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Vom discuta despre

Proteomica
Platforme proteomice

Aplicabilitatea proteomicii in medicina

Cum poate proteomica sa raspunda nevoilor
medicinei de precizie
Aplicatii clinice - testul CancerSEEK and destroy



biomarker = biological marker

Stadiul bolii

e predictie/predispozitie
e detectie
e diagnostic

e prognostic
®* monitorizare

Molecule analizate

e ADN/gene
e ARN

e metaboliti
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Metode

e histologici — IHC
(celule, hormoni etc)
e imagistici (PET, CT)

¢ teste de laborator
(ELISA, tehnologii
omice)

e citologici




DOGMA CENTRALA
A BIOLOGIE MOLECULARE

Fluxul informational Nivel
conceptual

Gena

TRANSCRIERE

Mesaj

TRADUCERE

Functie

https://science-explained.com/theory/dna-rna-and-protein/
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Proiectul Genomul Uman

1990 — 2003 (13 ani)

primul draft publicat Tn
februarie 2001

secventiate regiunile
eucromatice ale genomului
(92,1% din genomul);

regiunile heterocromatice THE - '3
i Si i HUMAN 7
(centromeri si telomeri) nu GENOME

au fost secventiate.

2009, lansata o versiune
mai precisa a genomului
uman, dar cu 300 de gaps
2015 - 160 gaps

2021 - 5 gaps in DNA
ribozomal
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OMICS Mania
‘Postgenomics’ — The Age of Omes

GENOMICA I
TRANSCRIPTOMICA
PROTEOMICA

Studiul ADN-ului
total dintr-o
celuld/organism

Studiul tuturor
moleculelor de ARN
dintr-o celula

METABOLOMICA

Studiul proteinelor
exprimate intr-o

celula/tesut Studiul

metabolitilor
(produse finale ale
proceselor celulare)
| din celuld/ tesut
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https://doi.org/10.3389/fmed.2022.911861
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https://doi.org/10.3389/fmed.2022.911861

PROTEOMICA

 Termenul PROTEOM introdus de Marc Wilkins et al 1996 -
“the total PROTEin complement of a genOME”.

* proteomul reprezinta continutul total de proteine al unui
organism sau al unei celule la un moment dat, in anumite
conditii de mediu, Friederich Lottspeich
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Genome Transcriptome Proteome
~20-25,000 genes - - - —— - — — — - > ~100,000 transcripts - — — > >1,000,000 proteins
Alternative promoters Post-translational
Alternative splicing modifications
mRNA editing
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https://www.thermofisher.com



https://www.thermofisher.com/

Complexitatea proteomului in comparatie
cu genomul ...

GENOMUL RAMANE ACELASI .....

"E .é !u !u E' "“"“y’a eﬁ’.f” |

PROTEOMUL SE
MODIFICA
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MECANISMUL BOLII
studiul cantitativ al
proteinelor in
probe diferite
(control-tumoral)

Identificare si analiza

modificarilor din structura

proteinelor complexe

prezente in mod specific in

anumite celule

Glicozilare
Fosforilare
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PROTEOMICA

N

|dentificarea
functiei moleculelor
implicate in diferite
retele intercelulare
soareci knockout

|zolarea enzimelor
care controleaza
procesele celulare
cheie; screening
medicamente

Important pentru a
intelege unde, cum siin
ce conditii proteinele
interactioneaza in vivo si
implicatiile functionale

ale interactiunii




Platforme

Etape si tehnologile corespunzatoare
utilizate Tn studiul biomarkerilor

Electroforeza in gel — separareain 1-2
dimensiuni, sensibilitate crescuta, probe
multiple, fluxuri de lucru standardizate

Separare cu marcare — nivel: proteine,
peptide; separare in cromatografie lichida multi-
dimensionala, sensibilitate crescuta, probe
multiple

Spectrometrie de masa — identificarea masa,
LC-MS, MALDI-ToF/TOF, identificare si
cuantificare de peptide, proteine

Bioinformatica — identificarea expresiei
diferentiate a proteinelor, analiza statistica

Dezvoltare test — de tip imunoanaliza (ELISA;
IHC etc)
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VALIDARE
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Focalizare
izoelectrica

Separarea
proteinelor in gel
SDS-PAGE
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Sisteme de spectrometrie de masa moderne

| 2]

— OTbitrap Q Exactlve Triple Quadrupole
\ v J Y
Discovery/Global Experiments Targeted MS

J

Sistemele MS utilizate in proteomica au 4 functii:

e lonizarea moleculelor

e Separarea ionilor in functie de sarcina si masa moleculara
e Detectarea ionilor si determinarea raportului masa/sarcina

e Selectarea si fragmentarea ionilor de interes pentru a oferi
informatii structurale (MS/MS)
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Abordari bottom-up versus top-down

Bottom-up proteomics

2D-electrophoresis

proteolytic
dlgestlon @

|nd|wdual spots L} @ \

Protein separation
organism, tissue, biofluid

ESI/ MALDI
: i&, Tandem
S et mass Spectrometry
Protein | \ —’H H H H —>»>
extraction  otein mixture ' -
Database ' o
searching Protein

pé?éi?['?ﬁlf identification

Multidimensional
—> C———
peptic Peptide separation
mixture

Fournier M L, Gilmore J M, Martin-Brown S A, et al. Multidimensional
separations-based shotgun proteomics. Chemical reviews, 2007, 107(8):
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AVANTAIJE DEZAVANTAIE

e Instrumentele de analiza e Un amestec extrem de

nu foarte sofisticate — complex, a fost facut de 20-
achizitia datelor este usor 100x mai complex
automatizata e acoperire limitat3 a

e Utilizatori cu un grad de secventei de proteine prin
specializare nu foarte Tnalt peptidele identificate

* Fragmentarea cu tripsina * pierderea PTM

a peptidelor este bine e ambiguitatea originii
Mteleass pentru secventele de

_ . , peptide redundante
e Disponibile software-uri

fiabile pentru analiza
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Top-down proteomics

Separation MS detection Data analysis

Protein mixtures 1D or MDLC separation
from biological sampl
(e.g., cells or tissues

\/
MS MS/MS e st rrnahbbivk b sk bkhbdbl

rhibkbalokhu]oh)aknok)okshhk

leevrlecexirvaveralederddoacny

widdymrdsidapxrsnriscoeravecas
U”l‘ob

m/2

mj2

Lindon J C, Tranter G E, Koppenaal D. Encyclopedia of spectroscopy
and spectrometry. Academic Press, 2016.
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e posibila acoperirea
secventei de proteine 100%
=> identificarea izoformelor
proteice, a evenimentelor
de procesare proteolitica si
a PTM

e foarte utila in cazul
analizei de proteine unice
sau amestecuri simple de
proteine

Sensibilitate si
throughput limitate

Necesita folosirea unor
probe pure

Proteinele insolubile nu
pot fi analizate

Echipamente foarte
scumpe si utilizatorii cu
grad Tnalt de expertiza



TOP-DOWN PROTEOMICS

Identificare MS/MS
Proteinele purificate sunt fie digerate enzimatic (geluri 2D) pt
fragmentarea MS/MS sau proteinele intacte sunt fragmentate doar prin
\_ MS/MS pt a obtine secventa data pt identificare.

—
[ ]

é,é‘\.e Q?
Sl &
- L:ﬂ* Separare si
o — . -

cuantificare (MS
cu proteine

intacte sau prin
geluri 2D)

Extractie
proteica
Proba biologica
Digestie
BOTTOM-UP PROTEOMICS enzimatica
Identificare MS/MS <9 {
Amestecul peptidic suferd fragmentarea MS/MS pt a -
obtine secventa data. Proteinele sunt identificate si ' i (b - l '
cuantificate cu peptidele care au secventa unica. e

— ) 'J Proiect 31PFE/2021 - PERFEXSAN




Proteomica in clinica

National Institute of Health - 1989

biomarkerul/markerul biologic = ,,0 caracteristica
masurata obiectiv, avand semnificatia de indicator
al proceselor biologice normale, al proceselor
patologice, sau care evalueaza raspunsul la o

interventie terapeutica”.
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Aplicabilitatea proteomicii in medicina

* Scopul final al cercetarii in domeniului proteomicii
este identificarea si validarea de biomarkeri pentru
screening, detectie timpurie, diagnosticul,
prognosticul diferitelor patologii, cat si pentru

evaluarea raspunsului la tratament.



Colectarea
probelor

Prepararea
probelor

Tmbogatire

analiti

Analiza
MS/MS

Procesarea
datelor

* Protocoale standardizate de recoltare a probelor (sange, urina, tesut, etc)
e Protocoale standardizate de stocare (proteomica, metabolomica, lipidomica)

e Standarde de cuantificare (AQUA, Hi3, iTRAQ, ICAT)
e Extractie/digestie (solventi organici, proteaze, saruri)

e Separare cromatografica (HPLC, UPLC)
e Purificarea prin afinitate (Ac, etc)

e ESI MS-MS (Orbitrap, QqQ)
e MALDI-ToF MS/MS (VITEK, AXIMA)

e Cuantificare absoluta sau relativa (SWATH, SRM, etc)
e Meta-analiza (PASSEL, Panorama, CPTAC, etc)

|
J
|
|
|

Fluxul de lucru in proteomica clinica
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NATIONAL CANCER
Office of Cancer

Tumor Characterization Program (Proteogenomic Tumor
Atlas)

Biospecimen
Core Resource
(Pathology / Molecular QC)

Tissue samples Clinical
& clinical data '
Tissue pathology &
i metadata

INSTITUTE
Clinical

Proteomics Research

Primary

and uniform
— genomic and
proteomic data

Protein, DNA,
RNA analytes

Proteome

Characterization Centers
(DNA and RNA characterized in
partnership with TCGA)

Primary genomic and
proteomic data
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Translational Research Program (in partnership with
NCl-sponsored clinical trials)

Proteogenomic
Data Analysis

Centers

Analyzed
results

CPTAC Data
Coordinating
Center

v

Primary genomic
and proteomic
data

Harmonized protected &
public data

9

‘ @
Research

) l[] Community

Proteogenomic Translational

Research Centers
(Understanding drug
responses and resistance)

Primary and
uniform genomic
and proteomic data;
Analyzed results

https://proteomics.cancer.gov/programs/cptac



Cum poate proteomica sa raspunda
nevoilor medicinei de precizie

e Diagnosticul si tratamentul medical & pacientul ca individ unic
 Medicina personalizata — se bazeaza pe date si biomarkeri

N
—~— _ —  Acelasi tratament = —
MEDICINA pentru toti pacien’;ii

TRADITIONALA # m °2 °

BIOMARKERI

L\

Beneficiu anticipat pentru Beneficiu anticipat pentru
tratamentul X, nu'Y tratamentul Y, nu X

ELLNNN

“!

7
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https://www.slideshare.net/mnaesens/personalized-medicine-for-kidney-transplantation
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»unlocking the potential of precision
medicine in Europe”

progresele in intelegerea cancerului din ultimii 20 de ani
au fost fundamentale, evidentiind o mare variabilitate
intre pacienti, chiar si in cadrul aceluiasi tip de cancer, si
subliniind necesitatea de a adapta ingrijirea cancerului
la caracteristicile pacientului. Nicola Normanno, IQN Path

medicina de precizie - o abordare medicala care
utilizeaza sistematic datele pacientilor pentru a informa
deciziile de tratament personalizate, are un potential
transformator — oferta promisiunea unor rezultate
superioare ale tratamentului pentru pacientii oncologici.

https://raportuldegarda.ro/raportul-unlocking-potential-precision-
medicine-europe-acces-redus-testarea-biomarkeri-oncologie/
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e testele de biomarkeri = instrumente in
diagnosticul si tratamentul cancerului — pot fi
utilizate pentru a oferi diagnostic precis si pentru
a identifica pacientii cu cea mai mare
probabilitate de a raspunde la tratament.

* testarea moleculara - rol cheie in:

— determinarea si monitorizarea progresiei bolii si

— identificarea pacientilor cu risc crescut de a dezvolta o
anumita patologie.

e accesul redus la testarea biomarkerilor in UE limiteaza
implementarea medicinei de precizie in oncologie.
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Romania se afla in scenariul rosu -
cu un acces scazut la medicina de precizie pentru pacientii sai oncologici

Country archetypes

. P German
E Sl k2 UK e ¥
_%\ - ( ) @ Spain :: Netherlands
aly
' {: Denmark
N o) @ Croatia O Belgium
GE) - Sweden {: ‘ ) France
P Bulgaria N ¢
o qﬁ) ® 5o _. Ireland () IB Finland : Austria
E 8 Q Poland
% =3 () Rromania _ Hungary
< % slovenia @@ - i Greece
2 ,..\ W Czech
o & Slovakia P W Czech @ rortugal
'é’ Estonia @ Repuplic @ Luxembourg
@ Lithuania
= .
Latvia :
el “ ) Malta

) Cyprus

Lower ! : High
Standardul de testare a biomarkerilor igher

e
o
S
)
-
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REVIEWS ONCOLOGY

Research Highlight = Published: 06 February 2018

CancerSEEK and destroy

BiomarkerUI /test ideal: Diagnosis

- detectare precoce CancerSEEK and destroy — a blood test

- abordare neinvaziva. .
for early cancer detection

David Killock

Qur ultimate

vision 1> a * Detectarea cancerului in fazele incipiente
non-invasive conduce la reducerea incidentei
blood-based . .

test that prognosticului nefast.

can be used _ _ .

to screen * Testele de diagnostic existente (pentru
for multiple cancer) sunt invazive (biopsie)/costisitoare
common types si se focuseaza pe un singur tip de cancer.

of cancer
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s RBC @@
phagocyte w

CtDNA x| [

normal cfDNA xo<2x
circulating tumor cell

healthycell &

\ tumorcell @

plasma

leukocytes

RBCs

secretion

ADN-ul tumoral circulant (ctDNA) se gaseste in fractiunile serice si plasmatice din
sange.

Mecanismul eliberarii ctDNA nu este cunoscut, desi au fost propuse ca ipoteze
apoptoza, necroza sau secretia activa din celulele tumorale.

Odata ce ctDNA este izolat, poate fi secventiat pentru analiza genetica (mutatii).
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CancerSEEK
Test combinat (bazat pe genomica si proteomica)

are capacitatea de a identifica prezenta cancerului
relativ timpuriu si de a localiza organul de origine al acestor cancere.

Designul testului CancerSEEK

Prima componenta a testului — modificarile genetice

- Multiplex-PCR — evaluare simultana a mai multor mutatii driver
(oncogeneza) in 8 tipuri de cancere, pe un numar de 16 gene.

A doua componenta a testului — biomarkerii proteici

- Immunoassay platform
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CancerSEEK and destroy — Ce este?

- 0 abordare inovativa care se adreseaza simultan mai multor

tipuri de cancere

- deschide calea catre un test multi-analit non-invaziv (biopsie
lichida de screening)

/- ctDNA (16 gene)

(multiplex PCR)

-biomarkeri proteici

(8) (platforme
\imunotesta re)

de

J

Protein
biomarkers

&

Cancer
detected?

TISSUE
LOCALIZATION




CancerSEEK Test — Cui se adreseaza?

* Panel mic de biomarkeri, robust— pentru minimizarea riscului
rezultatelor fals-pozitive
e Se adreseaza urmatoarelor 8 tipuri de cancere:

-

o

Cancer de san \

Cancer colorectal
Cancer gastric

Cancer hepatic
Cancer pulmonar

Cancer esofagian
Cancer ovarian

Cancer pancreatic /

Aceste patologii reprezinta 60% din
totalul cauzelor de mortalitate prin
cancer (SUA, 2017).

Nu exista teste sanguine pentru
depistarea lor precoce - in
utilizarea clinica curenta.



Biomarkerii proteici

Proteine cu rol in detectarea a cel putin unul din cele opt tipuri de cancer
descrise mai sus cu sensibilitati > 10% si specificitati > 99%.

/ antigenul carcinoembrionar CEA
antigenul tumoral CA-125

prolactina PRL

inhibitorul tisular al proteinelor 1 (TIMP-1)

factorul de crestere a hepatocitelor HGF

~

osteopontin OPN

J

Prezenta unei mutatii intr-o gena
testata plus o crestere a nivelului
oricareia dintre aceste proteine
clasifica un pacient ca fiind pozitiv
(test CancerSEEK pozitiv).

Proiect 31PFE/2021 - PERFEXSAN



AR
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Research Highlight Published: 06 February 2018
Diagnosis

CancerSEEK and destroy — a blood test
for early cancer detection

David Killock

REPORT
. . . . Science
Detection and localization of surgically resectable o1 250 1 6578
23 February 2018

cancers with a multi-analyte blood test

Joshua D. Cohen'23.%5, Lu Li®, Yuxuan Wang'23*, Christopher Thoburn®, Bahman Afsari’, Ludmila Danilova’, Christopher ...
+ See all authors and affiliations

Table of Contents
Print Table of Contents
Advertising (PDF)
Classified (PDF)
Masthead (PDF)

MINDS AT WORK

Science 23 Feb 2018:
Vol 359, Issue 6378, pp. 926-930
DOl 10.11268/science.aar3247

Joshua Cohen, MD, Prof. - Ludwig Center for Cancer Genetics and Therapeutics,
Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, USA
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CancerSEEK and destroy
performanta testului

Specificitatea CancerSEEK >99% (este importanta pentru a
elimina riscul rezultatelor fals-pozitive)

Sensibilitatea CancerSEEK: 69-98%

Abilitatea de a detecta cu acuratete localizarea tumorii este
un mare pas inainte.

Test multi-analit non-invaziv.
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CancerSEEK Test

Limitarile testului

- Test realizat pe un lot de 1.005 pacienti diagnosticati cu
neoplasme stadiile I-lll (varsta medie 64 ani) - simptomatici si
812 indivizi sanatosi (fara istoric cunoscut de cancer, displazie de
grad inalt, boala autoimuna sau boala renala cronica) (varsta
medie 55 ani).

- Populatia asimptomatica/ bolnavi in stadii incipiente ale bolilor -
sensibilitatea detectarii va fi probabil mai mica.

- Specificitatea testului ar putea fi mai mica in “populatii reale"
care includ indivizi cu comorbiditati, cum ar fi boala inflamatorie,
care ar putea creste riscul de fals pozitiv.



CancerSEEK Test

Perspectiva de depistare precoce a cancerului folosind un test

accesibil, non-invaziv este atractiva.

Overview of clinical trial process

creation

Cu toate acestea, In continuare sunt necesare studii pentru

CancerSEEK

stabilirea potentialului de diagnostic al unui astfel de test de

screening in populatia generala.
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translating
the code of life

HUMAN PROTEOME ORGANIZATION

Human Proteome Project

Scop

“Prin caracterizarea a 20.300 de gene din genomul
cunoscut, Proiectul Proteomul Uman va genera harta
arhitecturii moleculare - proteinele corpului uman si va
deveni o resursa valoroasa in elucidarea functiei
biologice si moleculare, precum si pentru un diagnostic
precoce si tratamentul bolilor.”

Proiect 31PFE/2021 - PERFEXSAN
https://www.hupo.org/human-proteome-project



Proiectul Proteom Uman -lansat in 2010
compus din 2 sub-proiecte

CHEP B/D HPP

Chromosome-based Human Proteome Project (C-HPP) Biology/Disease Human Proteome Project (B/D-HPP)

C-HPP - organizat in 25 de grupuri, B / D-HPP - organizat in grupuri

cate unul pentru fiecare uman in functie de relevanta biologica /
cromozom. boala.

Actualizare periodica a datelor
- PeptideAtlas (www.peptideatlas.org)
- neXtProt (www.neXtProt.org)



http://www.peptideatlas.org/
http://www.nextprot.org/

Proteom Uman

PUBLICATIONS

HPP ANNUAL SPECIAL ISSUE

2021

A FIikeriﬁg Light
at the End of the Pandemic Tunnel

2021 Human Proteome:Project:9th Special Issue

Chy

< SsPubliations e
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2020

December 2020

Journal of

proteome

. re S e a rC h Volume 19 Number 12 pubs.acs.org/jpr

The Human Proteome
90% in the Light — 10% on the Dark Side

2020 Human Proteome Project Speclal Issue

Associate Editor:Christopher M. Overal, Universty of Britsh Columbia, Vancouver
Guest Editors: Young X{ Pok. Yorsel Unkv

Gilbert 5. Om iversity of Michigan, Ann G

Lydia Lane, SiB Institute of Bioinformatics, Geneva

Eric Dautsch, Institute for Systems Biology, Seattle

Fernando Cortales, Fanctional Proteomics National Centra of Biotachnology, Madrid

ACSPublications wwwacs.org
W Most Trusted. Most Cited. Most Read.

https://hupo.org/Journals-&-Publications/



Prezentarea generala a fluxului de lucru
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nature  dieston bRPLC M-S Kim et al. Nature 509, 575-581 (2014) doi:10.1038/nature13302



AlphaFold versiunea 2.0 / DeepMind

15 iulie 2021, DeepMind (Google) - functioneaza Al -
Nature si a facut disponibil modelul sau revolutionar
AlphaFold versiunea 2.0

Predictia structurii 3-D pe care o va adopta o
proteina pe baza secventei sale de aminoacizi, a fost
o problema importanta de cercetare deschisa de mai
bine de 50 de ani.

https://www.youtube.com/watch?v=gg7WjuFs8F4&ab_channel=DeepMind



FIRST WE FORMULATE THEN WE PERFORM EXPER/MENTS
A THEORY (N ORDER TO REJECT OR VALIDATE THE THEORY

HOWE VER
IN REALITY
THINGS ARE

RARELY THIS
SIMPLE...
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BIOMARKER: LECTIE DIN ISTORIE SAU ISTORIA
UNUI BIOMARKER e

Proceedmgs of the Royal Soc1ety of Medicine
Nou as f the Roval Society of Medicine * 1978 t

= In literatura Tn ultimii 50 ani, a existat o crestere exploziva a
utilizarii termenului in perioada 1980 - 1990 si continua sa
creasca astazi.

= Cercetarea biomarkerilor - o istorie mult mai profunda.

= O lucrare, publicata in 1965, cu multi ani inainte ca termenul
"biomarker" sa apara fie in titlul fie, in rezumatul oricarei
lucrari din baza de date PubMed.




Sir Austin descrie elegant si elocvent 9 factori ce ii considera ca ar

trebui luati in considerare atunci cand evalueaza relatia dintre

factor de mediu si o boala.

Putere Plauzibilitate
Consecventa Coerenta
Specificitate Experiment

Temporalitate Analogie

Variabilitate biologica

un

Exista paralele clare intre evaluarea lui Sir Austin Bradford Hill

despre cauzalitate si nevoia noastra actuala de a evalua utilitatea




BIOMARKERI

Biomarker (definitia National Institute of Health) - 1998

“o caracteristica ce este evaluata si masurata obiectiv ca
indicator al proceselor biologice normale, patologice sau al

raspunsurilor farmacologice la interventiile terapeutice”.




,BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING GROUP” - 2001

“biomarkerii sunt de fapt biomolecule care indica
desfasurarea unor procese normale si/sau patologice sau

ce pot indica un raspuns la terapie”.




| Ce este un

Biomarker?

De ce el este atat de

important?




BIOMARKERI - CLASIFICARE

= Biomarkeri de diagnostic (prezenta unei boli)

= Biomarkeri de risc (indica riscul de suferi de o boala)

= Biomarkeri de prognostic (predictia evolutiei bolii)

= Biomarkeri predictivi (predictie a raspunsului la tratament)

= Biomarkeri farmacodinamici/farmacocinetici (evaluarea
tratamentul cel mai eficient si/sau doza de medicamente)

= Biomarkeri pentru evaluarea reaparitiei bolii

= Biomarkeri de screening (utilizati pentru evaluarea riscului de
aparitie al bolii la persoanele sanatoase sau identificarea

persoanelor cu boala subclinica).

()



Material biologic
v’ Biopsii
v’ Explante chirurgicale

v'Fluide circulante (ser, LCR)

v'Alte fluide biologice (lacrimi, saliva, urina, fecale, etc):




BIOMARKERI TISULARI

Biopsii chirurgicale:

= Colectarea probelor: interventii invazive

= Diagnostic timpuriu: NU

= Aplicabil (de regula) dupa stabilirea diagnosticului prin alte metode

= Biomarkeri predictivi si de stratificare

= Permit preselectia unor biomarkeri a caror prezenta poate fi
monitorizata in alte fluide biologice

= Avantaje: capacitate predictiva si de stratificare inalta

= Limitari: prelucrarea probei dificila si lipsita de acuratete,

()

disponibilitatea materialului



BIOMARKERI CIRCULANTI

Fluide circulante (ser, plasma, LCR),

Alte fluide biologice (lacrimi, saliva, urina, fecale, etc):

= Colectarea: interventii minim invazive (exceptii: LCR, FNA —
Ecoendoscopia digestiva cu punctie fin aspirativa)

= Diagnostic timpuriu: DA

= Aplicabilitate: orice stadiu al bolii

= Biomarkeri de diagnostic, predictivi, de stratificare i

monitorizare




BIOMARKERI CIRCULANTI

= Avantaje:
= Colectare cu invazivitate redusa, repetabila

= Integreaza molecule produse in “focarul” patologic dar si molecule
“extra-focar” — in general, reprezentand raspunsuri sistemice la
procesul patologic

= Permit o monitorizare a evolutiei pacientului, estimari ale
evolutiei patologiei, raspunsului terapeutic, recurentei etc.

= Limitari:
= Mascarea de catre proteinele majore (de tipul albuminei si
imunoglobulinelor a analitilor de interes)
= Concentratii scazute, apropiate de limita de detectie pentru
anumiti analiti
= Specificitatea scazuta a unor analiti (de ex. Citokine) @
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Clasificarea biomarkerilor in functie de stadiul clinic al
bolii- reprezentare schematica




BIOMARKER IDEAL - CARACTERISTICI

specificitate crescuta

sensibilitate crescuta

facilitatea in tehnologia de detectie

usurinta in standardizare

rezultatele furnizate sa fie cat mai clare si
comprehensibile pentru clinicieni




N

"adevarat pozitive”"

Sensibilitate =
"adevarat pozitive " + N. fals negative”

N

"adevarat negative”

Specificitate =
"adevarat negative " + N. fals pozitive”




» Adevarat pozitiv
= Pacienti identificati corect ca avand boala
= Fals pozitiv
= Pacienti sanatosi considerati bolnavi
» Adevarat negativ
= Pacienti sanatosi corect identificati
» Fals negativ

= Pacienti care au boala fals etichetati drept sanatosi




ROC
(RECEIVER OPERATOR CHARACTERISTIC)

= Relatia specificitate / sensibilitate poate fi exprimata prin trasarea
curbei ROC (Receiver Operator Characteristic),
= n care pe abscisa se pune
nivelul fals pozitiv (1-specificitate),

iar pe ordonata nivelul adevarat

sensibilitate

pozitiv (sensibilitatea)

1-specificitate

= Prin stabilirea celor doua determinate pentru mai multe situatii, se

poate trasa o curba




ROC

= |deal pentru un clinician - test
care sa aiba atat sensibilitatea
cat si specificitatea foarte nalte

= Acest lucru nu este intotdeauna
posibil, ceea ce ar impune
gasirea unui punct "de
compromis”, in care raportul
specificitate/sensibilitate sa fie
optim.

Frequency

140

120

Nomal

. Disease




= ROC analysis este parte din teoria detectiei semnalelor ("Signal
Detection Theory") dezvoltata in al doilea Razboi Mondial pentru

analiza semnalelor radar

= Operatorul radar trebuia sa decida daca ceea ce e pe ecran e un

dusman, un prieten sau doar zgomot de fond

o capacitatea sa a fost denumita Receiver Operating Characteristics

= Abia in anii 70 teoria detectiei semnalului a fost considerata utila

pentru interpretarea testelor medicale
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IN

Bolnavi

EN P

Rezultate test

Distributia rezultatelor

sanatoasa

testarii unui biomarker 1n populatia
diagnosticata cu o anumita boala comparativ cu populatia clinic
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UTILIZAREA BIOMARKERILOR

= |dentificarea biomarkerilor poate imbunatatii screeningul si
diagnosticul, poate caracteriza cu acuratete potentialul

malign si poate determina prognosticul.

= Biomarkerii se obtin utilizand metode noninvazive, rapide

usor de obtinut, utilizat si interpretat.

= Un alt aspect important este cost/eficienta si posibilitatea
unei sensibilitati si specificitati cu impact asupra

diagnosticului si monitorizarii tratamentului.




Profil

Identificare

Validare

I

I
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B
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W——— ——=3 Bioinformatica - Identificarea expresiei diferentiale a

Electroforeza in gel - Separarea in 1-2 dimensiuni,
sensibilitatea crescuta, probe multiple, fluxuri de lucru standard

Separarea cu marcare - Nivel de peptide, proteine; Separarea
in cromatografie lichida multi-dimensionala; Separarea in 1-2
dimensiuni, sensibilitatea crescuta, probe multiple, fluxuri de
lucru standard

Spectrometria de masa - Identificarea masa; LC-MS, LC-MS"
MALDI-TOF/TOF - Identificare si cuantificare de peptide, proteine

proteinelor; Analiza statistica

Dezvoltare test - de tip imunoanaliza (ELISA, western blot,
imunohistochimie etc); de tip MS (AQUA, MRM, TMT)

Profil, validare de biomarkeri si tehnologile corespunzatoare
utilizate in studiul biomarkerilor
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LUNGUL DRUM AL BIOMARKERULULI...




Biomarker tinta

Descoperire Validare
biomarker biomarker

Zeci de probe

candidat

—

Sute de probe

[\

Validare clinica

> | Implementare
clinica

Mii de probe

-

1-2 analiti

!

Teste de tip ELISA
Multiplexare
Protein microarray

Mii de analiti Zeci de analiti
SELDI e
d Cuantificare
Profil LC/MS marcata prin

Electroforeza 2D
cuplata cu MS

Western Blot

Spectrometrie
de masa
Microarray de tip
Ag-Ac

Flux de descoperire si validare biomarkeri
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BIOMARKERII:
DE LA IDENTIFICARE LA APLICATII CLINICE

= Biomarkerii joaca un rol major in toate aspectele legate de
medicina personalizata, nu numai in depistarea precoce a bolii,
dar si in evaluarea raspunsului la terapie.

= Cele mai multe studii ofera dovezi puternice ca serul contine
biomarkeri utili in depistarea precoce si sustine ideea ca o
combinatie de biomarkeri multipli se pot dovedi mai eficace
decat biomarkeri individuali pentru diagnosticul diferitelor

tipuri de cancer.

()



SCOPUL UTILIZARII MARKERILOR TUMORALI

=scop de screening: din pacate foarte putini markeri sunt
suficient de sensibili sau specifici astfel ca ei sa poata fi

utilizati in scop de screening (ex. Calcitonina, PSA).

= scop de diagnostic al tumorilor: la pacientii cu semne sau
simptome clinice, determinarea unui marker plasmatic sau

urinar poate fi frecvent utilizata pentru a confirma

diagnosticul.




= scopul determinarii prognosticului; in unele cazuri concentratia
markerului specific este in stransa relatie cu masa tesutului
tumoral.

= scopul monitorizarii raspunsului la tratament; prezenta unui
marker tumoral oarecare monitorizat in cinetica, dupa
tratamentul chirurgical, chimioterapie sau radioterapie poate fi
utila pentru a determina raspunsul la tratament.

= scopul identificarii recurentei tumorii sau a recaderii; uneori
insa tumorile pot sa nu mai exprime markerul tumoral in ciuda

faptului ca ele cresc in dimensiune si metastazeaza.




MARKERI
TUMORALI

CA19-9

CA 125

CA 72

(TAG-72)

CA 15-3
CEA

CYFRA 21-1

NSE

INDICATII

**Suspiciune de cancer pancreatic, hepatic, biliar sau gastric; monitorizarea
pacientilor cu aceste tipuri de neoplazii. *Diagnosticarea si monitorizarea
cancerului colorectal si ovarian

**Suspiciune de cancer ovarian; monitorizarea tratamentului si a evolutiei
acestui tip de neoplazie.
*Suspiciune de cancer pancreatic

**Marker de prima linie in monitorizarea tratamentului si evolutiei bolii in
cancerul gastric.
*Marker secundar pentru tumorile ovariene mucinoase.

**Monitorizarea tratamentului si a evolutiei bolii in cancerul mamar.

Monitorizarea pacientilor (raspuns la tratament, posibil indicator al recurentei
tumorale si al prognosticului) cu diverse neoplazii (cancer colorectal, mamar,
pulmonar, gastric, pancreatic, ovarian).

Suspiciune de cancer pulmonar; diagnosticul diferential al formatiunilor
pulmonare de origine necunoscuta; controlul terapeutic si monitorizarea
evolutiei bolii in cancerul pulmonar altul decat cel cu celule mici (non-small
cell lung cancer-NSCLC); monitorizarea evolutiei bolii la pacientii cu cancer
de vezica urinara.

**Monitorizarea tratamentului si evolutiei bolii in cancerul pulmonar cu celule
mici (small cell lung cancer-SCLC) si in neuroblastom.
*Monitorizarea tratamentului si evolutiei bolii in cancerul tiroidian medular.



MARKERI TUMORALI

PSA

PAP

CA 27-29

CA50; CA 242

SCC

Beta 2-microglobulina

AFP

INDICATII

**Suspiciune de cancer prostatic; monitorizarea
tratamentului si a evolutiei cancerului de prostata.

**Cancer de prostata, in special in faze avansate cu
metastaze.

**Monitorizarea tratamentului si a evolutiei bolii in
cancerul mamar.

**Monitorizarea tratamentului si a evolutiei cancerului
colorectal; suspiciune de cancer pulmonar
(adenocarcinom) - CA242

**Monitorizarea tratamentului si a evolutiei cancerului de
col si corp uterin cu celule scuamoase.

*Monitorizarea tratamentului si a evolutiei bolilor
limfoproliferative.

**Suspiciune de cancer hepatocelular; tumori cu celule
germinale (testiculare, ovariene, tumori extragonadale);
monitorizarea pacientilor cu aceste tipuri de neoplazii.
*Monitorizarea pacientilor cu ciroza hepatica pentru
depistarea precoce a cancerului hepatic; monitorizarea
pacientilor cu risc de tumori cu celule germinale.



Medicina personalizata

Medicina personalizata permite unui medic sa acceseze
tehnologie puternica, permitandu-i sa descopere lumea; nu numai
realitatea ei, ci si potentialul si posibilitatile ei inepuizabile.
Medicina personalizata a condus revolutia tehnologica din
proteomica intr-o faza noua, unde aprecierea valorilor si virtutilor
omului e maxima.

Medicina personalizata

e recunoasterea demnitatii unei persoane

e un diagnostic si un tratament special concepute pentru fiecare

pacient

Tinand cont nu numai de gene si proteine,
dar si de trecutul social si mediul persoanei in cauza.

()



MEDICINA ESTE PERSONALIZATA!

>Suntem cu totii diferiti.

»>Unele dintre diferentele noastre sunt interpretate in modul
in care vom reactiona la tratamente, ca indivizi.

>Acesta este motivul pentru care medicina individualizata sau

personalizata este importanta pentru tine (si pentru mine).




DE EXEMPLU...

>De ce are nevoie cineva de doua ori doza standard pentru ca

tratamentul sa fie eficient?
>De ce merge acest tratament pentru tine, dar pentru mine nu?
»>De ce nu am efecte secundare si altii au?

>De ce unii oameni se imbolnavesc de cancer si altii nu?




v’ Factorii de decizie in domeniul sdnatatii sunt interesati de
rezultatele studiilor clinice si dovezile ce le sustin

v'intelegerea partilor interesate si a perspectivelor factorilor de
decizie reprezinta cheia pentru generarea dovezilor corecte

Acesta este cel mai bun
tratament
pentru pacientii mei?

Cum afecteaza acest
tratament mortalitatea?

¥ o e

"tl‘l y
[A) ---

i
Personalul -" >

Este acest tratament
rentabil?

|
= |
b

v
Finantatorul

Autoritati de
reglementare

Ce tratament este
eficient pentru mine?

Functioneaza acest '

tratament? Cat de sigur
este?

Pacientul

()



MEDICINA PERSONALIZATA

»Doza corecta de ...
»Tratament corect ...
>Indicatia corecta pentru...
> Dreptul pacientului la...

»Momentul potrivit...







CINE APROBA BIOMARKERII?

Markerii trebuie sa fie calificati pentru anumite utilizari clinice

»CMS (Centers for Medicare and Medicaid Services)- permite
rambursarea biomarkerului — aspect necesar pentru Industrie

»>CMS deseori, dar nu intotdeauna, se bazeaza pe FDA pentru a
aproba un test

>FDA (Food and Drug Administration) — asigura validarea ca
markerii sunt siguri si eficienti

> FDA — autoritate ce poate elimina un test deja utilizat daca
sunt observate repercursiuni negative

> EMA (European Medicines Agency) - agentie europeana
pentru evaluarea medicamentelor

()



UK BIOBANK

- 500.000 de persoane din intreaga tara (40-69 ani) in 2006-2010

- Au fost prelevate probe de sange, urina si saliva pentru studii viitoare

Organizatie de caritate non-profit, - finantare initiala de

aproximativ 62 milioane £

O resursa puternica pentru oamenii de stiinta




Panel

biomarkeri

Biomarker S::l:;e Supplier Instrumentation Analysis method Trprasing e bashn of fulins panes
Cardiovascular:
Cholesterol Serum Beckman Coulter AUSEOD CHO-POD
LDi::;tmLto;-IDensm Serum Eeckman Coulter ALSEOD Enw;ﬁ;ﬁl;:;:z[l;ﬁwe
HDL-Cholesterol Serum Beckman Coulter ALSBEOD . Enz.ym_e o
immuneinhibition
Triglyceride Serum Beckman Coulter ALSE00 GPO-POD
Apolipoprotein & Serum Beckman Coulter AUSB00 Immungturbidimetric
Apolipoprotein B Serum Backman Coulter AUSBO0 Immunaturbidimetric
C-reactive Protein Serum Beckman Coulter ALISBOOD Immu_nuturtil.:li.rr?et ric-
high sensitivity
Lipoprotein (&) Serum Randox ALUSBOOD Immunoturbidimetric
Bone and joint:
Vitamin D Serum DiaSorin Ltd. LIASON XL CLA
Rheumatoid factor Serum Eeckman Coulter ALSEOD Immunoturbidimetric
Alkaline Phosphatase Serum Beckman Coulter ALSB00 AMP {IFCT)
Calcium Serum Beckman Coulter AUSB00 Arsenazo Il
Cancer:
SHBG Serum Eeckman Coulter Unicel Dxl BOD Tw.o step sandwich
immunoassay
Testosterone Serum Beckman Coulter Unicel Dxl BOD One step competitive
Destradiol Serum Beckman Coulter Unicel Dxl BOD Two step competitive
IGF-1 Serum DiaSarin Ltd. LIASOMN XL CLIA
Diabetes:
HbAlc RBC Bio-Rad VARIANT Il Turbo HPLC
Glucose Serum Beckman Coulter AUSB00 Hexokinase
Renal:
Cystatin C Serum Siemens ADVIA 1800 im:::;&:';‘i’ dri'::tric
Creatinine Serum Eeckman Coulter AUSEDO Enzymatic
Total protein Serum Beckman Coulter AUSEDO Biuret
Urea Serum Beckman Coulter AUSEDD GLDH, kinetic
FPhosphate Serum Beckman Coulter AUSEODO Phnp:urjrr:;:r:date
Urate Serum Beckman Coulter AUSE00 Uricase PAP
Creatinine [enzymatic) Urine Beckman Coulter ALS400 Enzymatic
Sodium Urine Beckman Coulter AUS400 ISE
Microalbumin Urine Randox AUS400 Immunoturbidimetric
Patassium Urine Beckman Coulter AUS400 ISE
Liver:
Albumin Serum Beckman Coulter AUSB00 BCG
Direct Bilirubin Serum Beckman Coulter AUSB00 oPD
Total Bilirubin Serum Beckman Coulter AUSE00 Photometric colour
g:JT:::?lm nsferase Serum Beckman Coulter AUSE00 IFCC
::ir:ﬂl::ransl‘erase Serum Beckman Coulter AUSBOD IFCC
Aspartate serum Beckman Coulter AUS800 IFCC

aminotransferase

biobank’
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szential information = Timeline for future data availability

Provisional timeline for future data availability

Biochemistry assay data:

We were due to release the serum and red blood cells assay data for all participants in July 2018 but this has been pushed
back. Further Quality Control (QC) checks are being performed and we will update this page when we have a clearer idea of a
release date.

See here for the list of biomarkers that have been measured.

Quarter 1 2019:
o Updated hospital inpatient and death registry data.
o Additional summary data fields for hospital inpatient data, including corresponding first recorded diagnosis/procedure date.

o Algorithmically-derived health cutcomes for: Asthma, COPD, Dementia, End stage renal disease, Motor neurcne disease,
Parkinson's disease.

o Infectious disease pilot study (10,000 participants).

Spring 2019:
o Primary care (GP) data for around half the cohort, containing coded clinical data and prescriptions.
o Enhanced cancer data: cancer stage and grade.

o Exome sequencing data for 50,000 participants.

Improving the health of future generations




2019-PREZENT

v’ Baza de date este marita in mod regulat cu date suplimentare si
este accesibila la nivel global pentru cercetatori

v Este o contributie majord la progresul medicinei si
tratamentului modern

v’ Scopul UK Biobank este de a incuraja cat mai multi cercetatori
sa foloseasca resursele de cercetare, pentru a efectua studii in
domeniul sanatatii care sunt de interes public, indiferent daca

provin din organizatii academice, comerciale sau caritabile

()



Aplicatii de utilizare din peste 90 de tari, 75% dintre aplicatiile de utilizare a resursei

de cercetare provin de la cercetatori internationali.

- date obtinute in urma analizelor genetice de la 500 000 de participanti.

- imagistica RMN a inimii si creierului: 100.000 de participanti

- cel mai mare studiu imagistic intreprins vreodata




EVOLUTIA DEPINDE DE COLABORARE

v"Oameni de stiinta

v Clinicieni

v Profesionistii din domeniul sanatatii publice
v Informaticieni si Bioinformaticieni
v"Avocati

v Organizatii de finantare

v Autoritati de reglementare

“To go fast,
go alone.

To go far,
go together.”




»,De ce ai inceput, cum ai procedat, la ce
rezultat ai ajuns si care e semnificatia lui?
Dupa mine, aceasta este ordinea logica a
unei cercetari stiintifice.”

(Austin Bradford Hill)
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