQQATPGPAYSGR (78-98)
[CEACAMS5, P06731] SDLVNEEATGQFR (127-139)
Dtugoéé: 702 aa, Masa (Da): 76 795 NDTASYK (208-214)

LQLSNDNR (369-376)
INGIPQQHTQVLFIAK {629-644)

Dipeptydylopeptydaza 4 (DPP4) FRPSEPHFTLDGNSFYK (357-373)
[DPP4, P27487] VLEDNSALDK (493-502)
Dtugosé: 766 aa, Masa {Da): 88 279 LGTFEVEDQIEAAR (598-611)
Kompleks replikacyjny DNA GINS3 biatko PSF3 LGAFFLER (43-50)

(GINS3) SAGAETDNAVPQGSK (51-65)
[GINS3, Q9BRX5] LELPLWLAK (66-74)

Dtugos¢: 216 aa, Masa {Da): 24 535 TVFSADPNVVDLHK {98-111)

IMDSSQNAYNEDTSALVAR (149-167)
GQASQITASNLVQNYK {192-207)

Czasteczka adhezyjna komérek nabtonkowych LAVNCFVNNNR (34-44)
(EPCAM) QCQCTSVGAQNTVICSK {45-61)
[EPCAM, P16422] EKPYDSK {154-160)
Dtugosé: 314 aa, Masa (Da): 34 932 TQNDVDIADVAYYFEK (203-218)
APEFSMQGLK (256-265)
Enolaza swoista dla neuronéw (NSE) GNPTVEVDLYTAK {16-28)
[ENO2, P09104] AVDHINSTIAPALISSGLSVVEQEK (65-89)
Dtugosé: 434 aa, Masa (Da): 47 269 YITGDQLGALYQDFVR (270-285)
IEEELGDEAR (413-422)
Peptyd uwalniajacy gastryne GRP (GRP) AVPLPAGGGTVLTK {23-36)
[GRP, P07492] VPLPAGGGTVLTK (24-36)
Dtugo$é: 148 aa, Masa (Da): 16 213 STGESSSVSER (54-64)

NLLGLIEAK (83-91)

NHQPPQPK (95-102)
ALGNQQPSWDSEDSSNFK (103-120)
LSAPGSQR {131-138)

Receptor czynnika wzrostu hepatocytéw (MET) EVFNILQAAYVSKPGAQLAR (312-331)

[MET, P08581] GDLTIANLGTSEGR (448-461)

Dtugos$é: 1,390 aa, Masa (Da): 155 541 LNSELNIEWK {903-912)

Kalikreina 12 (KLK12) NSQPWQVGLFEGTSLR {(31-46)

[KLK12, QOUKRO] LGEHSLSQLDWTEQIR (72-87)

Dtugos¢: 248 aa, Masa (Da): 26 734

Cytokeratyna 14 (CK-14) APSTYGGGLSVSSSR (42-56)

[KRT14, P02533] DAEEWFFTK {301-309)

Dtugosé: 472 aa, Masa {Da): 51 561

Cytokeratyna 16 (CK-16) APSTYGGGLSVSSR (42-55)

[KRT16, P08779] DAETWEFLSK (303-311)

Dtugosé: 473 aa, Masa (Da): 51 268

Cytokeratyna 17 (CK-17) ALEEANTELEVK (104-115)

[KRT17, Q04695] AAPGVDLSR (243-251)

Dtugosé: 432 aa, Masa (Da): 48 106 ASLEGNLAETENR (322-334)
TIVEEVQDGK {410-419)

Antygen nowotworowy 125 (MUC-16/CA-125) DSLFINGYAPQNLSIR (14184-14199)

[MUC16, Q8WXI7] ALFSSNLDPSLVEQVFLDK {14266-14284)

Dtugosé: 14 507 aa, Masa (Da): 1519 175 VAIYEEFLR (14405-14413)

Receptor typu fosfatazy biatkowo-tyrozynowej F YSIGGLSPFSEYAFR (374-388)

(PTPRF) VLAFTAVGDGPPSPTIQVK {488-506)

[PTPRF, P10586] TGEGFIDFIGQVHK (1811-1824)

Dtugosé: 1 907 aa, Masa {Da): 212 879
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Figura 9 cd.

Antygen raka ptaskonabtonkowego SCC 1
(SPB3/SCCA-1)

[SPB3, P29508]

Dtugosé: 390 aa, Masa (Da): 44 565

VLHFDQVTENTTGK (56-69)
FYQTSVESVDFANAPEESR (126-144)
QYTSFHFASLEDVQAK {215-230)
GLVLSGVLHK (322-331)

Antygen raka ptaskonabtonkowego SCC 2
(SPB4/SCCA-2)

[SPB4, P48594]

Dtugos$¢: 390 aa, Masa {Da): 44 854

VLHFDQVTENTTEK (56-69)
FYQTSVESTDFANAPEESR (126-144)
QYNSFNFALLEDVQAK (215-230)
ETCVDLHLPR (277-286)

Peptydy wspdlne dla SPB3, SPB4:
FMFDLFQQFR SPB3, SPB4 (11-20)
STDAYELK SPB3, SPB4 (95-102)
INSWVESQTNEK SPB3, SPB4 (147-158)
TNSILFYGR SPB3, SPB4 (378-386)

Czynnik koniczyny 3 (TFF3)
[TFF3, Q07654]
Dtugosé: 94 aa, Masa (Da): 10 181

VDCGYPHVTPK (54-64)
GCCFDSR (70-76)

Ludzkie biatko z komérek nabtonkowych najadrza
(WFDC2/HE4)

[WFDC2, Q14508]

Dtugosé: 124 aa, Masa {Da): 12 993

CCSAGCATFCSLPNDK (61-76)
EGSCPQVNINFPQLGLCR (77-94)
DQCQVDSQCPGQMK (95-108)

Deaminaza Adenozyny (ADA1)
[ADA, P00813]
Dtugosé: 363 aa, Masa (Da): 40 764

VELHVHLDGSIKPETILYYGR (12-32)
YSPHLLANSK (102-111)
LGHGYHTLEDQALYNR {236-251)

Katepsyna B (CTSB)
[CTSB, P07858]
Dtugosé: 339 aa, Mass (Da): 37 822

NGPVEGAFSVYSDFLLYK (246-263)

Interferon gamma (IFNG)
[IFNG, P01579]
Dtugos¢: 166 aa, Masa (Da): 19 348

YFNAGHSDVADNGTLFLGILK (37-57)
IMQSQIVSFYFK (67-78)
LTNYSVTDLNVQR (118-130)
AIHELIQVMAELSPAAK (132-148)

Interleukina 33 (IL33)
[IL33, 095760]
Dtugosé: 270 aa, Masa {Da): 30 759

VLLSYYESQHPSNESGDGVDGK (159-180)
DFWLHANNK (191-199)

EHSVELHK (200-207)

TDPGVFIGVK (234-243)

DNHLALIK {244-251)
VDSSENLCTENILFK (252-266)

Perforyna 1 (PRF1)
[PRF1, P14222]
Dtugosé: 555 aa, Masa (Da): 61 377

FVPGAWLAGEGVDVTSLR (37-54)
LISNYGTHFIR (215-225)
ALSQYLTDR (363-371)
LFFGGQELR (441-449)
TSTVWDNNNPIWSVR (450-464)
LDFGDVLLATGGPLR (465-479)

Cztonek nadrodziny receptora czynnika martwicy
nowotworow 6B (TNFRSF6B)

[TNFRSF6B, 095407]

Dtugosé: 300 aa, Masa (Da): 32 680

VAETPTYPWR (30-39)
LVCAQCPPGTFVQRPCR {47-63)
DSPTTCGPCPPR (65-76)
VPGAEECER (205-213)
LLQALEAPEGWGPTPR (232-247)
LTELLGAQDGALLVR {261-275)

Dehydrogenaza mleczanowa taricuch C
(LDHC)

[LDHC, PO7864]

Dtugosé: 332 aa, Masa (Da): 36 311

LIEDDENSQCK (12-22)
DLADELALVDVALDK {43-57)
IVIVTAGAR (91-99)
SIIPAIVHYSPDCK (119-132)
SAETLWNIQK (319-328)
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‘m U RZ/A)_D PAT E N TO WY al. Niepodleglosci 188/192

00-950 Warszawa, skr. poczt. 203

AW RZECZYPOSPOLITES POLSKIE) tel.: (+48) 22 579 05 55 | fax: (+48) 22 579 00 01

e-mail: kontakt@uprp.gov.pl | www.uprp.gov.pl

SPRAWOZDANIE O STANIE TECHNIKI ZGLOSZENIA WYNALAZKU NR P.440401

Klasyfikacja zgtoszenia: GO1N 33/68 (2006.01)

Poszukiwania prowadzono w klasach: GO1N

Bazy komputerowe, w ktérych prowadzono poszukiwania: Epoquenet (Epodoc, Wpi, Embase,
Medline, X-full); bazy UPRP, Google

Kat i . — Odniesieni
do?{lfr%g;?u Dokumenty - z podang identyfikacja d:lzzsslfrr;e

A PL414159 A1; INSTYTUT BIOCHEMII I BIOFIZYKI POLSKIE] 1-29
AKADEMII NAUK, Warszawa, [PL]; 2017-03-27

A CN109490556A; BEIJING CHEST HOSPITAL CAPITAL 1-29
MEDICAL UNIVERSITY, Beijing [CN] ET AL.; 2019-03-19

A CN107064524A; BEIJING CHEST HOSPITAL CAPITAL 1-29
MEDICAL UNIVERSITY, Beijing [CN] ET AL.; 2017-08-18

A ]. M. Porcel et al.: “Biomarkers of infection for the differential 1-29
diagnosis of pleural effusions”, European Respiratory Journal;
2009 34: 1383-1389

[1Dalszy cigg wykazu dokumentéw na nastepnej stronie
A - dokument okre$lajacy ogdlny stan techniki, ktéry nie jest uwazany za posiadajacy szczegdlne znaczenie;
E - dokument stanowiacy wczes$niejsze zgloszenie lub patent, ale opublikowany w lub po dacie zgtoszenia;
L - dokument, ktdry moze poddawac¢ w watpliwos$¢ zastrzegane pierwszenstwo(-wa), lub przytoczony w celu ustalenia daty publikacji
innego cytowanego dokumentu lub z innego szczegdlnego powodu;
0 - dokument odnoszacy sie do ujawnienia ustnego przez zastosowanie, wystawienie lub ujawnienie w inny sposdb;
P - dokument opublikowany przed datg zgtoszenia, ale pdZniej niz zastrzegana data pierwszenstwa;
T - dokument pdZniejszy, opublikowany po dacie zgloszenia lub w dacie pierwszenistwa i niebedacy w konflikcie ze zgloszeniem, ale
cytowany w celu zrozumienia zasad lub teorii lezacych u podstaw wynalazku;
X - dokument o szczegblnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za nowy lub nie moze by¢ uwazany za
posiadajgcy poziom wynalazczy, jezeli ten dokument brany jest pod uwage samodzielnie;
Y - dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten
dokument zostanie potgczony z jednym lub kilkoma tego typu dokumentami, a takie potagczenie bedzie oczywiste dla znawcy;
& - dokument nalezacy do tej samej rodziny patentowej.

Sprawozdanie wykonata: dr Matgorzata Kozlowska Data: 28-10-2022r.  podpis:
Ekspert Koordynator
/-podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym-/
Pismo wydane w formie dokumentu elektronicznego

Uwagi do zgloszenia

Sprawozdanie zostato wykonane w oparciu o wersje zastrzezen patentowych z dn. 16.02.2022 1.
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