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"COMPOSICOES E METODOS PARA DIAGNOSTICAR
CANCERES DE PULMAO USANDO PERFIS DE EXPRESSAO DE
GENE".

DECLARAGAO RELACIONADA A PESQUISA ou
DESENVOLVIMENTO COM PATROCINIO DO GOVERNO FEDERAL

[001] Esta invencdo foi feita com o suporte do governo sob
Subsidio No. CA010815 concedido pelos Institutos Nacionais de Saude
e pelo Subsidio No. 4100059200 (Marcadores de diagnoéstico para
cancer de pulmdo em estagio inicial em amostras de sangue de gene
PAX) concedido pelo Departamento de Saude da PA. O governo tem
determinados direitos sobre a invencao.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] O cancer de pulméo é a causa mundial mais comum de
mortalidade por cancer. Nos Estados Unidos, o cancer de pulméo € o
segundo cancer mais prevalente em homens e mulheres e sera
responsavel por mais de 174.000 novos casos por ano e mais de
162.000 mortes por cancer. De fato, o cancer de pulméo é responsavel
por mais mortes a cada ano do que os canceres de mama, prostata e
colorretal combinados.

[003] A alta mortalidade (80-85% em cinco anos), que mostrou
pouca ou nenhuma melhora nos ultimos 30 anos, enfatiza o fato de que
sdo necessarias ferramentas novas e eficazes para facilitar o
diagnéstico precoce antes da metastase nos nés regionais ou além do
pulmao.

[004] Populactes de alto risco incluem fumantes, ex-fumantes e
individuos com marcadores associados a predisposicdes genéticas.
Como a remocéao cirargica de tumores em estagio inicial continua sendo
o tratamento mais eficaz para o cancer de pulmao, houve um grande
interesse na triagem de pacientes de alto risco com CT em espiral de

baixa dose (LDCT). Essa estratégia identifica ndédulos pulmonares nao

Petic&0 870200099807, de 10/08/2020, pag. 5/146



2/116

calcificados em aproximadamente 30 a 70% dos individuos de alto risco,
mas apenas uma pequena proporcdo dos nodulos detectados é
diagnosticada como cancer de pulméo (0,4 a 2,7%). E provavel que
esse grande numero de nodulos detectados resulte em tratamento
excessivo e sobrecarregue os sistemas de saude. Atualmente, a Unica
maneira de diferenciar individuos com nddulos pulmonares de etiologia
benigna de individuos com nédulos malignos é uma bidpsia invasiva,
cirurgia ou observacédo prolongada com varredura repetida. Mesmo
usando os melhores algoritmos clinicos, 20-55% dos pacientes
selecionados para realizar biopsia pulmonar cirargica por nodulos
pulmonares indeterminados apresentam doenca benigna e aqueles que
nao sdo submetidos a biopsia imediata ou resseccéo requerem estudos
sequenciais de imageamento. O uso da CT em série nesse grupo de
pacientes corre 0 risco de atrasar a terapia curavel em potencial,
juntamente com o0s custos de varreduras repetidas, as doses de
radiacdo nao insignificantes e a ansiedade do paciente.

[005] Idealmente, um teste de diagnostico seria facilmente
acessivel, barato, demonstraria alta sensibilidade e especificidade e
resultaria em melhores resultados para os pacientes (médica e
financeiramente). Outros mostraram que classificadores que utilizam
células epiteliais tém alta precisdo. No entanto, a colheita dessas células
requer uma broncoscopia invasiva. Ver, Silvestri et al, N Engl J Med.
2015 July 16; 373(3): 243-251, que é aqui incorporado por referéncia.
[006] Esforcos estdo em andamento para desenvolver
diagnosticos nao invasivos usando escarro, sangue ou soro e analisar
produtos de células tumorais, DNA tumoral metilado, RNA ou proteinas
expressos no polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs). Essa ampla
faixa de testes moleculares com potencial utilidade para o diagndéstico
precoce de cancer de pulméo foi discutida na literatura. Embora cada

uma dessas abordagens tenha seus proprios meéritos, nenhuma ainda
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passou do estagio exploratorio no esforco de detectar pacientes com
cancer de pulmé&o em estagio inicial, mesmo em grupos de alto risco, ou
pacientes com diagnaostico preliminar baseado em fatores radiologicos
e outros fatores clinicos. Um simples exame de sangue, um evento de
rotina associado a visitas regulares ao consultorio clinico, seria um teste
diagnostico ideal.

SUMARIO DA INVENCAO

[007] Em um aspecto, uma composic¢éo ou kit para diagnosticar ou
avaliar um cancer de pulmdo em um mamifero inclui pelo menos sete
(7) ou mais polinucleotideos ou oligonucleotideos, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo hibridiza com um gene, fragmento
de gene, transcrito de gene ou produto de expressao diferente em uma
amostra de paciente. Cada gene, fragmento de gene, transcrito de gene
ou produto de expressao € selecionado dos genes da Tabela |, Tabela
[I, Tabela Ill, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade,
pelo menos um polinucleotideo ou oligonucleotideo esta fixado a um
marcador detectavel. Em uma modalidade, a composicao ou kit inclui
polinucleotideos ou oligonucleotideos que detectam o gene, fragmento
de gene, transcrito de gene ou produto de expressao de cada um dos
genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em um
aspecto, uma composicao ou kit para diagnosticar ou avaliar um cancer
de pulmdo em um mamifero inclui pelo menos 8 ou mais
polinucleotideos ou oligonucleotideos, em que cada polinucleotideo ou
oligonucleotideo hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcrito
de gene ou produto de expressao diferente em uma amostra de
paciente. Em uma modalidade, os genes séo selecionados da Tabela I,
Tabela I, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em um aspecto, uma
composicao ou kit para diagnosticar ou avaliar um cancer de pulméo em
um mamifero inclui pelo menos 15 ou mais polinucleotideos ou

oligonucleotideos, em que cada polinucleotideo ou oligonucleotideo
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hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou
produto de expresséao diferente em uma amostra de paciente. Em uma
modalidade, os genes sao selecionados da Tabela Il, Tabela lll, Tabela
IV ou Tabela IX. Em um aspecto, uma composicdo ou kit para
diagnosticar ou avaliar um cancer de pulmdo em um mamifero inclui
pelo menos 41 ou mais polinucleotideos ou oligonucleotideos, em que
cada polinucleotideo ou oligonucleotideo hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao
diferente em uma amostra de paciente. Em uma modalidade, os genes
sao selecionados da Tabela I, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em
um aspecto, uma composicdo ou kit para diagnosticar ou avaliar um
cancer de pulmdo em um mamifero inclui pelo menos 50 ou mais
polinucleotideos ou oligonucleotideos, em que cada polinucleotideo ou
oligonucleotideo hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcrito
de gene ou produto de expressao diferente em uma amostra de
paciente. Em uma modalidade, os genes sao selecionados da Tabela I,
Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX.

[008] Em outro aspecto, uma composi¢cao ou kit para diagnosticar
ou avaliar um cancer de pulmdo em um mamifero inclui 7 ou mais
ligantes, em que cada ligante hibridiza com um produto de expresséao
de gene diferente em uma amostra de paciente. Cada produto de
expressdo é selecionado dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela Ill,
Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, pelo menos um ligante
estd fixado a um marcador detectavel. Em uma modalidade, a
composicdo ou kit inclui ligantes que detectam os produtos de
expressdo de cada um dos genes na Tabela I, Tabela Il, Tabela lil,
Tabela IV ou Tabela IX. Em uma outra modalidade, a composicao ou kit
inclui ligantes que detectam os produtos de expressao de pelo menos 8
genes. Em uma outra modalidade, a composi¢cdo ou kit inclui ligantes

gue detectam os produtos de expresséao de pelo menos 15 genes. Em
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uma outra modalidade, a composic&o ou kit inclui ligantes que detectam
0s produtos de expressdo de pelo menos 41 genes. Em uma outra
modalidade, a composicdo ou kit inclui ligantes que detectam os
produtos de expressao de pelo menos 50 genes. Em uma modalidade,
0S genes sao selecionados da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela
IX.

[009] As composi¢cbes descritas neste documento permitem a
deteccao de alteracOes na expressao nos genes no perfil de expresséao
de gene do sujeito daquele de um perfil de expressdo de gene de
referéncia. Os varios perfis de expressdo de gene de referéncia séo
descritos abaixo. Em uma modalidade, a composicdo fornece a
capacidade de distinguir um tumor cancerigeno de um nodulo nao
cancerigeno.

[0010] Em outro aspecto, um método para diagnosticar ou avaliar
um cancer de pulmao em um mamifero envolve identificar alteracées na
expressao de trés ou mais genes na amostra de um sujeito, os referidos
genes selecionados dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela Il , Tabela
IV ou Tabela IX, e comparar 0s niveis de expressdo de gene desse
sujeito com os niveis dos mesmos genes em uma referéncia ou controle,
em que as alteracdes na expressao da referida expresséo de gene se
correlacionam com um diagndstico ou avaliacdo de um cancer de
pulmdo. Em uma modalidade, as alteragcdes na expressao da referida
expressdo de gene fornecem a capacidade de distinguir um tumor
cancerigeno de um nédulo ndo cancerigeno.

[0011] Em outro aspecto, um método para diagnosticar ou avaliar
um cancer de pulmdo em um mamifero envolve identificar um perfil de
expressao de gene no sangue de um sujeito, o perfil de expresséo de
gene compreendendo 7 ou mais produtos de expressédo de gene de 8
ou mais genes informativos, conforme descrito aqui. Os 7 ou mais genes

informativos sé&o selecionados dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela
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lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, 8 ou mais genes
informativos sao selecionados dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, o perfil de expresséo
de gene contém 15 genes selecionados da Tabela Il, Tabela lll, Tabela
IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, o perfil de expressdo de gene
contém 41 genes selecionados da Tabela II, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. O perfil de expresséo de gene do sujeito € comparado com
um perfil de expresséo de gene de referéncia a partir de uma variedade
de fontes descritas abaixo. Alteragcbes na expressdo dos genes
informativos se correlacionam com o diagndéstico ou avaliacdo de um
cancer de pulméao. Em uma modalidade, as alteragdes na expressao da
referida expressao de gene fornecem a capacidade de distinguir um
tumor cancerigeno de um nodulo ndo cancerigeno.

[0012] Em outro aspecto, é fornecido um método para detectar
cancer de pulméo em um paciente. O método inclui obter uma amostra
do paciente; e detectar uma mudanca na expressao em pelo menos 7
genes selecionados da Tabela I, Tabela II, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX na amostra do paciente em comparacdo com um controle
contatando a amostra com uma composicdo compreendendo
oligonucleotideos, polinucleotideos ou ligantes especificos para cada
transcrito de gene ou produto de expressao diferente dos pelo menos 8
genes da Tabela I, Tabela II, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX e
deteccdo de ligacdo entre o oligonucleotideo, polinucleotideo ou ligante
e 0 produto de gene ou produto de expressao.

[0013] Em ainda outro aspecto, € fornecido um método para
diagnosticar cancer de pulm&o em um sujeito. O método inclui obter
uma amostra de sangue de um sujeito; detectar uma mudanca na
expressdo em pelo menos 8 genes selecionados da Tabela I, Tabela Il,
Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX na amostra do paciente em

comparagcdo com um controle contatando a amostra com uma
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composicdo compreendendo oligonucleotideos, polinucleotideos ou
ligantes especificos para cada transcrito de gene ou produto de
expresséo diferente dos pelo menos 7 genes da Tabela |, Tabela II,
Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX e deteccdo de ligacdo entre o
oligonucleotideo, polinucleotideo ou ligante e o produto de gene ou
produto de expressédo; e diagnosticar o sujeito com cancer quando séo
detectadas alteracdes na expressao dos genes do sujeito em relagao
aos da referéncia.

[0014] Em outro aspecto, é fornecido um método de diagndstico e
tratamento de cancer de pulmdo em um sujeito com crescimento
neoplasico. O método inclui obter uma amostra de sangue de um
sujeito; extrair o RNA do sangue e detectar uma mudanca na expressao
em pelo menos 7 genes selecionados da Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill,
Tabela IV ou Tabela IX na amostra do paciente em comparagao com
um controle contatando a amostra com uma Ccomposicao
compreendendo oligonucleotideos, polinucleotideos ou ligantes
especificos para cada transcrito de gene ou produto de expressao
diferente dos pelo menos 7 genes da Tabela |, Tabela I, Tabela I,
Tabela IV ou Tabela IX e deteccédo de ligacao entre o oligonucleotideo,
polinucleotideo ou ligante e o produto de gene ou produto de expressao;
diagnosticar o sujeito com cancer quando séo detectadas alteracdes na
expressao dos genes do sujeito em relacédo aos da referéncia; e remover
0 crescimento neoplasico. Outros tratamentos adequados também
podem ser fornecidos.

[0015] Outros aspectos e vantagens destas composicOes e
métodos séo descritos adicionalmente na seguinte descricdo detalhada
das suas modalidades preferidas.

BREVE DESCRICAO DOS projetoS

[0016] As FIG. 1A e FIG. 1B séo gréficos representativos que

mostram o desempenho da expresséo do gene lllumina em diferentes
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iteracOes do processo SVM-RFE. FIG. 1A - Desempenho do conjunto
de treinamento. FIG. 1B- Desempenho do conjunto de teste

[0017] As FIG. 2A - A FIG. 2D demonstram a precisdo da
classificacdo de nLNC. FIG. 2A- Conjunto de treinamento e validacéo
de lesdo de 8 a 20 mm configuram a curva ROC usando todos o0s genes
para classificacdo de SVM. FIG.

[0018] 2B- Desempenho do conjunto de treinamento e validagao
usando os 100 principais genes selecionados por RFE. FIG. 2C-
Desempenho dos conjuntos de treinamento e validacdo usando os 50
principais genes. FIG. 2D- Desempenho dos conjuntos de treinamento
e validac&o usando os 15 principais genes.

[0019] A FIG. 3 mostra o projeto do estudo. Um total de 821
amostras unicas foram analisadas neste estudo. Os microarranjos
lllumina HT12v4 e o painel NanoString PCl foram usados para
selecionar sondas candidatas a biomarcadores usando 283 amostras
no total. 264 amostras foram usadas para selecao de biomarcadores em
microarranjos e 201 das 264 + 19 novas amostras foram usadas para
selecionar os biomarcadores no painel PCI. As 51 amostras utilizadas
para validacdo nao foram utilizadas em nenhuma selecdo de
biomarcadores. 559 dos biomarcadores selecionados no microarranjo e
nas analises do painel PCI foram projetados com sucesso para o painel
personalizado NanoString. O painel personalizado foi testado com 237
das amostras usadas na selegcédo da sonda, para garantir que a nova
plataforma reproduzisse com sucesso 0s resultados do microarranjo e
com 346 amostras independentes adicionais ndo previamente testadas
em nenhuma plataforma (total 583). As 583 amostras de treinamento
foram usadas para criar um classificador de noédulo pulmonar
NanoString (nPNC). 158 amostras adicionais que nunca foram
envolvidas na selecdo da sonda NanoString foram usadas para a

plataforma personalizada Nanostring (346 para treinamento e 141 para
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validacéo) para um total de 821 amostras independentes.

[0020] As FIG. 4A - A FIG. 4E mostram o desempenho da
classificacdo do classificador de nodulos pulmonares NanoString. FIG.
4A -FIG. 4D- Comparacao de ROC-AUC em conjuntos de treinamento
e validacdo com reducéo progressiva do numero de sondas. FIG. 4E- A
probabilidade calculada de malignidade para um nédulo individual para
diferentes pontuacgdes de classificagcdo usando o nPNC de 41 sondas.
[0021] As FIG. 5A e FIG. 5B mostras o desempenho de nPNC de
41 sondas para BN e MN na faixa de 6 a 20 mm. FIG. 5A- Comparada
com os modelos clinicos de risco de cancer de pulméo da The Brock
University, Mayo Clinic e Veteran's Affairs (VA). FIG. 5B- Comparada
com a classificacdo por diametro maximo do nédulo

[0022] A FIG. 6 mostra o desempenho da classificacdo em
diferentes faixas de tamanho de nédulo.

[0023] Os valores de desempenho (ROC-AUC a esquerda e
especificidade com 90% de sensibilidade a direita) sdo fornecidos para
os conjuntos de dados de Treinamento (painéis superiores), Validacao
(meio) e Combinado (inferior). Cada linha é rotulada no lado esquerdo
da figura com a faixa de tamanho de nédulo mais baixa de Min (qualquer
tamanho) a 10 mm. Os rétulos da coluna na parte inferior correspondem
ao tamanho do nodulo superior, de 10 mm a Max (qualquer tamanho).
Cada quadrado de um painel mostra o desempenho da classificacéo ao
distinguir nédulos benignos de malignos que variam entre o tamanho
inferior e 0 superior em mm, juntamente com o numero de ndédulos
sendo comparados para as classes BN e MN. A intensidade da cor é
usada para destaque visual e € proporcional aos valores de
desempenho relatados com as escalas de cores mostradas na parte
superior dos painéis. Por exemplo, o nPNC demonstrou o melhor
desempenho ROC-AUC de 0,87 e uma especificidade de 0,64 a

90%sde sensibilidade na distingdo de nodulos de 8-10 mm (o conjunto
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continha 6 MN e 14 BN).

[0024] As FIG. 7A - FIG. 7D demonstram desempenho do
Classificador de Nodulos Pulmonares. A. Desempenho do conjunto de
treinamento de microarranjos da lllumina em diferentes iteragdes do
processo SVM-RFE. Os destaques na caixa selecionaram o nuamero
ideal de genes. B. Desempenho do conjunto de teste. C. Comparacéao
do desempenho ROC-AUC do classificador de expressao de gene
lllumina com base na expressdo de 311 sondas de genes entre
conjuntos de treinamento e validagdo. D. Desempenho de validagéao
cruzada de 10 vezes da expressao de gene do painel NanoString
PanCancer Immune no conjunto de treinamento. AUC = area sob a
curva ROC, ACC = precisao, SE = sensibilidade, SP = especificidade.
[0025] As FIG. 8A e FIG. 8B mostram uma comparacao da
Classificacdo lllumina e NanoString. FIG 8A- O grafico mostra os
escores de classificacdo de modelo SVM com base na validacéao
cruzada de 10 vezes reamostrada 10 vezes usando genes selecionados
por SVM na plataforma lllumina. FIG. 8B- Curvas ROC resultantes da
classificacdo de 199 amostras sdo executadas no NanoString e no
lllumina usando o gene selecionado do Illumina pelo SVM-RFE.

[0026] As FIG. 9A - FIG. 9C demonstram o desempenho do
Classificador de Noédulos Pulmonares NanoString no conjunto de
treinamento, teste e de todas as amostras usando um numero diferente
de genes. FIG. 9A. Conjunto de treinamento: Eliminacéo Recursiva de
Recurso realizada em cada uma das 10 vezes no conjunto de
treinamento. As vezes foram reamostradas 10 vezes. O desempenho
da média dos escores de 10 reamostragens € mostrado. No eixo x, é
mostrado o niumero de genes restantes por dobra. FIG. 9B- Conjunto de
validacdo. Os principais genes foram selecionados de todas as 100
listas de genes em cada iteracdo, e seu desempenho foi avaliado no

conjunto de treinamento. FIG. 9C- Conjunto combinado. Todas as 741

Petic&0 870200099807, de 10/08/2020, pag. 14/146



11/116

amostras usadas pelo SVM-RFE para classificar as sondas.

[0027] A FIG. 10 mostra graficos do desempenho do painel
personalizado nanoestruturado como comparacao da curva ROC para
diferentes niumeros de genes.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0028] Os meétodos e composicdes descritos neste documento
aplicam a tecnologia de expressao de genes a triagem de sangue para
a deteccdo e diagnodstico de cancer de pulméo. As composicbes e
métodos aqui descritos fornecem a capacidade de distinguir um tumor
cancerigeno de um nodulo ndo cancerigeno, determinando um perfil de
expressdo de RNA caracteristico dos genes do sangue de um sujeito
mamifero, preferencialmente humano. O perfil caracteristico da
expresséo de gene é comparado com o perfil de um ou mais sujeitos da
mesma classe (por exemplo, pacientes com cancer de pulmao ou
nodulo ndo cancerigeno) ou um controle, para ver a qual classe o perfil
de expressédo de gene € mais semelhante, para fornecer um diagnostico
atil.

[0029] Esses métodos de triagem do cancer de pulmdo empregam
composi¢coes adequadas para a realizacdo de um exame de sangue
simples, econdmico e ndo invasivo, utilizando o perfil de expresséo de
gene que poderia alertar o paciente e o médico para obter mais estudos,
como uma PET ou CT adicional de radiografia de térax, broncoscopia
ou biépsia, da mesma maneira que o antigeno especifico da préstata é
usado para ajudar a diagnosticar e acompanhar o progresso do cancer
de prostata. A aplicacao desses perfis fornece diagnosticos sobrepostos
e confirmatorios do tipo de doenca pulmonar, comecando com o teste
inicial de doenca maligna versus doenca nao maligna.

[0030] "Paciente” ou "sujeito" como utilizado neste documento
significa um animal mamifero, incluindo um ser humano, um animal

veterinario ou de criagdo, um animal doméstico ou animal de estimacgé&o,
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e animais normalmente utilizados para pesquisa clinica. Em uma
modalidade, o sujeito destes métodos e composi¢cées € um humano.
[0031] "Controle” ou "Sujeito de controle”, como utilizado neste
documento, refere-se a fonte dos perfis de expressdo do gene de
referéncia, bem como ao painel particular de sujeitos de controle aqui
descrito. Em uma modalidade, o nivel de controle ou referéncia é de um
anico sujeito. Em outra modalidade, o nivel de controle ou referéncia é
de uma populacéo de individuos que compartilham uma caracteristica
especifica.

[0032] Em ainda outra modalidade, o nivel de controle ou referéncia
€ um valor atribuido que se correlaciona com o nivel de um individuo ou
populacdo de controle especifico, embora ndo seja necessariamente
medido no momento do teste da amostra do sujeito de teste. Em uma
modalidade, o sujeito ou referéncia de controle é de um paciente (ou
populacdo) com um nodulo ndo cancerigeno. Em outra modalidade, o
sujeito ou referéncia de controle € de um paciente (ou populacdo) com
um tumor cancerigeno. Em outras modalidades, o sujeito de controle
pode ser um sujeito ou populacdo com cancer de pulmdo, como um
sujeito que é fumante atual ou ex-fumante com doenca maligna, um
sujeito com um tumor pulmonar solido antes da cirurgia para remocao
do mesmo; um sujeito com um tumor pulmonar sélido apds a remocao
cirargica do referido tumor; um sujeito com um tumor pulmonar soélido
antes da terapia para 0 mesmo; € um sujeito com um tumor pulmonar
sélido durante ou apés a terapia para 0 mesmo.

[0033] Em outras modalidades, os controles para fins das
composicfes e métodos aqui descritos incluem qualquer uma das
seguintes classes de referéncia de sujeito humano sem cancer de
pulmé&o. Esses controles ndo saudaveis (NHC) incluem as classes de
fumantes com doenca ndo maligna, um ex-fumante com doenca néao

maligna (incluindo pacientes com nodulos pulmonares), um nao
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fumante com doenca pulmonar obstrutiva crénica (COPD) e um ex-
fumante com COPD. Ainda em outras modalidades, o sujeito de controle
€ um nao fumante saudavel sem doenca ou um fumante saudavel sem
doenca.

[0034] "Amostra”, como utilizado neste documento, significa
qualquer fluido ou tecido biolégico que contém células imunes e/ou
células cancerigenas. A amostra mais adequada para utilizacdo nesta
invencao inclui sangue total. Outras amostras biologicas Uteis incluem,
sem limitacdo, células mononucleares do sangue periférico, plasma,
saliva, urina, liquido sinovial, medula éssea, liquido cefalorraquidiano,
muco vaginal, muco cervical, secrecfes nasais, escarro, sémen, liquido
amniotico, amostra broncoscopica, liquido de lavagem broncoalveolar,
escovacdes nasais e outros exsudatos celulares de um paciente com
cancer. Tais amostras podem ainda ser diluidas com solugéo salina,
tampdo ou um diluente fisiologicamente aceitavel. Alternativamente,
essas amostras sdo concentradas por meios convencionais.

[0035] Como utilizado neste documento, o termo "cancer" refere-se
ou descreve a condicao fisiologica em mamiferos que é tipicamente
caracterizada por crescimento celular nao regulado. Mais
especificamente, como utilizado neste documento, o termo “"cancer"
significa qualquer cancer de pulmdo. Em uma modalidade, o cancer de
pulmé&o é um cancer de pulméao de células ndo pequenas (NSCLC). Em
uma modalidade mais especifica, o céancer de pulmdo é
adenocarcinoma de pulmé&o (AC ou LAC). Em uma outra modalidade
mais especifica, o cancer de pulmdo é o carcinoma de células
escamosas do pulméao (SCC ou LSCC). Em outra modalidade, o cancer
de pulm@o € um NSCLC estagio | ou estagio Il. Ainda em outra
modalidade, o cancer de pulmdo € uma mistura de estagios iniciais e
tardios e tipos de NSCLC.

[0036] O termo "tumor”, como utilizado neste documento, refere-se
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a todo o crescimento e proliferacdo de células neoplasicas, malignas ou
benignas, e a todas as células e tecidos pré-cancerigenos e
cancerigenos. O termo "nodulo” refere-se a um acumulo anormal de
tecido que pode ser maligno ou benigno. O termo "tumor cancerigeno"
refere-se a um tumor maligno.

[0037] Por "diagnostico” ou "avaliacdo" entende-se um diagnostico
de um céncer de pulméo, um diagnéstico de um estagio de cancer de
pulmé&o, um diagnoéstico de um tipo ou classificacdo de um cancer de
pulmao, um diagnostico ou deteccdo de uma recorréncia de um cancer
de pulmé&o, um diagnéstico ou deteccdo de uma regressao de um cancer
de pulmé&o, um prognéstico de um cancer de pulmao ou uma avaliacéo
da resposta de um cancer de pulmdo a uma terapia cirargica ou nao
cirargica. Em uma modalidade, "diagnostico” ou "avaliacdo" refere-se a
distincdo entre um tumor cancerigeno e um ndédulo pulmonar benigno.

[0038] Como utilizado neste documento, "sensibilidade" (também
chamada de taxa positiva verdadeira) mede a proporcao de positivos
gue sao corretamente identificados como tais (por exemplo, a
porcentagem de pessoas doentes que sdo corretamente identificadas
como portadoras da condicéo).

[0039] Como utilizado neste documento, a "especificidade"
(também chamada de taxa negativa verdadeira) mede a proporcéo de
negativos que sao corretamente identificados como tal (por exemplo, a
porcentagem de pessoas saudaveis que sao corretamente identificadas
como sem a condicao).

[0040] Por "mudanca de expressdo” entende-se uma
suprarregulacdo de um ou mais genes selecionados em comparacao
com a referéncia ou controle; uma infrarregulacdo de um ou mais genes
selecionados em comparacdo com a referéncia ou controle; ou uma
combinacao de certos genes suprarregulados e genes infrarregulados.

[0041] Por "reagente terapéutico” ou "regime" entende-se qualquer
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tipo de tratamento empregado no tratamento de canceres com ou sem
tumores sdlidos, incluindo, sem limitacdo, produtos farmacéuticos
guimioterapéuticos, modificadores de resposta biologica, radiacao,
dieta, terapia com vitaminas, terapias hormonais, terapia de genes,
resseccao cirurgica, etc.

[0042] Por "genes informativos", como utilizado neste documento,
entende-se aqueles genes cuja expressdo muda (de maneira
suprarregulada ou infrarregulada) caracteristicamente na presenca de
cancer de pulmdo. Um numero estatisticamente significativo de tais
genes informativos forma assim perfis de expressdao de gene
adequados para uso nos métodos e composicBes. Tais genes séo
mostrados na Tabela |, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV e Tabela IX
abaixo. Tais genes compdem o "perfil de expressao".

[0043] O termo "namero estatisticamente significativo de genes" no
contexto desta invencao difere dependendo do grau de alteracéo na
expressédo de gene observada. O grau de alteracdo na expresséo de
gene varia de acordo com o tipo de cancer e com o tamanho ou a
disseminacao do cancer ou tumor solido. O grau de alteracdo também
varia com a resposta imune do individuo e esté sujeito a variacées com
cada individuo. Por exemplo, em uma modalidade desta invencéo, uma
grande mudancga, por exemplo, 2-3 vezes aumenta ou diminui em um
pequeno numero de genes, por exemplo, em cerca de 5-8 genes, é
estatisticamente significativa. Em outra modalidade, uma mudanca
relativa menor em cerca de 15 ou mais genes é estatisticamente
significativa.

[0044] Assim, 0s métodos e composicdes aqui descritos
contemplam o exame do perfil de expressdo de um "numero
estatisticamente significativo de genes" variando de 5 a cerca de 50
genes em um unico perfi. Em uma modalidade, os genes sdao

selecionados da Tabela I. Em outra modalidade, os genes sdao
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selecionados da Tabela Il. Em uma outra modalidade, os genes sdo
selecionados da Tabela Ill. Em uma modalidade, o perfil do gene é
formado por um numero estatisticamente significativo de 5 ou mais
genes. Em uma modalidade, o perfil do gene é formado por um namero
estatisticamente significativo de 7 ou mais genes. Em uma modalidade,
o perfil do gene é formado por um numero estatisticamente significativo
de 8 ou mais genes. Em uma modalidade, o perfil do gene é formado
por um namero estatisticamente significativo de 10 ou mais genes. Em
uma outra modalidade, o perfil do gene é formado por um numero
estatisticamente significativo de 15 ou mais genes. Em uma outra
modalidade, o perfil do gene é formado por um nimero estatisticamente
significativo de 20 ou mais genes. Em uma outra modalidade, o perfil do
gene é formado por um numero estatisticamente significativo de 25 ou
mais genes. Em uma outra modalidade, o perfil do gene é formado por
um ndmero estatisticamente significativo de 30 ou mais genes. Em uma
outra modalidade, o perfil do gene € formado por um numero
estatisticamente significativo de 35 ou mais genes. Em uma outra
modalidade, o perfil do gene é formado por um nimero estatisticamente
significativo de 40 ou mais genes. Em uma outra modalidade, o perfil do
gene é formado por um namero estatisticamente significativo de 41 ou
mais genes. Em uma outra modalidade, o perfil do gene é formado por
um namero estatisticamente significativo de 45 ou mais genes. Em uma
outra modalidade, o perfil do gene € formado por um numero
estatisticamente significativo de 50 ou mais genes. Em outra
modalidade, o perfil do gene é formado por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 genes
da Tabela I. Em outra modalidade, o perfil do gene é formado por 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50 genes da Tabela Il. Em outra
modalidade, o perfil do gene € formado por 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
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11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,
49 ou 50 genes da Tabela Ill. Em outra modalidade, o perfil do gene é
formado por1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,
77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99 ou 100 da Tabela IV. Em outra modalidade, o perfil do
gene é formado por 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40 ou 41 genes da Tabela IX.

[0045] A Tabela |, Tabela ll, Tabela lll, Tabela IV e Tabela IX abaixo
referem-se a uma colecdo de genes conhecidos Uteis na discriminacao
entre um sujeito com cancer de pulméo, por exemplo, NSCLC, e sujeitos
com ndédulos pulmonares benignos (ndo malignos). As sequéncias dos
genes identificados na Tabela |, Tabela ll, Tabela lll, Tabela IV e Tabela
IX estdo disponiveis ao publico. Um versado na técnica pode reproduzir
facilmente as composicfes e métodos aqui descritos, utilizando as
sequéncias dos genes, todos disponiveis publicamente em fontes
convencionais, como o GenBank. O numero de acessdo do GenBank
para cada gene é fornecido.

[0046] O termo "microarranjo” refere-se a um arranjo ordenado de
elementos de arranjo hibridizaveis, preferencialmente sondas
polinucleotidicas ou oligonucleotidicas, em um substrato.

[0047] O termo "polinucleotideo", quando utilizado na forma singular
ou plural, geralmente refere-se a qualquer polirribonucleotideo ou
polideoxribonucleotideo, que pode ser RNA ou DNA n&do modificado ou
RNA ou DNA modificado. Assim, por exemplo, os polinucleotideos

conforme aqui definidos incluem, sem limitacdo, DNA de fita simples e
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dupla, DNA incluindo regibes de fita simples e dupla, RNA de fita
simples e dupla e RNA incluindo regibes de fita simples e dupla,
moléculas hibridas compreendendo DNA e RNA que podem ser de fita
simples ou, mais tipicamente, de fita dupla ou incluem regides de fita
simples e dupla. Além disso, o termo "polinucleotideo”, conforme
utilizado neste documento, refere-se a regides de cadeia tripla
compreendendo RNA ou DNA ou RNA e DNA. As cadeias nessas
regides podem ser da mesma molécula ou de moléculas diferentes. As
regides podem incluir todas as uma ou mais moléculas, mas mais
tipicamente envolvem apenas uma regido de algumas das moléculas.
Uma das moléculas de uma regido tripla helicoidal é frequentemente um
oligonucleotideo. O termo "polinucleotideo" inclui especificamente
cDNAs. O termo inclui DNAs (incluindo cDNAs) e RNAs que contém
uma ou mais bases modificadas. Assim, DNAs ou RNAs com espinhas
dorsais modificadas para estabilidade ou por outras razdoes s&o
"polinucleotideos”, como o termo aqui é pretendido. Além disso, DNAs
ou RNAs compreendendo bases incomuns, como inosina, ou bases
modificadas, como bases tritiadas, estdo incluidos no termo
"polinucleotideos”, conforme aqui definido. Em geral, o termo
"polinucleotideo” abrange todas as formas quimicamente,
enzimaticamente elou metabolicamente modificadas de
polinucleotideos ndo modificados, bem como as formas quimicas de
DNA e RNA caracteristicas de virus e células, incluindo células simples
e complexas.

[0048] O termo "oligonucleotideo" refere-se a um polinucleotideo
relativamente curto, incluindo, sem limitacdo, desoxirribonucleotideos
de fita simples, ribonucleotideos de fita simples ou dupla, hibridos de
RNA:DNA e DNAs de fita dupla. Os oligonucleotideos, como os
oligonucleotideos de sonda de DNA de fita Unica, sdo frequentemente

sintetizados por métodos quimicos, por exemplo, usando sintetizadores
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de oligonucleotideos automatizados que estdo disponiveis
comercialmente.

[0049] No entanto, os oligonucleotideos podem ser produzidos por
uma variedade de outros métodos, incluindo técnicas mediadas por
DNA recombinante in vitro e pela expressdao de DNAs em células e
organismaos.

[0050] Os termos "gene diferencialmente expresso"”, "expressao
diferencial de gene" e seus sinbnimos, usados de forma intercambiavel,
referem-se a um gene cuja expressao é ativada para um nivel mais alto
ou mais baixo em um sujeito que sofre de uma doenca, especificamente
cancer, como cancer de pulmao, relativo a sua expressao em um sujeito
de controle, como um sujeito com um nodulo benigno. Os termos
também incluem genes cuja expressao é ativada para um nivel superior
ou inferior em diferentes estdgios da mesma doenca. Entende-se
também que um gene expresso diferencialmente pode ser ativado ou
inibido no nivel de acido nucleico ou nivel de proteina, ou pode estar
sujeito a emenda alternativa para resultar em um produto polipeptidico
diferente. Tais diferencas podem ser evidenciadas por uma alteragcao
nos niveis de mMRNA, expressdo da superficie, secrecdo ou outra
particio de um polipeptideo, por exemplo. A expressdo de gene
diferencial pode incluir uma comparacao da expressao entre dois ou
mais genes ou seus produtos de gene, ou uma comparacao das razoes
da expresséo entre dois ou mais genes ou seus produtos de gene, ou
mesmo uma comparacao de dois produtos processados de maneira
diferente do mesmo gene, que diferem entre sujeitos normais, controles
nao relacionados a saude e sujeitos que sofrem de uma doenca,
especificamente cancer, ou entre varios estagios da mesma doenca. A
expressdo diferencial inclui diferencas quantitativas, bem como
gualitativas, no padrao de expressao temporal ou celular em um gene

ou em seus produtos de expressao entre, por exemplo, células normais
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e doentes, ou entre células que sofreram diferentes eventos ou estagios
da doenca. Para os fins desta invencéo, "expresséao diferencial de gene"
€ considerada presente quando existe uma diferenca estatisticamente
significante (p <0,05) na expressdo de gene entre o0 sujeito e as
amostras de controle.

[0051] O termo "superexpressao" em relacdo a um transcrito de
RNA é usado para se referir ao nivel do transcrito determinado por
normalizacdo ao nivel de mRNAs de referéncia, que podem ser todos
os transcritos medidos na amostra ou em um conjunto de referéncia
especifico de mRNAs.

[0052] A frase "amplificacdo de genes" refere-se a um processo
pelo qual varias copias de um gene ou fragmento de gene séo formadas
em uma célula ou linhagem celular especifica. A regido duplicada (um
trecho de DNA amplificado) é frequentemente chamada de "amplicon".
Geralmente, a quantidade de RNA mensageiro (MRNA) produzido, isto
€, 0 nivel de expressdo de gene, também aumenta na propor¢cdo do
namero de copias feitas do gene especifico expresso.

[0053] No contexto das composicbes e métodos aqui descritos,
referéncia a "7 ou mais", "pelo menos 7" etc. dos genes listados na
Tabela |, Tabela Il, Tabela lll, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX significa
qualquer um ou qualquer e todas as combinacdes dos genes listados.
Por exemplo, perfis de expressao de gene adequados incluem perfis
contendo qualquer nimero entre pelo menos 7 a 50 genes da Tabela ll.
Em outro exemplo, os perfis de expressao de gene adequados incluem
perfis contendo qualquer nimero entre pelo menos 8 a 50 genes da
Tabela Ill. Por exemplo, perfis de expressao de gene adequados
incluem perfis contendo qualquer nimero entre pelo menos 7 a 100
genes da Tabela IV. Por exemplo, perfis de expressdo de gene
adequados incluem perfis contendo qualquer niamero entre pelo menos

7 a 41 genes da Tabela IX. Em uma modalidade, os perfis de genes
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formados por genes selecionados em uma tabela sédo usados em ordem
de classificagéo, por exemplo, os genes classificados no topo da lista
demonstraram resultados discriminatorios mais significativos nos testes
e, portanto, podem ser mais significativos em um perfil do que os genes
de classificacéo inferior. No entanto, em outras modalidades, os genes
que formam um perfil genético util ndo precisam estar na ordem de
classificacdo e podem ser qualquer gene da tabela. Ao referir-se a
"Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX", também é
contemplado que suas combinac¢des podem ser feitas para fornecer um
classificador util aqui.

[0054] Como utilizado neste documento, "marcadores" ou
"moléculas reporter" sdo fracbes quimicas ou bioquimicas uteis para
marcar um acido nucleico (incluindo um Unico nucleotideo),
polinucleotideo, oligonucleotideo ou ligante de proteina, por exemplo,
aminoacido ou anticorpo. "Marcadores" e "moléculas reporter” incluem
agentes fluorescentes, agentes quimioluminescentes, agentes
cromogénicos, agentes de extingdo, radionucleotideos, enzimas,
substratos, cofatores, inibidores, particulas magnéticas e outras fracdes
conhecidas na técnica. "Marcadores"” ou "moléculas repoérteres” sao
capazes de gerar um sinal mensuravel e podem ser covalentemente ou
ndo covalentemente unidos ou ligados a um oligonucleotideo ou
nucleotideo (por exemplo, um nucleotideo ndo natural) ou ligante.
[0055] Salvo definicdo em contrario neste relatério descritivo, 0s
termos técnicos e cientificos aqui utilizados tém o mesmo significado
como vulgarmente entendido por um versado na técnica a qual essa
invencdo pertence e por referéncia a textos publicados, que
proporcionam aos versados na técnica um guia geral para muitos dos
termos utilizados no presente pedido.

|. PERFIS DE EXPRESSAO DE GENE

[0056] Os inventores mostraram que os perfis de expressao de
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gene do sangue total de pacientes com cancer de pulmé&o diferem
significativamente daqueles observados em pacientes com nodulos
pulmonares ndo cancerigenos. Por exemplo, alteracdes nos produtos
de expressao de gene dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela lll,
Tabela IV e/ou Tabela IX podem ser observadas e detectadas pelos
meétodos desta invencéo no sangue circulante normal de pacientes com
tumores solidos pulmonares em estagio inicial.

[0057] Os perfis de expressdo de gene aqui descritos fornecem
novos marcadores de diagnostico para a deteccdo precoce do cancer
de pulmé&o e podem impedir que o0s pacientes sejam submetidos a
procedimentos desnecessarios relacionados a cirurgia ou biopsia para
um noédulo benigno. Como o0s riscos sdo muito baixos, a razao
beneficio/risco € muito alta. Em uma modalidade, os métodos e
composi¢cbes descritos neste documento podem ser usados em
conjunto com fatores de risco clinicos para ajudar os médicos a tomar
decisdes mais precisas sobre como gerenciar pacientes com nédulos
pulmonares. Outra vantagem desta invencdo é que o diagnostico pode
ocorrer precocemente, uma vez que o diagnostico ndo depende da
deteccdo de células tumorais circulantes que estdo presentes apenas
em pequenos numeros que desaparecem nos canceres de pulmao em
estagio inicial.

[0058] Em um aspecto, € fornecida uma composicéo para classificar
um nodulo como cancerigeno ou benigno em um mamifero. Em uma
modalidade, a composicao inclui pelo menos 7 polinucleotideos ou
oligonucleotideos ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou
oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene, fragmento de gene,
transcrito de gene ou produto de expressao diferente em uma amostra
selecionada dos genes da Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. Em uma modalidade, os genes s&o 0s 7 primeiros genes

listados na Tabela IV. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo
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menos 8 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que
cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um
gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao
em uma amostra selecionada dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, os genes séo os da
Tabela I. Em outra modalidade, a composicéo inclui pelo menos 15
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao
diferente em uma amostra selecionada dos genes da Tabela Il, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, os genes sao os
primeiros 15 genes da Tabela Il. Em uma modalidade, os genes séo os
primeiros 15 genes da Tabela Ill. Em uma modalidade, os genes sao os
primeiros 15 genes da Tabela IV. Em uma modalidade, os genes séo os
primeiros 15 genes da Tabela IX. Em uma outra modalidade, a
composi¢ao inclui pelo menos 41 polinucleotideos ou oligonucleotideos
ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante
hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou
produto de expressdo em uma amostra selecionada dos genes da
Tabela I, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, os
genes sdo os genes da Tabela IX. Em uma outra modalidade, a
composicao inclui pelo menos 50 polinucleotideos ou oligonucleotideos
ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante
hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou
produto de expressdo em uma amostra selecionada dos genes da
Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, os
genes sao os genes da Tabela Il. Em uma outra modalidade, os genes
sao os genes da Tabela Ill. Em outra modalidade, os genes séo 0s
genes da Tabela IV. Em uma modalidade, o polinucleotideo ou

oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um mRNA.
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Tabela |
Nome do Classificagéo Classificagéo
Gene Acesséo # T1 S1
MERTK  NM_006343 2 1] 3
SLC25A20 WM _(MO387.5 i f
KY MWL N DTG 299, | | % h
P2RYS NM_ 037675 + |4
SMNORASG  NR 0029841 444 |6
ILIE NM _(MH576.2 L1 |5
LY %% MM 013364 4 32 232
REFINI MM 014374 3 iR L
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Tabela ll
N%’Zﬁgo Acesséo # Classificagdo T1

SLC25A20 MM _(HHI3RT S 1
CD160 MK _007053 3 2
CCL3 MM_(02983 2 3
FIRYS Mk (5707 5 4
CCLALS MR WID0I437 3 5
PSMAG NM_(M2791.2 6
LILEAS b Mk 1818792 7
CCMD3 MR O] P02 B
LDOHA MMM 1634160 k.
NMEI-NME2 MKl 0010181362 14
MERTE MR _(HI6343 2 1E
CXCRS5 b NM_(H 7163 B
TAFPBP M W03 [0 4 13
CAMP MM (4345 4 14
KYMNU TR (3255 1 15
ACAAZ MW 1112 16
AMNXAL b MM (MR AR ] 17
CABCI MK 020247 4 s
SOCS51 MM _(HI3745.] {4
Cdorf27 MM 0178672 24
SPALT MK 0174253 iy |
MENI MR 1307949 2 22
MAGEAS MKL_(HIE362.3 L
UBAl MK _(03334.3 24
CLME MM O1E9413 25
ETFIH MM (H453 3 4
RHOB MK (W43 27
CDI60 b MM (70532 28
KIR_Activating_Subgroup 2 NM_(H4512 ] i
PDGFD Mh 0331333 3i
HLA-DMB MM 021183 3E
LY 96 MK 015304 4 2
IL1G M 0043134 33
DPF2 MM (RIG208 4 34
REX]1 M _DI42483 38
ILIB MW _(HI0576.2 3n
LOC 148137 Mk 14t | 37
REPINI MR 0143743 3K
PELPI MM (143892 34
PRG2 MM _OZTIR 4 i
RHOL MKL_021205 5 41
C 1 9arf59 MM_1749182 a2
Clarfli MNB_ (83723 43
SMNORASG MR 0029841 a4
ILIR2 MM_173343.1 45
NFATC4 M (W] 300022 2 44
ANFP3I2B MM (0] 2 &7
C4B M CRITONZ029 3 i

STOM ML OO 5 49
LPIMNZ MM _(4646.2 30
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Tabela Il

Nome
do Gene

TECE
ITGAL
MERTE
BCOR
GLT25D1
SLC25A20
LOC 100130225
KYNU
BANP
IGFEPT
SFRSI1S
SH2DAC
DNAJBI
PIRYS
PSMBT
SHORASH
ATPSL
ILIB
CODC42EP2
LSPE34
AMDI

LY %0
ARG
DGUOK
THFSF%
ATGS
SLCHAG
FAIM3
RHOG
CASPI
PHRFI
TMBIMG
FLIIG357
HSPHIARBL
CDHS
SHX11
RERE
REPIMI
REPS]
RELA
HERC1
AKAPS
P2RY 10
HSCB
TRRAP
SETDIE
ARHGAP2G
DY MC2LI
TCPI
DGUOK b

Peticéio 870200099807, de 10/08/2020, pég. 30/146

26/116

Acessao #

WM _DOIOT795]5 2
NM_I][JEZH‘J'.E
MM 0063432
NM_017745.5
MNM_024656.2
NM_000387.5
KM 0017171581
MM _ODT03299%, 1
WM _O7TIR3T.2
WM 0015532
NM_020706,2
MM _ 1 a0, 2

KM _0O06145.2
MM 0057675
WM DO2790% 2
NER_ 4
MM_0064 76,4
MM _D00576.2
MM 0067793
KM 0147093
MM _001634.4
MNM_015364.4
WM 00453
WM DE0916.2
KM 0012443
NM_I][J—I-E-W.E
MM _003043.5
MM D0344% 4
NM_001665.3
MM _033294.3
NM_0205901.3
MM_D03217.2
NM_018071.4
NM_007355.3

WM _001795.3
KM _152244.1
MM DOI042682. 1
NM_ 0143743
NM_0001 286172
MM_0219752
MM_003922.3
NM_139289 1
KM 1983331
MM _172002.3
MM_003496.3
KM 03732311
NM_015071.4
NH_IH 3
MM _030752.2
MNM ORF]6.2

Classificagao S1

'Lf]
Ml
3
s
ad
35

i

41

i6
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Tabela IV
Classificacdo | Nome do Descricéo #Acessao
Gene
1| SLC25A20 | Familia transportadora NM 000387.5
de soluto 25
(carnitina/acilcarnitina
translocase), membro 20
2 | CCL3L3 Ligando quimiocina NM_001001437.3
(motif C-C) 3 —tipo 3
3 | LDHA Lactato desidrogenase A | NM_001165416.1
4 | C4orf27 Cromossomo 4 quadro NM_017867.2
leitura aberta 27
5| RHOU Membro familia NM_021205.5
homéloga ras
6 | COMMD6 Dominio COMM NM_203497.3
contendo 6
7 | ZNF143 Proteina dedo de zinco NM_003442.5
143
8 | CASP3 Caspase 3, cisteina NM_032991.2
peptidase relativa a
apoptose
9 | P2RY5 Receptor do 4cido NM_005767.5
lisofosfatidico 6
10 | ZNF341 Proteina dedo de zinco NM_032819.4
341
11| CD160 Molécula CD160 NM_007053.3
12 | EIF4ENIF1 | Fator de iniciacao de NM_019843.2
traducao eucaridtica 4E
fator de importacao
nuclear 1
13 | LILRAS5Db Receptor tipo NM_181879.2
imunoglobulina de
leucocito A5
14 | RNF114 Proteina dedo de zinco NM_018683.3
114
15| IL16 Interleucina 16 NM _004513.4
16 | REPS1 Dominio Eps associado | NM_001128617.2
a RALBP1 contendo 1
17 | TMEM70 Proteina transmembrana | NM_017866.5

70
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18 | PRG2 Proteoglicano 2, medula | NM_002728.4
Ossea (ativador de célula
natural killer, proteina
bésica maior de granulo
eosindfilo)
19 | CCR1 Receptor de quimiocina | NM_001295.5
(motif C-C)
20 | LOC148137 | NA NM_144692.1
21 | HOOK3 Proteina de amarracao NM_032410.3
de microtubulo de
gancho
22 | Clorf222 NA NM_001003808.1
23 | KYNU quinureninase NM_001032998.1
24 | CLNS8 ceroide-lipofuscinose, NM_018941.3
neuronal 8 (epilepsia,
progressiva com retardo
mental)
25 | PDGFD Fator de crescimento NM_033135.3
derivado de plaqueta D
26 | LOC645914 | NA XM_928884.1
27 | SPA17 Proteina autoantigénica | NM_017425.3
de esperma 17
28 | MTCH1 Transportador de NM_014341.2
mitocondria 1
29 | STOM Estomatina NM_004099.5
30 | CCND3 Ciclina D3 NM_001760.2
31 | EHD4 Dominio EH contendo 4 | NM_139265.3
32 | IDO1 Indolamina 2,3- NM_002164.3
dioxigenase 1
33 | PPP6C Proteina fosfatase 6, NM_002721.4
subunidade catalitica
34 | IL1B Interleucina 1, beta NM_0000576.2
Classificacdo | Nome do Descricéo #Acessao
Gene
35| SETD2 Dominio SET contendo 2 | NM_014159.6
36 | ILIR2 Receptor da interleucina | NM_173343.1
1, tipo Il
37 | ATP51 ATP sintase, transporte NM_007100.2
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de H+, complexo Fo de
mitocondria, subunidade
E

38

CTsSwW

Catepsina W

NM_001335.3

39

HNRNPK

Ribonucleoproteina

nuclear heterogéna K

NM_031263.2

40

NFATC4

Fator nuclear de células
T ativadas, citoplasmico,
dependente da

calcineurina 4

NM_001136022.2

41

KIAA0101

KIAA0101

NM_014736.4

42

NME1-
NME?2

Leitura direta NME1-
NME2

NM_001018136.2

43

REPIN1

Iniciador de replicacéo 1

NM_014374.3

44

PELP1

Prolina, proteina rica em

glutamato e leucina 1

NM_014389.2

45

FOXK2

Caixa forkhead K2

NM_004514.3

46

MAGEA1

Familia de antigeno de
melanoma A, 1 (dirige
expressao de antigeno
MZ2-E)

NM_004988.4

47

HLA-DMB

Complexo de
histocompatibilidade

maior, classe Il, DM beta

NM_002118.3

48

Cl70orf51

Cromossomo 17 quadro
de leitura aberto 51

XM_944416.1

49

CAMP

Peptideo antimicrobiano

catelicidina

NM_004345.4

50

SMARCC1

Regulador da cromatina
relativo a SWI/SNF,
associado a matriz,

dependente de actina,

NM_003074.3

Peti¢c&o 870200099807, de 10/08/2020, pag. 33/146




30/116

subfamilia ¢, membro 1

51 | MAGEA3 Familia de antigeno de NM_005362.3
melanoma A, 3

52 | TTC9 Dominio de repeticdo de | NM_015351.1
tetratricopeptideo 9

53 | MARCKS Substrato da proteina NM_002356.6
cinase C rica em alanina
miristoilada

54 | C190rf59 NA NM_174918.2

55 | MEN1 Neoplasia enddécrina NM_130799.2
multipla 1

56 | PUM1 Membro da familia de NM_001020658.1
ligacdo a RNA de pumilio
1

57 | USP9Y Peptidase especifica de NM_004654.3
ubiquitina 9, ligada a Y

58 | PACS1 Proteina de selecéo de NM_018026.3
agrupamento acidico de
fosfofurina 1

59 | S100A8 Proteina de ligacéo a NM_002964.4
calcio S100 A8

60 | MBD1D Proteina do dominio de XM_015844.2
ligacdo metill-CpG

61 | CS Citrase sintase NM_004077.2

62 | UBE2G1 Enzima de conjugacao de | NM_003342.4
ubiqutina E2G 1

63 | KIAA1267 | Subunidade do complexo | NM_015443.3
NSL regulador de KAT8 1

64 | MERTK Proto-oncogene MER, NM_006343.2
tirosina cinase

65 | CTAG1B Antigeno de NM_001327.2
céncer/testiculo 1B
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66 | CRKL Virus do sarcoma aviario | NM_005207.3
v-crk CT10 tipo homologo
de oncogene
67 | SYNJ1 Sinaptojanina 1 NM_003895.3
68 | C4B Componente de NM_001002029.3
complemento 4B (Chido
grupo sanguineo)
Classificacdo | Nome do Gene | Descricdo #Acessao
69 | SOCS1 Supressor de NM_003745.1
sinalizacao de
citocina 1
70 | NUP153 Nucleoproteina NM_005124.3
153kDa
71 | COLEC12 Membro da NM_130386.2
subfamilia da
colectina 12
72 | TAPBP Proteina de ligacdo a | NM_003191.4
TAP (tapasina)
73 | IFI27L2 Interferon, proteina NM_032036.2
indutiva alfa 27 tipo 2
74 | RBX1 Ring-box, ligase de NM_014248.3
proteina de ubiqutina
E3
75| CR2b Receptor 2 de NM_001006658.1
complemento C3d
76 | Clorf103 NA NM_018372.3
77 | TBCE Cofator de NM_001079515.2
dobramento de
tubulina E
78 | CCL3 Ligando da quimicina | NM_002983.2
(motif C-C)
79 | LOC100129022 | NA XM_001716591.1
80 | NCAPG Complexo da NM_022346.4
condensina ndo SMC
[, subunidade G
81 | FLNB Filamina B, beta NM_001457.3
82 | C3 Componente de NM_000064.2
complemento 3
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83

SAP130 b

Proteina associada a
Sin3A 130

NM_024545.3

84

CD160 b

Molécula CD160

NM_007053.2

85

STAG3

Antigeno estromal 3

NM_012447.3

86

SFPQ

Fator de splicing rico
em prolina/glutamina

NM_005066.2

87

ITCH

Proteina ligase da
ubiquitina E3 itchy

NM_001257138.1

88

HSCB

Cochaperona de
agrupamento ferro-
enxofre mitocondrial
HscB

NM_172002.3

89

TFCP2

Fator de transcricao
CP2

NM_005653.4

90

LIF

Fator inibidor de
leucemia

NM_002309.3

91

BATF

Fator de transcricéo
de ziper de leucina
basico, tipo ATF

NM_006399.3

92

SNORAS56

RNA nucleolar
pequeno, caixa
H/ACA 56

NM_002984.1

93

ETFDH

Desidrogenase da
flavoproteina de
transferéncia de
elétrons

NM_004453.3

94

BCL10

CLL de célula
B/linfoma 10

NM_003921.2

95

TIAM1

Invasao e metastase
de linfoma de célula
T1

NM_003253.2

96

MPDU1

Defeito de utilizagcéo
de manose-P-dolicol
1

NM_004870.3

97

TRIM39

Motif tripartite
contendo 39

NM_021253.3

98

RNF34

Proteina dedo de
zinco 34, ligase da
proteina ubiquitina
E3

NM_025126.3

99

AMD1

Descarboxilase da
adenosilmetionina 1

NM_001634.4
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100 | PSMAG6 Subunidade de NM_002791.2
proteassoma
(prosoma, macrodor),
alfa tipo 6
TABELA IX
41 Classificador de Gene
1| SLC25A20 21 | MEDI6
2| PZRYS 22 | EMR4
3| DNAIBI 23 | REPINI
4| CCMND3 24 | DMNAIBA
5 | CDI60 25 | DO
& | MERTK 26 | PSMB7
7 | BCOR 27 | HSPYDABI
A | ABCAS 28 | CABCI
g | RNASEZ 29 | PRPF3
10 | IGFBP7 30 | PSMBS
11 | ITGAL 31 | TRIM3Y
12 | DYNC2ZLL 32 | CD4s
13 | EEF1B2 33 [ CDHS5
14 | RAGI 34 | KLRCI
15 | DDIT4 35 | TUGI
16 | ARGI 36 | PIM2
17 | TBCIDI2 37 | CLPTMI
18 | AZI2 38 | REPSI
19 | LOC 001302249 35 | USPUyY
20 | STOM 40 | AFTPH
41 | SLC6ALZ
[0059] Em uma modalidade, um novo perfil ou assinatura de

expresséo de gene pode identificar e distinguir pacientes com tumores
cancerigenos de pacientes com nédulos benignos. Ver, por exemplo, 0s
genes identificados na Tabela |, Tabela ll, Tabela lll, Tabela IV e Tabela
IX, que podem formar um perfil de expressédo de gene adequado. Em
uma outra modalidade, uma porcao dos genes da Tabela | forma um

perfil adequado. Em ainda outra modalidade, uma porcéo dos genes da
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Tabela Il forma um perfil adequado. Em ainda uma outra modalidade,
uma porgéo dos genes da Tabela | forma um perfil adequado. Em ainda
uma outra modalidade, uma porcéo dos genes da Tabela IV forma um
perfil adequado. Em ainda uma outra modalidade, uma por¢céo dos
genes da Tabela IX forma um perfil adequado. Como discutido aqui,
esses perfis sdo usados para distinguir entre tumores cancerigenos e
nao cancerigenos, gerando uma pontuacao discriminante com base nas
diferencas nos perfis de expressao de gene, como exemplificado
abaixo. A validade dessas assinaturas foi estabelecida em amostras
coletadas em diferentes locais por diferentes grupos em uma coorte de
pacientes com nodulos pulmonares nédo diagnosticados. Ver o0s
Exemplos e as FIGURAS 1 e 2. As assinaturas de cancer de pulméao ou
os perfis de expressdo de gene aqui identificados (isto é, Tabela I,
Tabela II, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela 1X) podem ser ainda mais
otimizados para reduzir o numero de produtos de expressao de gene
necessarios e aumentar a precisdo do diagnadstico.

[0060] Em uma modalidade, a composi¢cao inclui cerca de 7 ou
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela
IV ou Tabela IX. Em uma outra modalidade, a composi¢ao inclui cerca
de 5 a cerca de 50 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes,
em gue cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza
com um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de
expressdo em uma amostra selecionada dos genes da Tabela II. Em
uma outra modalidade, a composicao inclui pelo menos 5 a cerca de 50
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,

fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
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amostra selecionada dos genes da Tabela Ill. Em uma outra
modalidade, a composicdo inclui cerca de 5 a cerca de 50
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressdao em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela IV. Em outra modalidade, a
composi¢cdo inclui 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 polinucleotideos ou
oligonucleotideos ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou
oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene, fragmento de gene,
transcrito de gene ou produto de expressao diferente em uma amostra
selecionada dos genes da Tabela I. Em outra modalidade, a composicao
inclui 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50 polinucleotideos ou
oligonucleotideos ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou
oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene, fragmento de gene,
transcrito de gene ou produto de expressao diferente em uma amostra
selecionada dos genes da Tabela Il. Em outra modalidade, a
composicéo inclui 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 , 48, 49 ou 50 polinucleotideos
ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou
oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene, fragmento de gene,
transcrito de gene ou produto de expressao diferente em uma amostra
selecionada dos genes da Tabela Ill. Em outra modalidade, a
composicéo inclui 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 , 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74,
75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
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94, 95, 96, 97, 98, 99 ou 100 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou
ligantes, em que cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante
hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcricdo de gene ou
produto de expressao diferente em uma amostra selecionada dos genes
da Tabela IV. Em outra modalidade, a composicéo inclui 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 ou 41
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao
diferente em uma amostra selecionada dos genes da Tabela IX. Em
uma modalidade, a composicao inclui pelo menos 3 polinucleotideos ou
oligonucleotideos ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou
oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene, fragmento de gene,
transcrito de gene ou produto de expressdo em uma amostra
selecionada dos genes da Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo menos 5
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela
IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo menos
7 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela |, Tabela ll, Tabela Ill, Tabela
IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo menos
8 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,

fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
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amostra selecionada dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela
IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, a composic¢éo inclui pelo menos
10 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressdo em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo menos 15
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo menos 20
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela II, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo menos 25
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao
diferente em uma amostra selecionada dos genes da Tabela Il, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, a composic¢éo inclui
pelo menos 30 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em
gue cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com
um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de
expressdo em uma amostra selecionada dos genes da Tabela Il, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, a composic¢éo inclui
pelo menos 35 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em
gue cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com

um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de
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expressdo em uma amostra selecionada dos genes da Tabela I, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, a composicao inclui
pelo menos 40 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em
gue cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com
um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de
expressdo em uma amostra selecionada dos genes da Tabela Il, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, a composicao inclui
pelo menos 45 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em
gue cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com
um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de
expressdo em uma amostra selecionada dos genes da Tabela Il, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, a composic¢éo inclui
pelo menos 50 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em
gue cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com
um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de
expressdo em uma amostra selecionada dos genes da Tabela I, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em uma modalidade, a composicao inclui
pelo menos 55 polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em
gue cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com
um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de
expressdo em uma amostra selecionada dos genes da Tabela IV. Em
uma modalidade, a composicéo inclui pelo menos 60 polinucleotideos
ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou
oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene, fragmento de gene,
transcrito de gene ou produto de expressdo em uma amostra
selecionada dos genes da Tabela IV. Em uma modalidade, a
composicao inclui pelo menos 65 polinucleotideos ou oligonucleotideos
ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante
hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou

produto de expressdo em uma amostra selecionada dos genes da
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Tabela IV. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo menos 70
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela IV. Em uma modalidade, a
composicéo inclui pelo menos 75 polinucleotideos ou oligonucleotideos
ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante
hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou
produto de expressdo em uma amostra selecionada dos genes da
Tabela IV. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo menos 80
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela IV. Em uma modalidade, a
composicao inclui pelo menos 85 polinucleotideos ou oligonucleotideos
ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante
hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou
produto de expressdo em uma amostra selecionada dos genes da
Tabela IV. Em uma modalidade, a composicao inclui pelo menos 90
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressao em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela IV. Em uma modalidade, a
composicao inclui pelo menos 95 polinucleotideos ou oligonucleotideos
ou ligantes, em que cada polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante
hibridiza com um gene, fragmento de gene, transcrito de gene ou
produto de expressdo em uma amostra selecionada dos genes da
Tabela IV. Em uma modalidade, a composicéo inclui pelo menos 100
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada

polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
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fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressdo em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela IV.

[0061] Em ainda outra modalidade, o perfil de expressao € formado
pelos 3 primeiros genes na ordem de classificagdo da Tabela I, Tabela
Il, Tabela Ill, , Tabela IV ou Tabela IX. Ainda em outra modalidade, o
perfil de expressdo é formado pelos 5 primeiros genes em ordem de
classificacdo da Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX.
Em ainda outra modalidade, o perfil de expressdo é formado pelos 8
primeiros genes na ordem de classificacao da Tabela |, Tabela I, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Ainda em outra modalidade, o perfil de
expressdo é formado pelos 15 primeiros genes em ordem de
classificacao da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX.
Em ainda outra modalidade, o perfil de expressédo € formado pelos 20
primeiros genes na ordem de classificagcdo da Tabela Il, Tabela Ill,
Tabela IV ou Tabela IX. Ainda em outra modalidade, o perfil de
expressdo € formado pelos 25 primeiros genes em ordem de
classificacao da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em ainda
outra modalidade, o perfil de expresséo € formado pelos 30 primeiros
genes na ordem de classificacdo da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. Ainda em outra modalidade, o perfil de expresséo é formado
pelos 35 primeiros genes em ordem de classificacdo da Tabela II,
Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Ainda em outra modalidade, o perfil
de expressdo é formado pelos 40 primeiros genes em ordem de
classificacao da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Ainda em
outra modalidade, o perfil de expresséo e formado pelos 41 primeiros
genes em ordem de classificacao da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. Ainda em outra modalidade, o perfil de expresséo é formado
pelos 45 primeiros genes em ordem de classificacdo da Tabela I,
Tabela 1ll, ou Tabela IV. Em ainda outra modalidade, o perfil de

expressdo €é formado pelos 50 primeiros genes na ordem de
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classificacdo da Tabela I, Tabela Ill ou Tabela IX. Em ainda outra
modalidade, o perfil de expressao é formado pelos primeiros 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 , 70, 71, 72,
73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93,94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 genes em ordem de classificacdo da
Tabela IV.

[0062] Como discutido abaixo, as composicbes aqui descritas
podem ser usadas com os métodos de perfil de expressao de genes que
sdo conhecidos na técnica. Assim, as composicbes podem ser
adaptadas de acordo com o método para o qual se destinam a ser
utilizadas. Em uma modalidade, pelo menos um polinucleotideo ou
oligonucleotideo ou ligante esta fixado a um marcador detectavel. Em
certas modalidades, cada polinucleotideo ou oligonucleotideo esta
fixado a um marcador detectavel diferente, cada um capaz de ser
detectado independentemente. Tais reagentes sao Uteis em ensaios
como o nCounter, como descrito abaixo, e com os métodos de
diagndstico aqui descritos.

[0063] Em outra modalidade, a composicdo compreende um
oligonucleotideo ou ligante de captura, que hibridiza com pelo menos
um polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante. Em uma modalidade,
esse oligonucleotideo ou ligante de captura pode incluir uma sequéncia
de &cido nucleico que é especifica para uma porcéao do oligonucleotideo
ou polinucleotideo ou ligante que é especifico para o gene de interesse.
O ligante de captura pode ser um peptideo ou polipeptideo que é
especifico para o ligante do gene de interesse. Em uma modalidade, o
ligante de captura € um anticorpo, como em um ELISA sanduiche.
[0064] O oligonucleotideo de captura também inclui uma fracdo que
permite a ligacdo com um substrato. Esse substrato inclui, sem
limitacdo, uma placa, cordao, lamina, poc¢o, cavaco ou camara. Em uma

modalidade, a composic¢do inclui um oligonucleotideo de captura para
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cada polinucleotideo ou oligonucleotideo diferente que é especifico para
um gene de interesse. Cada oligonucleotideo de captura pode conter a
mesma fracdo que permite a ligacdo com o0 mesmo substrato. Em uma
modalidade, a fracdo de ligacao € biotina.

[0065] Assim, uma composicao para tal diagnostico ou avaliacao
em um mamifero como descrito aqui pode ser um kit ou um reagente.
Por exemplo, uma modalidade de uma composi¢ao inclui um substrato
sobre o qual os ligantes usados para detectar e quantificar o mRNA sao
imobilizados. O reagente, em uma modalidade, € um iniciador de acido
nucleico de amplificacdo (como um iniciador de RNA) ou par de
iniciadores que amplifica e detecta uma sequéncia de acido nucleico do
MmRNA. Em uma outra modalidade, o reagente € uma sonda
polinucleotidica que hibridiza com a sequéncia alvo. Em uma outra
modalidade, as sequéncias alvo estéo ilustradas na Tabela Ill. Em uma
outra modalidade, o reagente € um anticorpo ou fragmento de um
anticorpo. O reagente pode incluir multiplos referidos iniciadores,
sondas ou anticorpos, cada um especifico para pelo menos um gene,
fragmento de gene ou produto de expressao da Tabela I, Tabela II,
Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Opcionalmente, o reagente pode ser
associado a um marcador detectavel convencional.

[0066] Em outra modalidade, a composi¢cdo € um kit contendo os
multiplos polinucleotideos ou sondas ou ligantes oligonucleotidicos
relevantes, marcadores detectaveis opcionais para 0 mesmo,
substratos de imobilizacdo, substratos opcionais para marcadores
enzimaticos, bem como outros itens de laboratério. Ainda em outra
modalidade, pelo menos um polinucleotideo ou oligonucleotideo ou
ligante estd associado a um marcador detectavel. Em certas
modalidades, o reagente € imobilizado em um substrato. Substratos
exemplificativos incluem um microarranjo, chip, placa microfluidica ou

camara.
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[0067] Em uma modalidade, a composicao é um kit projetado para
uso com o sistema nCounter Nanostring, como discutido mais adiante.
Il. METODOS DE PERFIL DE EXPRESSAO DE GENES

[0068] Os métodos de andlise de expressao de gene que foram
utilizados na geracéao dos perfis Uteis nas composicoes e métodos aqui
descritos ou na execucdo das etapas de diagnostico usando as
composi¢cbes aqui descritas sdo conhecidos e bem resumidos na
Patente U.S. 7.081.340. Tais métodos de criacéo de perfil de expresséo
de genes incluem métodos baseados na andlise de hibridizacdo de
polinucleotideos, métodos baseados no sequenciamento de
polinucleotideos e métodos baseados em proteémica. Os métodos mais
comumente conhecidos na técnica para quantificacdo da expresséo de
MRNA em uma amostra incluem Northern blotting e hibridizac&o in situ;
Ensaios de protecdo de RNAse; Analise nCounter®; e meétodos
baseados em PCR, como RT-PCR. Alternativamente, podem ser
empregados anticorpos que possam reconhecer duplexes especificos,
incluindo duplex de DNA, duplex de RNA e duplex hibrido de DNA-RNA
ou duplex de proteina de DNA. Os métodos representativos para analise
de expressdo de gene baseada em sequenciamento incluem Analise
Serial de Expressao de Genes (SAGE) e analise de expressédo de gene
por sequenciamento de assinatura massivamente paralela (MPSS).
[0069] Em certas modalidades, as composi¢cdes aqui descritas sédo
adaptadas para uso nos métodos de criacdo de perfil de expresséo de
gene e/ou diagndstico aqui descritos, e aqueles conhecidos na técnica.
A. Amostra do paciente

[0070] A "amostra" ou "amostra biol6gica", como utilizado neste
documento, significa qualquer fluido ou tecido biolégico que contenha
células imunes e/ou células cancerigenas. Em uma modalidade, uma
amostra adequada é sangue total. Em outra modalidade, a amostra

pode ser sangue venoso. Em outra modalidade, a amostra pode ser
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sangue arterial. Em outra modalidade, uma amostra adequada para uso
nos métodos aqui descritos inclui sangue periférico, mais
especificamente células mononucleares do sangue periférico. Outras
amostras biolégicas uteis incluem, sem limitagédo, plasma ou soro. Ainda
em outra modalidade, a amostra € saliva, urina, liquido sinovial, medula
Ossea, liquido cefalorraquidiano, muco vaginal, muco cervical,
secrecdes nasais, escovagbes nasais, escarro, sémen, liquido
amniodtico, liqguido de lavagem broncoalveolar e outros exsudatos
celulares de um sujeito com suspeita de doenca pulmonar. Tais
amostras podem ainda ser diluidas com solucéo salina, tamp&o ou um
diluente fisiologicamente aceitavel. Alternativamente, essas amostras
sao concentradas por meios convencionais. Deve-se entender que o
uso ou referéncia ao longo deste relatério descritivo para qualquer
amostra bioldgica é apenas exemplificativo. Por exemplo, onde no
relatorio descritivo a amostra € referida como sangue total, entende-se
que outras amostras, por exemplo, soro, plasma, etc., também podem
ser empregadas em outra modalidade.

[0071] Em uma modalidade, a amostra bioldgica € sangue total e 0
método emprega o sistema PaxGene Blood RNA Workflow (Qiagen).
Esse sistema envolve a coleta de sangue (por exemplo, coleta de
sangue Unico) e estabilizacdo do RNA, seguido pelo transporte e
armazenamento, seguido pela purificagcdo dos testes de RNA total e
RNA molecular. Este sistema fornece estabilizacdo imediata do RNA e
volumes consistentes de coleta de sangue. O sangue pode ser coletado
no consultorio ou clinica do médico e a amostra transportada e
armazenada no mesmo tubo. A estabilidade do RNA a curto prazo é de
3 dias entre 18-25°C ou 5 dias entre 2-8°C. A estabilidade do RNA a
longo prazo é de 4 anos a -20 a -70°C. Esse sistema de coleta de
amostras permite ao usuario obter dados confiaveis sobre a expressao

de gene no sangue total. Em uma modalidade, a amostra biolégica é
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sangue total. Embora o sistema PAXgene tenha mais ruido do que o
uso de PBMC como fonte de amostra bioldgica, os beneficios da coleta
de amostras PAXgene superam os problemas. O ruido pode ser
subtraido bioinformaticamente pelo versado na técnica.

[0072] Em uma modalidade, as amostras biolégicas podem ser
coletadas usando o sistema de RNA sanguineo PaxGene (PreAnalytiX,
uma empresa Qiagen, BD). O sistema de RNA do sangue PAXgene
compreende dois componentes integrados: o tubo de RNA do sangue
PAXgene e o kit de RNA do sangue PAXgene. As amostras de sangue
sao coletadas diretamente nos tubos de RNA do sangue PAXgene
através da técnica padrdao de flebotomia. Esses tubos contém um
reagente proprietario que estabiliza imediatamente o RNA intracelular,
minimizando a degradacgao ex-vivo ou a suprarregulacao dos transcritos
de RNA. A capacidade de eliminar o congelamento de amostras em
lotes e de minimizar a urgéncia de processar amostras apds a coleta
aumenta significativamente a eficiéncia do laboratorio e reduz os custos.
[0073] Depois disso, 0 miRNA é detectado e/ou medido usando
uma variedade de ensaios.

B. Analise Nanostring

[0074] Um método quantitativo sensivel e flexivel que é adequado
para uso com as composi¢cdes e métodos aqui descritos € o sistema
nCounter® Analysis (NanoString Technologies, Inc., Seattle WA). O
nCounter Analysis System utiliza uma tecnologia digital de codigo de
barras com coédigo de cores que se baseia na medicdo direta
multiplexada da expressdo de gene e oferece altos niveis de precisao e
sensibilidade (<1 copia por célula). A tecnologia usa "cédigos de barras"
moleculares e imageamento de molécula Unica para detectar e contar
centenas de transcritos Unicos em uma Unica reacédo. Cada codigo de
barras codificado por cores € fixado a uma Unica sonda especifica do

alvo (isto é, polinucleotideo, oligonucleotideo ou ligante)
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correspondente a um gene de interesse, isto €, um gene da Tabela I,
Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV, Tabela IV ou Tabela IX. Misturados com
os controles, eles formam um CodeSet multiplexado. Em uma
modalidade, o CodeSet inclui todos os 8 genes da Tabela I. Em uma
modalidade, o CodeSet inclui os 7 primeiros genes da Tabela Il, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra modalidade, o CodeSet inclui todos
os 50 genes da Tabela Il. Em outra modalidade, o CodeSet inclui todos
0s 50 genes da Tabela Ill. Em outra modalidade, o CodeSet inclui pelo
menos 3 genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela
IX. Em outra modalidade, o CodeSet inclui pelo menos 5 genes da
Tabela |, Tabela II, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra
modalidade, o CodeSet inclui pelo menos 8 genes da Tabela I, Tabela
[I, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra modalidade, o CodeSet
inclui pelo menos 10 genes da Tabela Il, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela
IX. Em outra modalidade, o CodeSet inclui pelo menos 15 genes da
Tabela Il, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra modalidade, o
CodeSet inclui pelo menos 20 genes da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV
ou Tabela IX. Em outra modalidade, o CodeSet inclui pelo menos 25
genes da Tabela II, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra
modalidade, o CodeSet inclui pelo menos 30 genes da Tabela I, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em ainda outra modalidade, o CodeSet inclui
pelo menos 40 genes da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX.
Em ainda outra modalidade, o CodeSet inclui pelo menos 41 genes da
Tabela IlI, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em ainda outra
modalidade, o CodeSet inclui pelo menos 50 genes da Tabela Il, Tabela
lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra modalidade, o CodeSet inclui pelo
menos 60 genes da Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra
modalidade, o CodeSet inclui pelo menos 70 genes da Tabela Ill, Tabela
IV ou Tabela IX. Em ainda outra modalidade, o CodeSet inclui pelo

menos 80 genes da Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em ainda outra
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modalidade, o CodeSet inclui pelo menos 90 genes da Tabela lll, Tabela
IV ou Tabela IX. Em outra modalidade, o CodeSet inclui todos os 100
genes da Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em ainda outra modalidade,
o CodeSet inclui qualquer subconjunto de genes da Tabela I, Tabela Il,
Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX, incluindo combinacfes dos mesmos,
como aqui descrito.

[0075] A plataforma NanoString emprega duas sondas de ~ 50
bases por mRNA que hibridizam em solucdo. O Reporter Probe
transmite o sinal; o Capture Probe permite que o complexo seja
imobilizado para coleta de dados. As sondas s&o misturadas com a
amostra do paciente. Apés a hibridacdo, as sondas em excesso sao
removidas e a sonda/alvo € alinhada e imobilizada em um substrato, por
exemplo, no Cartucho nCounter.

[0076] As sequéncias alvo utilizadas nos Exemplos abaixo para
cada um dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela lll, Tabela IV e Tabela
IX sdo mostradas na Tabela V abaixo e s&o reproduzidas na listagem
de sequéncias. Essas sequéncias sao partes das sequéncias
publicadas desses genes. Alternativas adequadas podem ser
prontamente projetadas por um versado na técnica.

[0077] Os Cartuchos de Amostra sdo colocados no Digital Analyzer
para coleta de dados. Os cédigos de cores na superficie do cartucho
sao contados e tabulados para cada molécula alvo. Um beneficio do uso
do sistema NanoString nCounter é que nenhuma amplificacdo de mRNA
€ necessaria para realizar a deteccdo e quantificacdo. No entanto, em
modalidades alternativas, sdo utilizados outros métodos quantitativos
adequados. Ver, por exemplo, Geiss et al, Direct multiplexed
measurement of gene expression with color-coded probe pairs, Nat
Biotechnol. 2008 Mar;26(3):317-25. doi: 10.1038/nbt1385. Epub 2008
Feb 17, que é incorporado aqui por referéncia na sua totalidade.

C. Técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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[0078] Outro método quantitativo adequado € o RT-PCR, que pode
ser usado para comparar os niveis de mMRNA em diferentes populacdes
de amostras, em tecidos normais e tumorais, para caracterizar padroes
de expressdo de gene, discriminar entre mMRNAs intimamente
relacionados e analisar a estrutura de RNA. A primeira etapa é o
isolamento do mRNA a partir de uma amostra alvo (por exemplo,
normalmente o RNA total isolado de PBMC humana). O mRNA pode ser
extraido, por exemplo, de amostras de tecido congeladas ou arquivadas
e embebidas em parafina e fixadas (por exemplo, fixadas em formalina).
[0079] Os métodos gerais para extracdo de mRNA sdo bem
conhecidos na técnica, como livros didaticos padrdo de biologia
molecular. Em particular, o isolamento do RNA pode ser realizado
usando um kit de purificagdo, conjunto de tampdes e protease de
fabricantes comerciais, de acordo com as instru¢bes do fabricante.
Exemplos de produtos comerciais incluem mini-colunas TRI-REAGENT,
Qiagen RNeasy, Kit Completo de Purificacdo de DNA e RNA
MASTERPURE (EPICENTRE®, Madison, Wis.), Kit de Isolamento de
RNA de Bloco de Parafina (Ambion, Inc.) e RNA Stat-60 (Tel-Teste).
Também podem ser empregues técnicas convencionais, como
centrifugacdo em gradiente de densidade de cloreto de césio.

[0080] A primeira etapa no perfil de expresséo de gene por RT-PCR
€ a transcricdo reversa do modelo de RNA em cDNA, seguida por sua
amplificacdo exponencial em uma reacdo de PCR. As duas transcrigbes
reversas mais comumente usadas sdo a transcriptase reversa do virus
avilo mieloblastose (AMV-RT) e a transcriptase reversa do virus da
leucemia murina Moloney (MMLV-RT). A etapa de transcricédo reversa é
tipicamente iniciada usando iniciadores especificos, hexameros
aleatdrios ou oligo-dT, dependendo das circunstancias e do objetivo do
perfil de expressao. Ver, por exemplo, as instrucées do fabricante que
acompanham o kit GENEAMP RNA PCR (Perkin Elmer, Califérnia,
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EUA). O cDNA derivado pode entdo ser usado como modelo na reagao
subsequente de RT-PCR.

[0081] A etapa de PCR geralmente usa uma polimerase de DNA
dependente de DNA termoestavel, como a polimerase de Taq DNA, que
possui uma atividade de nuclease 5'-3', mas nao possui uma atividade
de endonuclease de revisao de 3'-5'. Assim, o TAQMAN® PCR utiliza
tipicamente a atividade 5'-nuclease da polimerase Taq ou Tth para
hidrolisar uma sonda de hibridizacao ligada ao seu amplicon alvo, mas
gualquer enzima com atividade equivalente a nuclease 5' pode ser
usada. S&o utilizados dois iniciadores oligonucleotidicos para gerar um
amplicon tipico de uma reacdo de PCR. Em uma modalidade, a
sequéncia alvo é mostrada na Tabela V. Um terceiro oligonucleotideo,
ou sonda, é projetado para detectar a sequéncia nucleotidica localizada
entre os dois iniciadores de PCR. A sonda néo é extensivel pela enzima
Tag DNA polimerase e é marcada com um corante fluorescente reporter
e um corante fluorescente extintor. Qualquer emissao induzida por laser
do corante repérter € extinta pelo corante de extincdo quando os dois
corantes estdo localizados préximos uns dos outros, como estdo na
sonda. Durante a reacdo de amplificacdo, a enzima Tag DNA
polimerase cliva a sonda de maneira dependente do modelo. Os
fragmentos de sonda resultantes se desassociam em solugéo e o sinal
do corante repoérter liberado € livre do efeito de extincdo do segundo
fluoréforo. Uma molécula de corante repoérter € liberada para cada nova
molécula sintetizada, e a detec¢cdo do corante repérter ndo extinto
fornece a base para a interpretacéo quantitativa dos dados.

[0082] O TagMan® RT-PCR pode ser realizado usando
equipamento comercialmente disponivel. Em uma modalidade
preferida, o procedimento de nuclease 5' € executado em um dispositivo
de PCR quantitativo em tempo real, como o ABI PRISM 7900®

Sequence Detection System®. O sistema amplifica amostras em um
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formato de 96 pocos em um termociclador. Durante a amplificacdo, o
sinal fluorescente induzido por laser é coletado em tempo real através
de cabos de fibra ptica para todos os 96 pocos e detectado no CCD. O
sistema inclui software para executar o instrumento e para analisar 0s
dados. Os dados do ensaio 5'-Nuclease sao inicialmente expressos
como Ct, ou o ciclo do limiar. Como discutido acima, os valores de
fluorescéncia sao registrados durante cada ciclo e representam a
quantidade de produto amplificado até esse ponto na reacdo de
amplificacdo. O ponto em que o sinal fluorescente é registrado pela
primeira vez como estatisticamente significativo € o ciclo do limiar (Cy).
[0083] Para minimizar os erros e o0 efeito da variagdo amostra a
amostra, o RT-PCR geralmente é realizado usando um padrao interno.
O padrao interno ideal € expresso em um nivel constante entre os
diferentes tecidos e ndo é afetado pelo tratamento experimental. Os
RNAs mais frequentemente utilizados para normalizar os padrdes de
expressdo de gene sdo os mMRNAs para os genes de manutencgao
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e B-actina.

[0084] A PCR em tempo real é comparavel tanto a PCR competitiva
guantitativa, onde o concorrente interno de cada sequéncia-alvo é
utilizado para normalizagao, e com

PCR comparativa quantitativa usando um gene de normalizag&o contido
na amostra ou um gene de manutencao para RT-PCR.

[0085] Em outro método de PCR, ou seja, o método de perfil de
expressao de genes baseado em Mass ARRAY (Sequenom, Inc., San
Diego, CA), apos o isolamento do RNA e a transcricao reversa, o cDNA
obtido é enriquecido com uma molécula de DNA sintética (concorrente),
gue corresponde a regido de cDNA alvo em todas as posicdes, exceto
uma unica base, e serve como um padrdo interno. A mistura de
cDNA/concorrente é amplificada por PCR e €& submetida a um

tratamento com enzima fosfatase alcalina (SAP) de camaréo pos-PCR,
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que resulta na desfosforilacdo dos nucleotideos restantes. Apos a
inativagdo da fosfatase alcalina, os produtos de PCR do concorrente e
do cDNA séo submetidos a extensao do iniciador, que gera sinais de
massa distintos para os produtos de PCR derivados do concorrente e
do cDNA. Apés a purificacdo, esses produtos sao dispensados em um
arranjo de chips, que €é pré-carregada com 0s componentes necessarios
para a analise com espectrometria de massa por tempo de voo por
ionizacao por dessorcéao a laser assistida por arranjo (MALDI-TOF MS).
O cDNA presente na reacao é entao quantificado através da analise das
razdes das areas de pico no espectro de massa gerado.

[0086] Ainda outras modalidades de técnicas baseadas em PCR
gue sdo conhecidas na técnica e podem ser usadas para criacdo de
perfil de expressao de gene incluem, por exemplo, exibicao diferencial,
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (IAFLP) e
tecnologia BeadArray™ (lllumina, San Diego, CA) usando o sistema
Luminex100 LabMAP disponivel comercialmente e mdltiplas
microesferas codificadas por cores (Luminex Corp., Austin, Tex.) em um
teste rapido para expressao de genes; e analise de perfil de expressao
de alta cobertura (HICEP).

D. Microarranjos

[0087] A expressdo diferencial de genes também pode ser
identificada ou confirmada usando a técnica de microarranjo. Assim, 0
perfil de expressao de genes associados ao cancer de pulméo pode ser
medido em tecido fresco ou embebido em parafina, usando a tecnologia
de microarranjo. Neste meétodo, as sequéncias polinucleotidicas de
interesse (incluindo cDNAs e oligonucleotideos) sdo plaqueadas ou
dispostas em um substrato de microchip. As sequéncias dispostas sao
entdo hibridizadas com sondas de DNA especificas de células ou
tecidos de interesse. Assim como nos outros métodos e composicdes

deste documento, a fonte de mMRNA € o RNA total isolado do sangue
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total dos controles e dos pacientes.

[0088] Em uma modalidade da técnica de microarranjo, insertos
amplificados por PCR de clones de cDNA séo aplicados a um substrato
em um arranjo denso. Em uma modalidade, todas as 559 sequéncias
de nucleotideos da Tabela Ill sdo aplicadas ao substrato. Os genes de
microarranjo, imobilizados no microchip, sdo adequados para
hibridag&o sob condi¢des rigorosas. As sondas de cDNA marcadas com
fluorescéncia podem ser geradas através da incorporacdo de
nucleotideos fluorescentes por transcricdo reversa de RNA extraido de
tecidos de interesse. As sondas de cDNA rotuladas aplicadas ao chip
hibridizam com especificidade para cada ponto do DNA no arranjo. Apés
uma lavagem rigorosa para remover sondas nao especificamente
ligadas, o chip € digitalizado por microscopia confocal a laser ou por
outro método de deteccdo, como uma camera CCD. A quantificacdo da
hibridizacdo de cada elemento disposto permite avaliar a abundancia de
MRNA correspondente. Com fluorescéncia de duas cores, sondas de
cDNA marcadas separadamente, geradas a partir de duas fontes de
RNA, sao hibridizadas em pares ao arranjo. A abundancia relativa dos
transcritos das duas fontes correspondentes a cada gene especificado
€ assim determinada simultaneamente. A escala miniaturizada da
hibridizagé@o proporciona uma avaliacdo conveniente e rapida do padréo
de expressao para um grande numero de genes. Foi demonstrado que
esses métodos tém a sensibilidade necessaria para detectar transcritos
raros, gue sao expressos em poucas copias por célula, e para detectar
de forma reprodutivel pelo menos aproximadamente duas vezes as
diferencas nos niveis de expressdo. A analise de microarranjos pode
ser realizada por equipamentos disponiveis comercialmente, seguindo
os protocolos do fabricante.

[0089] Outros métodos Uteis resumidos pela Patente U.S.

7.081.340, e incorporados por referéncia aqui incluem Analise Serial de
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Expressdo de Genes (SAGE) e Sequenciamento de Assinatura
Massivamente Paralela (MPSS). Resumidamente, a andlise serial da
expressdo de gene (SAGE) é um meétodo que permite a analise
simultdnea e quantitativa de um grande numero de transcritos
genéticos, sem a necessidade de fornecer uma sonda de hibridizac&o
individual para cada transcrito. Primeiro, € gerada uma etiqueta de
sequéncia curta (cerca de 10 a 14 pb) que contém informacdes
suficientes para identificar exclusivamente um transcrito, desde que a
etiqueta seja obtida de uma posicdo Unica dentro de cada transcrito.
Entdo, muitos transcritos sdo ligados para formar moléculas seriais
longas, que podem ser sequenciadas, revelando a identidade das
multiplas etiquetas simultaneamente. O padrdo de expressdo de
gualquer populacao de transcritos pode ser avaliado quantitativamente,
determinando a abundancia de marcadores individuais e identificando o
gene correspondente a cada marcador. Para mais detalhes, ver, por
exemplo, Velculescu et al., Science 270:484487 (1995); and Velculescu
et al., Cell 88:243 51 (1997), os quais sdo aqui incorporados por
referéncia.

[0090] A Analise de Expressdo de Genes por Sequenciamento de
Assinatura Massivamente Paralela descrita por Brenner et al., Nature
Biotechnology 18: 630634 (2000) (que € incorporada aqui por
referéncia), € uma abordagem de sequenciamento que combina
sequenciamento de assinatura ndo baseado em gel com clonagem in
vitro de milhées de modelos em microesferas separadas de 5 ym de
diametro. Primeiro, uma biblioteca de microesferas de modelos de DNA
€ construida por clonagem in vitro. Isto € seguido pela montagem de
uma matriz planar das microesferas contendo modelo em uma célula de
fluxo a uma alta densidade (geralmente maior que 3x10°
microesferas/cm?). As extremidades livres dos modelos clonados em

cada microesfera sao analisadas simultaneamente, usando um método
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de sequenciamento de assinatura baseado em fluorescéncia que nao
requer separacdo de fragmentos de DNA. Foi demonstrado que este
método fornece simultaneamente e com precisdo, em uma unica
operacao, centenas de milhares de sequéncias de assinatura de genes
de uma biblioteca de cDNA de levedura.

E. Imuno-histoquimica

[0091] Os métodos imuno-histoquimicos também sdo adequados
para detectar os niveis de expressdo dos produtos de expressao de
gene dos genes informativos descritos para uso nos meétodos e
composicdes aqui descritos. Anticorpos ou antissoros,
preferencialmente antissoros policlonais e mais preferencialmente
anticorpos monoclonais ou outros ligantes de ligacdo a proteinas
especificos para cada marcador sdo usados para detectar expressao.
Os anticorpos podem ser detectados marcando diretamente os proprios
anticorpos, por exemplo, com marcadores radioativos, marcadores
fluorescentes, marcadores de hapteno, como biotina, ou uma enzima
como peroxidase de rabanete ou fosfatase alcalina. Alternativamente, o
anticorpo primario ndo marcado € utilizado em conjunto com um
anticorpo secundario marcado, compreendendo antissoros, antissoros
policlonais ou um anticorpo monoclonal especifico para o anticorpo
primario. Protocolos e kits para analises imuno-histoquimicas sdo bem
conhecidos na técnica e estao disponiveis comercialmente.

IIl. COMPOSIGCOES DA INVENCAO

[0092] Os métodos para diagnosticar cancer de pulmdo aqui
descritos que utilizam perfis de expressao de gene definidos permitem
o desenvolvimento de ferramentas de diagndstico simplificadas para
diagnosticar cancer de pulmao, por exemplo, NSCLC vs. nddulo néo
cancerigeno. Assim, uma composicdo para diagnosticar cancer de
pulmd@o em um mamifero como descrito aqui pode ser um kit ou um

reagente. Por exemplo, uma modalidade de uma composi¢ao inclui um
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substrato sobre o qual o0s referidos polinucleotideos ou
oligonucleotideos ou ligantes ou ligantes sao imobilizados. Em outra
modalidade, a composicdo € um kit contendo os 5 ou mais
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes relevantes,
marcadores detectaveis opcionais para 0 mesmo, substratos de
imobilizacdo, substratos opcionais para marcadores enzimaticos, bem
como outros itens de laboratério. Ainda em outra modalidade, pelo
menos um polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante esta
associado a um marcador detectavel.

[0093] Em uma modalidade, uma composicao para diagnosticar
cancer de pulmao em um mamifero inclui 7 ou mais conjuntos de sondas
iniciadoras de PCR. Cada conjunto de sonda iniciadora amplifica uma
sequéncia polinucleotidica diferente de um produto de expressao de
gene de 7 ou mais genes informativos encontrados no sangue do
sujeito. Estes genes informativos sao selecionados para formar um perfil
de expressédo de genes ou assinatura que é distinguivel entre um sujeito
com cancer de pulméo e um sujeito com um nédulo ndo cancerigeno.
Alteracdes na expressao nos genes no perfil de expressao de genes em
relacdo ao perfil de expressdo de genes de referéncia estédo
correlacionadas com um cancer de pulméo, como o cancer de pulméao
de células ndo pequenas (NSCLC).

[0094] Em uma modalidade desta composicdo, 0S genes
informativos sdo selecionados dentre os genes identificados na Tabela
|. Em outra modalidade desta composi¢cao, os genes informativos sao
selecionados dentre os genes identificados na Tabela Il. Em outra
modalidade desta composicao, os genes informativos séo selecionados
dentre os genes identificados na Tabela lll.

[0095] Em outra modalidade desta composi¢cdo, 0s genes
informativos sdo selecionados dentre os genes identificados na Tabela

IV. Em outra modalidade desta composicao, os genes informativos sao
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selecionados dentre os genes identificados na Tabela IX. Essa colecéo
de genes é aquela para a qual a expressdo do produto de gene é
alterada (ou seja, aumentada ou diminuida) versus a mesma expressao
do produto de gene no sangue de um controle de referéncia (ou seja,
um paciente com um nodulo ndo cancerigeno). Em uma modalidade,
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligantes, isto €, sondas, séo
gerados para 7 ou mais genes informativos da Tabela I, Tabela II,
Tabela Ill, Tabela IV e/ou Tabela IX para uso na composicao (o
CodeSet). Um exemplo de uma tal composicdo contém sondas para
uma porgcao direcionada dos genes da Tabela I. Em uma outra
modalidade, sdo geradas sondas para todos os 8 genes da Tabela |
para uso na composicao. Em uma outra modalidade, sondas sé&o
geradas para os primeiros 15 genes da Tabela Il para uso na
composi¢cdo. Em uma outra modalidade, sondas sdo geradas para 0s
primeiros 15 genes da Tabela Il para uso na composi¢cao. Em uma outra
modalidade, sondas s&o geradas para o0s primeiros 41 genes da Tabela
IX para uso na composicdo. Em uma outra modalidade, sondas séo
geradas para os 50 genes da Tabela Il para uso na composi¢cao. Em
uma outra modalidade, sondas sao geradas para os 50 genes da Tabela
lll para uso na composicao. Em uma outra modalidade, sondas séo
geradas para os primeiros 7 genes da Tabela IX para uso na
composi¢cdo. Em uma outra modalidade, sondas s&o geradas para 0s
primeiros 15 genes da Tabela | para uso na composi¢cao. Em uma outra
modalidade, sondas séo geradas para os primeiros 50 genes da Tabela
IV para uso na composi¢cdo. Em uma outra modalidade, sondas sé&o
geradas para os 3 primeiros genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela IIl,
Tabela IV ou Tabela IX para uso na composicdo. Em uma outra
modalidade, sondas séo geradas para 0s 5 primeiros genes da Tabela
|, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX para uso na composic¢ao.

Em uma outra modalidade, sondas sdo geradas para os 10 primeiros
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genes da Tabela I, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX para uso na
composi¢cdo. Em uma outra modalidade, sondas sdo geradas para 0s
15 primeiros genes da Tabela Il, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX para
UsSO na composicao.

Em outra modalidade, sondas sdo geradas para os 20 primeiros genes
da Tabela I, Tabela lll,

[0096] Tabela IV ou Tabela IX para uso na composicdao. Em uma
outra modalidade, sondas sé&o geradas para os 25 primeiros genes da
Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX para uso na composicao.
[0097] Em ainda outra modalidade, sondas sao geradas para os 30
primeiros genes da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX para
uso na composicao. Em ainda outra modalidade, sondas sao geradas
para os 35 primeiros genes da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela
IX para uso na composi¢cdo. Em ainda outra modalidade, sondas sé&o
geradas para os 40 primeiros genes da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV
ou Tabela IX para uso na composicdo. Em ainda outra modalidade,
sondas sao geradas para os 45 primeiros genes da Tabela Il, Tabela I,
Tabela IV ou Tabela IX para uso na composicdo. Em ainda outra
modalidade, sondas séo geradas para os 50 primeiros genes da Tabela
lI, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX para uso na composi¢cédo. Em ainda
outra modalidade, sondas sdo geradas para os primeiros 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95 ou 100 genes da Tabela IV para uso na composicao.
Os genes selecionados das Tabelas n&o precisam estar em ordem de
classificacao; antes, qualquer combinacdo que mostre claramente uma
diferenca na expressdo entre o controle de referéncia e o paciente
doente é (til nessa composicao.

[0098] Em uma modalidade das composicOes descritas acima, o
controle de referéncia € um controle ndo saudavel (NHC) como descrito
acima. Em outras modalidades, o controle de referéncia pode ser

qualquer classe de controles, conforme descrito acima em "Definicbes".
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[0099] As composicdes baseadas nos genes selecionados da
Tabela |, Tabela Il, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX aqui descritas,
opcionalmente associadas a marcadores detectaveis, podem ser
apresentadas no formato de um cartdo microfluidico, um chip ou camara
ou um kit adaptado para uso com as técnicas Nanostring, PCR, RT-PCR
ou Q PCR descritas acima. Em um aspecto, esse formato € um ensaio
de diagnéstico usando arranjos de baixa densidade TAQMAN®
Quantitative PCR. Em outro aspecto, esse formato € um teste de
diagndstico usando a plataforma Nanostring nCounter.

[00100] Para utilizacdo nas composicOes acima mencionadas, 0S
iniciadores e sondas de PCR sao preferencialmente concebidos com
base nas sequéncias de introns presentes no(s) gene(s) a serem
amplificados selecionados a partir do perfil de expressdo do gene.
Sequéncias alvo exemplificativas sdo mostradas na Tabela IV. A
concepcao das sequéncias de iniciador e de sonda esta dentro da
técnica, uma vez que o alvo genético especifico € selecionado. Os
meétodos particulares selecionados para o projeto do iniciador e da
sonda e as sequéncias particulares de iniciador e de sonda ndo sao
caracteristicas limitativas dessas composi¢des. Uma explicacdo pronta
das técnicas de projeto de iniciador e de sonda disponiveis para o0s
versados na técnica esta resumida na Patente U.S. 7.081.340, com
referéncia a ferramentas publicamente disponiveis, como o software
DNA BLAST, o programa Repeat Masker (Baylor College of Medicine),
Primer Express (Applied Biosystems); Ensaio de MGB por projeto
(Applied Biosystems); Primer3 ((Steve Rozen and Helen J. Skaletsky
(2000) Primer3 na WWW para usuarios em geral e para programadores
de bidlogos.

[00101] Em geral, os iniciadores e sondas de PCR ideais utilizados
nas composicdes aqui descritas tém geralmente 17-30 bases de

comprimento e contém cerca de 20-80%, como, por exemplo, cerca de
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50-60% de bases de G + C. Temperaturas de fusdo entre 50 e 80°C,
por exemplo, cerca de 50 a 70°C séo tipicamente preferidas.

[00102] Em outro aspecto, uma composicéo para diagnosticar cancer
de pulmdo em um mamifero contém uma pluralidade de
polinucleotideos imobilizados em um substrato, em que a pluralidade de
sondas gendmicas hibridizam com 8 ou mais produtos de expresséo de
gene de 8 ou mais genes informativos selecionados de um perfil de
expressdo de gene no sangue do sujeito, o perfil de expressdo de gene
compreendendo genes selecionados da Tabela |, Tabela Il, Tabela llI,
Tabela IV ou Tabela IX. Em outro aspecto, uma composicao para
diagnosticar cancer de pulmdo em um mamifero contém uma
pluralidade de polinucleotideos imobilizados em um substrato, em que
a pluralidade de sondas gendmicas hibridizam com 8 ou mais produtos
de expresséao de gene de 8 ou mais genes informativos selecionados de
um perfil de expressdo de gene no sangue do sujeito, o perfil de
expressédo de gene compreendendo genes selecionados da Tabela I,
Tabela ll, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra modalidade, uma
composicdo para diagnosticar cancer de pulmdo em um mamifero
contém uma pluralidade de polinucleotideos imobilizados em um
substrato, em que a pluralidade de sondas genémicas hibridizam com
15 ou mais produtos de expressdo de gene de 15 ou mais genes
informativos selecionados de um perfil de expressao de gene no sangue
do sujeito, o perfil de expressdo de gene compreendendo genes
selecionados da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Este tipo
de composicdo baseia-se no reconhecimento dos mesmos perfis de
genes descritos acima para as composi¢coes Nanostring, mas emprega
as técnicas de um arranjo de cDNA. A hibridizacdo dos polinucleotideos
imobilizados na composicado para os produtos de expressao de gene
presentes no sangue do paciente € empregada para quantificar a

expressdo dos genes informativos selecionados dentre os genes
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identificados na Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV e Tabela IX
para gerar um perfil de expressao de gene para o paciente, que é entéao
comparado ao de uma amostra de referéncia. Conforme descrito acima,
dependendo da identificacéo do perfil (ou seja, o dos genes da Tabela |
ou subconjuntos), o dos genes da Tabela Il ou subconjuntos, o dos
genes da Tabela Ill ou subconjuntos, o dos genes da Tabela IV ou
subconjuntos), esta composicdo permite o diagnéstico e progndstico de
cancer de pulmdo NSCLC. Novamente, a selecdo das sequéncias
polinucleotidicas, seu comprimento e marcadores utilizados na
composi¢cdo sao determinacdes de rotina feitas por um versado na
técnica, tendo em vista os ensinamentos de quais genes podem formar
os perfis de expressdo de gene adequados para o diagndéstico e
prognaostico de canceres de pulmao.

[00103] Em ainda outro aspecto, uma composicdo ou kit util nos
meétodos aqui descritos contém uma pluralidade de ligantes que ligam a
7 ou mais produtos de expressdo de gene de 7 ou mais genes
informativos selecionados de um perfil de expressao de gene no sangue
do sujeito. Em uma outra modalidade, uma composi¢ao ou kit Gtil nos
meétodos aqui descritos contém uma pluralidade de ligantes que ligam a
8 ou mais produtos de expressdo de gene de 8 ou mais genes
informativos selecionados de um perfil de expressao de gene no sangue
do sujeito. O perfil de expresséo de gene contém os genes da Tabela I,
Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX, como descrito acima para
as outras composi¢cées. Em uma outra modalidade, uma composicao ou
kit util nos métodos aqui descritos contém uma pluralidade de ligantes
gue ligam a 15 ou mais produtos de expressao de gene de 15 ou mais
genes informativos selecionados de um perfil de expresséo de gene no
sangue do sujeito. O perfil de expressao de gene contém os genes da
Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX, como descrito

acima para as outras composi¢cdes. Em uma outra modalidade, uma
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composicdo ou kit utii nos métodos aqui descritos contém uma
pluralidade de ligantes que ligam a 50 ou mais produtos de expresséao
de gene de 50 ou mais genes informativos selecionados de um perfil de
expressao de gene no sangue do sujeito. O perfil de expressao de gene
contém os genes da Tabela |, Tabela I, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela
IX, como descrito acima para as outras composi¢oes. Esta composicéo
permite a deteccdo das proteinas expressas pelos genes nas tabelas
indicadas. Embora, de preferéncia, os ligantes sejam anticorpos para as
proteinas codificadas pelos genes no perfil, seria evidente para os
versados na técnica que varias formas de anticorpos, por exemplo,
policlonais, monoclonais, recombinantes, quiméricos, bem como
fragmentos e componentes (por exemplo, CDRs, regides variaveis de
cadeia Unica, etc.) podem ser usados no lugar de anticorpos. Tais
ligantes podem ser imobilizados em substratos adequados para contato
com o sangue do sujeito e analisados de maneira convencional. Em
certas modalidades, os ligantes estdo associados a marcadores
detectaveis. Estas composicfes também permitem a deteccdo de
alteracdes nas proteinas codificadas pelos genes no perfil de expressao
de gene daquelas de um perfil de expressao de gene de referéncia.
[00104] Tais alteracbes estdo correlacionadas com o cancer de
pulmao de uma maneira semelhante a das composi¢des contendo PCR
e polinucleotideos descritas acima.

[00105] Para todas as formas acima de composicbes de
diagnostico/prognostico, o perfil de expressdo de gene pode, em uma
modalidade, incluir pelo menos os primeiros 7 ou 8 dos genes
informativos da Tabela I, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra
modalidade para todas as formas acima de composicbes de
diagndstico/prognostico, o perfil de expressédo de gene pode, em uma
modalidade, incluir pelo menos os primeiros 15 dos genes informativos

da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra modalidade
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para todas as formas acima de  composicbes de
diagndstico/progndstico, o perfil de expressédo de gene pode incluir 50
ou mais dos genes informativos da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela 1X. Em outra modalidade para todas as formas acima de
composicdes de diagnostico/prognostico, o perfil de expressao de gene
pode incluir 20 ou mais dos genes informativos da Tabela Il, Tabela Ill,
Tabela IV ou Tabela IX. Em outra modalidade para todas as formas
acima de composicdes de diagnostico/prognoéstico, o perfil de
expresséo de gene pode incluir 30 ou mais dos genes informativos da
Tabela Il, Tabela lll, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra modalidade para
todas as formas acima de composi¢des de diagndstico/prognadstico, o
perfil de expressao de gene pode incluir 40 ou mais dos genes
informativos da Tabela I, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em outra
modalidade para todas as formas acima de composicbes de
diagndstico/prognastico, o perfil de expressdo de gene pode incluir 50
ou mais dos genes informativos da Tabela II, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. Em outra modalidade para todas as formas acima de
composicles de diagndstico/prognadstico, o perfil de expresséo de gene
pode incluir 60 ou mais dos genes informativos da Tabela IV. Em outra
modalidade para todas as formas acima de composicbes de
diagnéstico/progndéstico, o perfil de expressao de gene pode incluir 70
ou mais dos genes informativos da Tabela IV. Em outra modalidade para
todas as formas acima de composicdes de diagndstico/progndstico, o
perfil de expressdao de gene pode incluir 80 ou mais dos genes
informativos da Tabela IV. Em outra modalidade para todas as formas
acima de composi¢cdes de diagnostico/prognéstico, o perfil de
expressao de gene pode incluir 90 ou mais dos genes informativos da
Tabela IV. Em outra modalidade para todas as formas acima de
composicdes de diagndstico/prognadstico, o perfil de expresséo de gene

pode incluir todos os 100 dos genes informativos da Tabela IV.
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[00106] Estas composicdes podem ser usadas para diagnosticar
canceres de pulméo, como estagio | ou estagio Il do NSCLC. Além
disso, essas composicdes sédo uteis para fornecer um diagnostico
suplementar ou original em um sujeito com nddulos pulmonares de
etiologia desconhecida.

IV. METODOS DE DIAGNOSTICO DA INVENCAO

[00107] Todas as composicdes descritas acima fornecem uma
variedade de ferramentas de diagndstico que permitem uma avaliacéo
nao invasiva baseada no sangue do status da doenca em um sujeito. O
uso dessas composicfes em testes de diagndéstico, que podem ser
acoplados a outros testes de triagem, como radiografia de térax ou
tomografia computadorizada, aumentam a precisdo do diagndstico e/ou
direcionam testes adicionais.

[00108] Assim, em um aspecto, é fornecido um método para
diagnosticar cancer de pulmdo em um mamifero. Este método envolve
identificar um perfil de expressédo de gene no sangue de um mamifero,
preferencialmente humano. Em uma modalidade, o perfil de expresséo
génica inclui 7, 8, 15, 41, 50 ou mais produtos de expresséo de gene de
7,8, 15, 41, 50 ou mais genes informativos tendo expressao aumentada
ou diminuida no cancer de pulméo. Os perfis de expressdo de sao
formados pela selecéo de 7, 8, 15, 41, 50 ou mais genes informativos
dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX. Em
outra modalidade, o perfil de expressdo de gene inclui 7 ou mais
produtos de expressao de gene de 7 ou mais genes informativos tendo
expressdo aumentada ou diminuida no cancer de pulméao. Os perfis de
expressdo de gene sao formados por selecdo de 7 ou mais genes
informativos dos genes da Tabela I, Tabela I, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. Em uma modalidade, os genes sao os primeiros 7 genes da
Tabela IV. Em uma outra modalidade, os genes sao os primeiros 15

genes da Tabela IV. Em outra modalidade, os genes sé&o 0s primeiros
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50 genes da Tabela IV. Em uma outra modalidade, os perfis de
expressdo de gene sédo formados por selecdo de 15 ou mais genes
informativos dos genes da Tabela Il, Tabela Ill, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX. A comparacéo do perfil de expressao de gene de um sujeito
com um perfil de expressdo de gene de referéncia permite a
identificacéo de alteracOes na expresséo dos genes informativos que se
correlacionam com um cancer de pulmao (por exemplo, NSCLC). Este
método pode ser realizado usando qualquer uma das composicoes
descritas acima. Em uma modalidade, o método permite o diagndstico
de um tumor cancerigeno a partir de um nédulo benigno.

[00109] Em outro aspecto, o uso de qualquer uma das composic¢oes
aqui descritas é fornecido para diagnosticar cancer de pulmdo em um
sujeito.

[00110] As composices e métodos de diagndstico descritos neste
documento fornecem uma variedade de vantagens sobre os métodos
de diagnostico atuais. Entre essas vantagens estdo as seguintes. Como
aqui exemplificado, os sujeitos com tumores cancerigenos Sao
diferenciados daqueles com nodulos benignos. Esses métodos e
composicfes fornecem uma solucdo para o problema pratico de
diagnostico de se um paciente que se apresenta em uma clinica
pulmonar com um pequeno nodulo tem uma doenca maligna. Os
pacientes com um nodulo de risco intermediario se beneficiariam
claramente de um teste ndo invasivo que levaria o paciente a uma
categoria de risco de doenca com probabilidade muito baixa ou muito
alta. Uma estimativa precisa de malignidade com base em um perfil
gendmico (ou seja, estimar um determinado paciente com 90% de
probabilidade de ter cancer versus estimar que o paciente tem apenas
5% de chance de ter cancer) resultaria em menos cirurgias para
doencas benignas, tumores em estagio mais precoce removidos em um

estagio curavel, menos tomografias de acompanhamento e reducéo dos
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custos psicolégicos significativos da preocupacdo com um nodulo. O
impacto econdmico provavelmente também seria significativo, como a
reducdo do custo estimado atual de assisténcia médica adicional
associada a triagem por CT para cancer de pulmdo, ou seja, US $
116.000 por ganho de qualidade de vida ajustado. Um teste genémico
nao invasivo do sangue, com sensibilidade e especificidade suficientes,
alteraria significativamente a probabilidade de malignidade pés-teste e,
portanto, os cuidados clinicos subsequentes.

[00111] Uma vantagem desejavel desses métodos sobre os métodos
existentes € que eles sédo capazes de caracterizar o estado da doenca
a partir de um procedimento minimamente invasivo, ou seja, colhendo
uma amostra de sangue. Em contraste, a pratica atual para classificagéao
de tumores de cancer a partir de perfis de expresséo de gene depende
de uma amostra de tecido, geralmente uma amostra de um tumor. No
caso de tumores muito pequenos, a bidpsia € problematica e,
claramente, se nenhum tumor € conhecido ou visivel, uma amostra é
impossivel. Nenhuma purificacdo do tumor é necessaria, cComo € 0 caso
quando as amostras de tumor sdo analisadas. Um método
recentemente publicado depende da escovacdo das células epiteliais
do pulmdo durante a broncoscopia, um método que também é
consideravelmente mais invasivo do que a coleta de uma amostra de
sangue. As amostras de sangue tém uma vantagem adicional: o
material é facilmente preparado e estabilizado para analises
posteriores, o que € importante quando o RNA mensageiro deve ser
analisado.

[00112] Os classificadores de genes 7, 8, 15, 41, 50 e 100 descritos
aqui tiveram desempenho semelhante a um classificador de marcador
559 anteriormente relatado pelos inventores. Veja exemplos e Tabela
VIl abaixo. Por exemplo, um classificador consistindo nos 50 primeiros

genes da Tabela IV teve desempenho semelhante a um classificador
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consistindo em 559 genes. Essas composi¢des e métodos permitem um
diagndstico e tratamento mais precisos do cancer de pulméao. Assim, em
uma modalidade, os métodos descritos incluem o tratamento do cancer
de pulmdo. O tratamento pode remover o crescimento neoplasico,
guimioterapia e/ou qualquer outro tratamento conhecido na técnica ou
descrito aqui.

[00113] Em uma modalidade, € fornecido um método para
diagnosticar a existéncia ou avaliar um cancer de pulmdo em um
mamifero, que inclui identificar alteracdes na expresséo de 7, 8, 15, 41,
50 ou mais genes na amostra do referido sujeito, os referidos genes
selecionados dos genes da Tabela I, Tabela li, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela I1X. Os niveis de expressdo de gene do sujeito sdo comparados
com os niveis dos mesmos genes em uma referéncia ou controle, em
que alteragcdes na expressdo dos genes do sujeito daqueles da
referéncia se correlacionam com um diagnostico ou avaliacdo de um
cancer de pulmao.

[00114] Em wuma modalidade, o diagndstico ou avaliagéo
compreendem um ou mais de um diagndstico de um cancer de pulmao,
um diagndstico de um nédulo benigno, um diagndstico de um estagio
de cancer de pulmao, um diagnéstico de um tipo ou uma classificagéo
de um cancer de pulmao, um diagnostico ou uma deteccdo de uma
recorréncia potencial de um cancer de pulmao, um diagndstico ou uma
deteccdo de uma regressao de um cancer de pulmao, um prognostico
de um cancer de pulméo ou uma avaliacao da resposta de um cancer
de pulm&o a uma terapia cirdrgica ou nao cirurgica.

[00115] Emuma outra modalidade, as mudancgas compreendem uma
suprarregulacdo de um ou mais genes selecionados em comparacao
com a referida referéncia ou o referido controle ou uma infrarregulagcéo
de um ou mais genes selecionados em comparagao com a referida

referéncia ou o referido controle.

Peti¢c&o 870200099807, de 10/08/2020, pag. 70/146



67/116

[00116] Em outra modalidade, a referéncia ou controle compreende
trés ou mais genes da amostra da Tabela | de pelo menos um sujeito de
referéncia. O sujeito de referéncia pode ser selecionado do grupo que
consiste em: (a) um fumante com doenca maligna, (b) um fumante com
doenca ndo maligna, (c) um ex-fumante com doenca ndo maligna, (d)
um ndo fumante saudavel sem doenca, (¢) um ndo fumante que tem
doenca pulmonar obstrutiva cronica (COPD), (f) ex-fumante com COPD,
(g) sujeito com um tumor de pulméo solido antes de cirurgia para
remo¢do do mesmo; (h) um sujeito com um tumor de pulméo soélido
seguindo a remocéo cirargica do referido tumor; (i) um sujeito com um
tumor de pulmao sélido antes da terapia para o mesmo; e (j) um sujeito
com um tumor de pulméao sdlido durante ou em seguida a terapia para
o mesmo. Em uma modalidade, o sujeito de referéncia ou controle (a) -
(j) € o mesmo sujeito de teste em um ponto de tempo temporalmente
anterior.

[00117] A amostra é selecionada dentre as aqui descritas. Em uma
modalidade, a amostra é sangue periférico. Os acidos nucleicos na
amostra sdo, em algumas modalidades, estabilizados antes
da identificacdo de alteracBes nos niveis de expressao de gene. Essa
estabilizacdo pode ser realizada, por exemplo, usando o sistema Pax
Gene, aqui descrito.

[00118] Em uma modalidade, o método de deteccdo de cancer de
pulmdo em um paciente inclui a. obter uma amostra do paciente; e b.
detectar uma mudanca na expressao em pelo menos 7 genes
selecionados da Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX
na amostra do paciente em comparacao com um controle contatando a
amostra com uma composicdo compreendendo oligonucleotideos,
polinucleotideos ou ligantes especificos para cada transcrito de gene ou
produto de expressao diferente dos pelo menos 7 genes da Tabela I,

Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX e deteccéo de ligacdo entre
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o oligonucleotideo, polinucleotideo ou ligante e o produto de gene ou
produto de expressao.

[00119] Em outra modalidade, o método de diagndéstico de cancer de
pulm&o em um sujeito inclui a. obter uma amostra de sangue de um
sujeito; b. detectar uma mudanca na expressdo em pelo menos 7 genes
selecionados de Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX
na amostra do paciente em comparagdo com um controle contatando a
amostra com uma composicdo compreendendo oligonucleotideos,
polinucleotideos ou ligantes especificos para cada transcrito de gene ou
produto de expressao diferente dos pelo menos 7 genes da Tabela I,
Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX e deteccéo de ligacdo entre
o oligonucleotideo, polinucleotideo ou ligante e o produto de gene ou
produto de expressédo; e diagnosticar o sujeito com cancer quando sao
detectadas alteracdes na expressao dos genes do sujeito em relagao
aos da referéncia.

[00120] Em ainda uma outra modalidade, o método inclui a. obter
uma amostra de sangue de um sujeito; b. detectar uma mudanca na
expressdo em pelo menos 7 genes selecionados da Tabela |, Tabela Il,
Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX na amostra do paciente em
comparacdo com um controle contatando a amostra com uma
composi¢cdo compreendendo oligonucleotideos, polinucleotideos ou
ligantes especificos para cada transcrito de gene ou produto de
expresséo diferente dos pelo menos 7 genes da Tabela I, Tabela II,
Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX e deteccdo de ligacdo entre o
oligonucleotideo, polinucleotideo ou ligante e o produto de gene ou
produto de expresséao; c. diagnosticar o sujeito com cancer quando séo
detectadas alteracfes na expressao dos genes do sujeito em relacéo
aos da referéncia; e d. remover o crescimento neoplasico.

V. EXEMPLOS

[00121] Agora, a invencdo € descrita tendo como referéncia os
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exemplos a seguir. Estes exemplos séo fornecidos apenas para fins
ilustrativos e a invengao nao deve, de maneira alguma, ser interpretada
como limitada a esses exemplos, mas deve ser interpretada de modo a
abranger toda e qualquer variacao que se torne evidente como resultado
do ensino aqui fornecido.

EXEMPLO 1: POPULACAO DO PACIENTE - ANALISE A

[00122] Para o desenvolvimento do classificador de genes aqui
descrito, foram coletadas amostras de sangue e informacdes clinicas de
varios sujeitos, alguns com diagnostico de cancer de pulmao e outros
com diagnéstico de nodulo benigno, conforme identificado na tabela
abaixo. As caracteristicas do paciente sdo mostradas na Tabela VI
abaixo.

[00123] Pacientes diagnosticados com pulmao benigno ou maligno
recrutados em 5 hospitais: Christiana Care Health System, Centro
Médico Langone da Universidade de Nova York, Hospital da
Universidade da Pensilvania, Roswell Park e Temple University
Hospital. Os sujeitos estavam sendo avaliados quanto a presenca de
cancer de pulmdo por LDCT ou radiografia de térax ou foram
diagnosticados incidentalmente com nodulos pulmonares. A populacéo
estudada de individuos de alto risco tinha > 50 anos de idade e mais de
20 macos/ano de tabagismo.

[00124] A coorte "controle" foi derivada de pacientes com ndédulos
pulmonares benignos (por exemplo, opacidades em vidro fosco,
nodulos Unicos, granulomas ou hamartomas). Esses pacientes foram
avaliados em clinicas pulmonares ou submetidos a cirurgia toracica por
nodulo pulmonar. Todas as amostras foram coletadas antes da cirurgia,
biépsia, broncoscopia ou nddulos foram classificadas como néo cancer
apos pelo menos 2 anos de acompanhamento por imageamento, sem
alteracao detectavel no tamanho.

[00125] Como observado abaixo, T1: amostras sdo executadas em
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microarranjo para selecionar genes para a NanoString Platform; VI:
conjunto de validacao de amostras da NYU usado em papel NanoString;
e Sl: Conjunto completo de amostras "limpas" nao utilizadas em

microarranjos para selecionar genes (inclui V1).

Tabela VI
T1 V1 S1

MN BN MN BN MN BN
Total 117 105 40 134 182 232
Sexo
Feminino 65 52 19 65 93 120
Masculino 52 53 14 68 81 111
Desconhecido 0 0 7 1 8 1
Idade 677 65+7 68 +7 62+7 68+7 62+7
Raca
Branca 18 11 4 7 20 13
Negra 95 90 22 116 121 191
Outra 4 4 14 11 41 28
Estado de
Fumante
Atual 31 35 6 52 41 84
Anterior 79 65 21 73 122 137
Nunca 7 5 6 8 11 10
Desconhecido 0 0 7 1 8 1
Macos Anos 40+22 | 39+15 | 27+27 | 40+15 | 39+21 | 41+15
Local
HFGCC 59 17 0 0 57 10
FCCC 0 0 0 0 2 1
NYU 21 57 40 134 58 195
Oncocyte 0 0 22 1
Roswell 0 0 18 19
Temple 0 0 0
Upenn 35 22 0 0 25 5
Tamanho 22+8 9+4 15+3 6+2 209 6+2
(mm)
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Estagio

1 86 (75%) 22 (55%) 92 (50%)
2 22 (19%) 7 (18%) 16 (8%)
3 7 (6%) 11 (28%) 49 (26%)
4 0 0 1 (0%)
Desconhecido 2 0 24 (12%)

EXEMPLO 2: PROTOCOLOS E PROCESSAMENTO DE COLETA DE
AMOSTRAS

[00126] As amostras de sangue foram coletadas na clinica pelo
técnico de aquisicdo de tecidos. As amostras de sangue foram
coletadas diretamente nos tubos de RNA do sangue PAXgene através
da técnica padrdo de flebotomia. Esses tubos contém um reagente
proprietario que estabiliza imediatamente o RNA intracelular,
minimizando a degradacao ex-vivo ou a suprarregulacéo dos transcritos
de RNA. A capacidade de eliminar o congelamento de amostras em
lotes e de minimizar a urgéncia de processar amostras ap0s a coleta
aumenta significativamente a eficiéncia do laboratorio e reduz os custos.
EXEMPLO 3 - PURIFICACAO DE RNA E AVALIACAO DA QUALIDADE
[00127] O RNA do PAXgene € preparado usando um Kit
comercialmente disponivel da Qiagen™, que permite a purificacdo de
MRNA e miRNA. O RNA total resultante € usado para criacdo de perfil
de mRNA. A qualidade do RNA ¢ determinada usando um Bioanalyzer.
Apenas amostras com numeros de integridade do RNA > 3 foram
usadas no nCounter.

[00128] Resumidamente, o RNA é isolado como se segue. Ligue a
agitadora-incubadora e ajuste para 55°C antes de comecar. Salvo
indicacdo em contrario, todas as etapas deste protocolo, incluindo as
etapas de centrifugacdo, devem ser realizadas a temperatura ambiente
(15-25°C). Este protocolo assume que as amostras sdo armazenadas a

-80°C. As amostras descongeladas que tiverem deixado um TR pelo
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protocolo Qiagen de no minimo 2 horas devem ser processadas da
mesma maneira.

[00129] Descongele os tubos Paxgene na vertical em um rack de
plastico. Inverta os tubos pelo menos 10 vezes para misturar antes de
iniciar o isolamento. Prepare todos os tubos necessarios. Para cada
amostra, Sdo necessarios os seguintes: 2 tubos Eppendorf numerados
de 1,5 ml; 1 tubo Eppendorf com as informacdes da amostra (este é o
tubo final); 1 coluna de centrifugacédo lilas Paxgene; 1 coluna Red
Paxgene Spin; e 5 tubos de processamento.

[00130] Centrifugue o tubo de RNA sanguineo PAXgene por 10
minutos a 5000 xg usando um rotor de giro na centrifuga Qiagen.
(Centrifuga Sigma 4-15°C, Rotor: Sigma Nr. 11140, 7/01, 5500/min,
Suporte: Sigma 13115, 286g 14/D, Suporte do tubo interno: 18010,
125g). Nota: ApOs o descongelamento, verifique se a amostra de
sangue foi incubada no tubo de RNA sanguineo PAXgene por no
minimo 2 buzinas a temperatura ambiente (15-25°C), para obter uma
lise completa das células sanguineas.

[00131] Sob a cobertura - remova o sobrenadante decantando em
agua sanitaria. Quando o sobrenadante for decantado, tome cuidado
para nao perturbar o sedimento e seque a borda do tubo com uma
toalha de papel limpa. Descarte o sobrenadante decantado colocando o
sangue coagulado em um saco e depois no lixo infeccioso, descarte a
porcao de liquido na pia e lave com muita agua. Adicione 4 ml de agua
sem RNase ao pelete e feche o tubo usando um novo fechamento
secundario Hemogard.

[00132] Agite no vortex até o pelete estar visivelmente dissolvido.
Pesar os tubos no suporte da centrifuga novamente para garantir que
estejam equilibrados e centrifugar por 10 minutos a 5000 xg usando uma
centrifuga Qiagen com rotor de giro. Pequenos detritos que

permanecem no sobrenadante apO0s o0 vortex, mas antes da
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centrifugacéo, nédo afetardo o procedimento.

[00133] Remova e descarte o sobrenadante inteiro. Deixe o tubo de
cabeca para baixo por 1 min. para drenar todo o sobrenadante. A
remocao incompleta do sobrenadante inibira a lise e diluira o lisado e,
portanto, afetara as condicfes de ligacdo do RNA a membrana do
PAXgene.

[00134] Adicionar 350 uL de Tampao BM1 e pipetar para cima e para
baixo para lisar o pelete.

[00135] Pipete a amostra ressuspensa em um tubo de
microcentrifuga marcado de 1,5 ml. Adicionar 300 uyl de Tampao BM2.
Em seguida, adicione 40 pl de proteinase K. Misture em vortex por 5
segundos e incube por 10 minutos a 55°C usando uma agitadora-
incubadora na velocidade mais alta possivel, 800 rpm no
termomisturador Eppendorf. (Se estiver usando um banho de agua com
agitacao em vez de um termomisturador, agite rapidamente as amostras
no vortex a cada 2-3 minutos durante a incubacdo. Mantenha o agitador
vortex proximo a incubadora).

[00136] Pipete o lisado diretamente para uma coluna de
centrifugacdo PAXgene Shredder (tubo lilas) colocada em um tubo de
processamento de 2 ml e centrifugue por 3 minutos a 24C a 18.500 xg
na centrifuga TOMY Microtwin. Pipete cuidadosamente o lisado para a
coluna de centrifugacdo e verifique visualmente se o lisado esta
completamente transferido para a coluna de centrifugacéo. Para evitar
danos a colunas e tubos, ndo exceda 20.000 x g.

[00137] Transfira cuidadosamente todo o sobrenadante da fracéo de
fluxo para um tubo de microcentrifuga novo de 1,5 ml sem perturbar o
pelete no tubo de processamento. Descarte o pelete no tubo de
processamento.

[00138] Adicione 700 ul de isopropanol (100%) ao sobrenadante.

Misture em vortex.
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[00139] Pipete 690 pl de amostra na coluna de centrifugacéo
PAXgene RNA (vermelha) colocada em um tubo de processamento de
2 ml e centrifugue por 1 minuto a 10.000x g. Coloque a coluna de
centrifugagdo em um novo tubo de processamento de 2 ml e descarte o
tubo de processamento antigo contendo fluxo.

[00140] Pipete a amostra restante para a coluna de centrifugacéo
PAXgene RNA (vermelha) e centrifugue por 1 minuto a 18.500 x g.
Cologue a coluna de centrifugacdo em um novo tubo de processamento
de 2 ml e descarte o tubo de processamento antigo contendo fluxo.
Pipete cuidadosamente a amostra para a coluna de centrifugacao e
verifique visualmente se a amostra esta completamente transferida para
a coluna de centrifugacao.

[00141] Pipete 350 ul de tampé&o BM3 na coluna de centrifugacao do
RNA do PAXgene. Centrifugue por 15s a 10.000x g. Coloque a coluna
de centrifugacdo em um novo tubo de processamento de 2 ml e descarte
o tubo de processamento antigo contendo fluxo.

[00142] Prepare a mistura de incubacado DNase | para a etapa 13.
Adicionar 10 mL de solugdo-mée DNase | a 70 mL de tampao RDD em
um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Misture agitando suavemente o
tubo e centrifugue brevemente para coletar o liquido residual das
laterais do tubo.

[00143] Pipete a mistura de incubacdo de DNase | (80 ul)
diretamente na membrana da coluna de rotagcdo PAXgene RNA e
coloque na bancada (20-30°C) por 15 minutos. Certifiqgue-se de que a
mistura de incubacdo da DNase | seja colocada diretamente na
membrana. A digestdo com DNase sera incompleta se parte da mistura
for aplicada e permanecer nas paredes ou no O-ring da coluna de
centrifugacao.

[00144] Pipete 350 ul de tamp&o BM3 na coluna de centrifugagéo do
PAXgene RNA e centrifugue por 15s a 18.500 x g. Coloque a coluna de
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centrifugacdo em um novo tubo de processamento de 2 ml e descarte o
tubo de processamento antigo contendo fluxo.

[00145] Pipete 500 ul de tampao BM4 na coluna de centrifugacéo do
RNA PAXgene e centrifugue por 15s a 10.000x g. Coloque a coluna de
centrifugagcdo em um novo tubo de processamento de 2 ml e descarte o
tubo de processamento antigo contendo fluxo.

[00146] Adicione outros 500 pl de tampdo BM4 a coluna de
centrifugacao do PAXgene RNA. Centrifugue por 2 minutos a 18.500 x
g.

[00147] Descarte o tubo que contém a passagem e coloque a coluna
de rotacédo do PAXgene RNA em um novo tubo de processamento de 2
ml. Centrifugue por 1 minuto a 18.500 x g.

[00148] Descarte o tubo que contém o fluxo. Coloque a coluna de
rotacdo do PAXgene RNA em um tubo de microcentrifuga marcado de
1,5 ml (tubo final) e pipete 40 uyl de tampao BR5 diretamente na
membrana da coluna de rotagdo do PAXgene RNA. Centrifugue por 1
minuto a 10.000 xg para eluir o RNA. E importante umedecer toda a
membrana com o Tamp&o BR5 para obter a maxima eficiéncia de
eluicao.

[00149] Repita a etapa de eluicdo conforme descrito, usando 40 ul
de tampéo BR5 e o mesmo tubo de microcentrifuga. Centrifugue por 1
minuto a 20.000 xg para eluir o RNA.

[00150] Incubar o eluato por 5 minutos a 65°C na agitadora-
incubadora sem agitar. ApGs a incubacéo, esfrie imediatamente com
gelo. Esta incubacdo a 65°C desnatura o RNA para aplicacdes a
jusante. Nao exceda o tempo ou a temperatura de incubacéao.

[00151] Se as amostras de RNA néo forem usadas imediatamente,
armazene a -20°C ou -70°C. Como o RNA permanece desnaturado
apos repetidos congelamentos e descongelamentos, ndo € necessario

repetir a incubacao a 65°C.
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EXEMPLO 4: MEDICAO DOS NIVEIS DE RNA

[00152] Parafornecer uma assinatura de biomarcador que possa ser
usada na pratica clinica para diagnosticar cancer de pulméo, um perfil
de expresséo de gene com o0 menor numero de genes que mantém uma
precisdo satisfatoria é fornecido pelo uso de mais 8 genes identificados
na Tabela |, bem como pelo uso de 15 ou mais dos genes identificados
na Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX, ou 7 ou mais genes
identificados na Tabela IV. Esses perfis ou assinaturas de genes
permitem testes mais simples e praticos, faceis de usar em um
laboratorio clinico padrdo. Como o numero de genes discriminadores é
pequeno o suficiente, as plataformas NanoString nCounter® séo
desenvolvidas usando esses perfis de expressao de gene.

A. PROTOCOLO DE ENSAIO DE EXPRESSAO DE GENES DA
PLATAFORMA NANOSTRING NCOUNTER®

[00153] O RNA total foi isolado do sangue total usando o Kit de
mMiRNA Paxgene Blood, como descrito acima, e as amostras foram
verificadas quanto a qualidade do RNA. As amostras foram analisadas
com o Agilent 2100 Bioanalyzer em um chip RNA Nano, usando o
escore RIN e aimagem do eletroferograma como indicadores para uma
boa integridade da amostra. As amostras também foram quantificadas
no Nanodrop (espectrofotometro ND-1000), onde as leituras 260/280 e
260/230 foram registradas e avaliadas quanto a compatibilidade com
Nanostring. A partir das concentracdes obtidas pelo Nanodrop, as
amostras totais de RNA foram normalizadas para conter 100ng em 5pL,
usando agua livre de Nuclease como diluente, em tiras de tubo
fornecidas pelo Nanostring. Uma aliquota de 8uL de uma mistura do
Nanostring nCounter Reporter CodeSet e Tampéo de Hibridizacéo
(70puL de Tampéo de Hibridizagdo, 42uL Reporter CodeSet por 12
ensaios) e 2L de Capture ProbeSet foram adicionados a cada amostra

de 5uL de RNA. As amostras foram hibridizadas durante 19 horas a
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65°C no Termociclador (Eppendorf). Durante a hibridizacéo, as Sondas
Repdérteres, que possuem codigos de barras fluorescentes especificos
para cada mMRNA de interesse do usuario, e as Sondas de Captura
biotiniladas ligadas ao mMRNA alvo associado, para criar complexos de
sonda alvo. ApoOs a conclusdo da hibridizacdo, as amostras foram
transferidas para a nCounter Prep Station para processamento usando
a configuracdo do protocolo padrdo (Tempo de Execucdo: 2 h e 35
min.). O robd Prep Station, durante o Protocolo Padréo, lavou amostras
para remover o excesso de Sondas Repoérteres e de Captura. As
amostras foram movidas para um cartucho revestido de estreptavidina,
onde os complexos de sonda-alvo purificadas foram imobilizados em
preparacdo para imageamento pelo nCounter Digital Analyzer. Apés a
conclusao, o cartucho foi vedado e colocado no Analisador Digital
usando uma configuracdo de Campo de Visdo (FOV) em 555. Um
microscoépio fluorescente tabulou as contagens brutas para cada codigo
de barras exclusivo associado a um mRNA alvo. Os dados coletados
foram armazenados em arquivos .csv e depois transferidos para o
Bioinformtics Facility para analise de acordo com as instrugbes do
fabricante.

EXEMPLO 5: SELECAO DE BIOMARCADORES

[00154] A MAquina de Vetor de Suporte (SVM) pode ser aplicada a
conjuntos de dados de expressdao de genes para descoberta e
classificacdo de funcbes de genes. Verificou-se que a SVM € mais
eficiente em distinguir os casos e controles mais intimamente
relacionados que residem nas margens. Primeiramente, a SVM-RFE
(48, 54) foi usada para desenvolver classificadores de expresséo de
genes que distinguem classes clinicamente definidas de pacientes de
classes clinicamente definidas de controles (fumantes, ndo fumantes,
DPOC, granuloma, etc.). SVM-RFE é um modelo baseado em SVM

utilizado na técnica que remove genes, recursivamente com base em
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sua contribuicdo para a discriminacédo, entre as duas classes sendo
analisadas. Os genes de pontuacdo mais baixa por pesos coeficientes
foram removidos e os genes restantes foram pontuados novamente e o
procedimento foi repetido até restarem apenas alguns genes. Este
meétodo tem sido utilizado em varios estudos para realizar tarefas de
classificacdo e selecdo de genes. No entanto, a escolha de valores
apropriados dos parametros do algoritmo (parametro de penalidade,
funcéo do kernel, etc.) geralmente pode influenciar o desempenho.
SVM-RCE € um modelo baseado em SVM relacionado, ha medida em
gue, como SVM-RFE, avalia as contribuicfes relativas dos genes para
o classificador. O SVM-RCE avalia as contribui¢cdes de grupos de genes
correlatos em vez de genes individuais. Além disso, embora ambos 0s
métodos removam 0S genes menos importantes a cada etapa, 0 SVM-
RCE pontua e remove agrupamentos de genes, enquanto o SVM-RFE
pontua e remove um Unico ou um pequeno namero de genes em cada
rodada do algoritmo.

[00155] O método SVM-RCE é brevemente descrito aqui. Genes de
baixa expressdo (expressdo meédia menor que 2x fundo) foram
removidos, realizada a normalizacdo quantilica e, em seguida, arranjos
"outlier" cujos valores de expressao mediana diferem em mais de 3
sigma da mediana do conjunto de dados foram removidos. As amostras
restantes foram submetidas ao SVM-RCE usando dez repeticdes de
validacéo cruzada de 10 vezes do algoritmo. Os genes foram reduzidos
pelo teste t (aplicado no conjunto de treinamento) para um valor ideal
determinado experimentalmente, que produz maior precisdo no
resultado final. Estes genes iniciais foram agrupados por meios K em
grupos de genes correlatos cujo tamanho médio € de 3-5 genes. O
escore da classificacdo de SVM foi realizada em cada agrupamento
usando reamostragem de 3 vezes repetida 5 vezes, e 0s piores

agrupamentos de escore eliminados. A precisdo € determinada no
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conjunto de genes sobreviventes usando os 10% restantes das
amostras (conjunto de testes) e os 100 genes com maior pontuagao
foram registrados. O procedimento foi repetido da etapa de
agrupamento para um ponto final de 2 agrupamentos. O painel genético
ideal foi considerado o numero minimo de genes que fornece a precisao
maxima comecando com o gene mais frequentemente selecionado. A
identidade dos genes individuais neste painel ndo é fixa, pois a ordem
reflete 0 nUmero de vezes que um determinado gene foi selecionado
nos 100 principais genes informativos e essa ordem esti sujeita a
alguma variacao.

A. Selecéo de biomarcadores.

[00156] Os genes que pontuam mais alto (por SVM) na discriminacéo
de tumores cancerigenos de nodulos benignos foram examinados
guanto a sua utilidade para testes clinicos. Os fatores considerados
incluem: maiores diferengas nos niveis de expressao entre as classes e
baixa variabilidade dentro das classes. Ao selecionar biomarcadores
para validacgao, foi feito um esforgo para selecionar genes com perfis de
expressdo distintos para evitar a selecdo de genes correlatos e
identificar genes com niveis de expressao diferencial que foram
robustos por técnicas alternativas, incluindo PCR e/ou imuno-
histoguimica.

B. Validacao.

Trés métodos de validacao foram considerados.

[00157] Validacao cruzada: para minimizar o ajuste excessivo em um
conjunto de dados, foi usada a validacdo cruzada de K vezes (K
geralmente igual a 10), quando o conjunto de dados é dividido em partes
K aleatoriamente e partes K-l foram usadas para treinamento e 1 para
teste. Assim, para K = 10, o algoritmo foi treinado em uma selecao
aleatdria de 90% dos pacientes e 90% dos controles e testado nos 10%

restantes. Isso foi repetido até que todas as amostras tenham sido
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empregadas como sujeitos de teste e o classificador acumulado faca
uso de todas as amostras, mas nenhuma amostra é testada usando um
conjunto de treinamento do qual faz parte. Para reduzir o impacto da
randomizagdo, a separacdo de K vezes foi realizada M vezes
produzindo diferentes combinacfes de pacientes e controles em cada
uma das K vezes de cada vez. Portanto, para conjuntos de dados
individuais, rodadas M*K de selecdo permutada de conjuntos de
treinamento e teste foram usadas para cada conjunto de genes.
[00158] Validacdo Independente: Para estimar a reprodutibilidade
dos dados e a generalidade do classificador, € necessario examinar o
classificador que foi construido usando um conjunto de dados e testado
usando outro conjunto de dados para estimar o desempenho do
classificador. Para estimar o desempenho, a validacao no segundo
conjunto foi realizada usando o classificador desenvolvido com o
conjunto de dados original.

[00159] Validacdo adicional: Para testar a generalidade de um
classificador desenvolvido dessa maneira, ele foi usado para classificar
conjuntos independentes de amostras que nao foram usadas no
desenvolvimento do classificador. As precisdes de validacéo cruzada do
classificador permutado e original foram comparadas em conjuntos de
testes independentes para confirmar sua validade na classificacdo de
novas amostras.

C. Desempenho do classificador

[00160] O desempenho de cada classificador foi estimado por
diferentes métodos e varias medidas de desempenho foram usadas
para comparar os classificadores entre si. Essas medicOes incluem
precisdo, area sob a curva ROC, sensibilidade, especificidade, taxa
positiva verdadeira e taxa negativa verdadeira. Com base nas
propriedades exigidas da classificacdo de interesse, diferentes

medicoes de desempenho podem ser usadas para escolher o
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classificador ideal; por exemplo, o classificador a ser usado na triagem
de toda a populacéo exigiria melhor especificidade para compensar a
pequena (~ 1%) prevaléncia da doenca e, portanto, evitar um grande
namero de acertos falsos positivos, enquanto um classificador de
diagndstico de pacientes no hospital deve ser mais sensivel.

[00161] Para diagnosticar tumores cancerigenos a partir de nédulos
benignos, é mais desejavel uma sensibilidade maior que uma
especificidade, pois 0s pacientes ja estdo em alto risco.

EXEMPLO 6: TESTE DOS CLASSIFICADORES

[00162] Todas as amostras de sangue periférico foram coletadas em
tubos de estabilizacdo de RNA PAXgene e o RNA foi extraido de acordo
com o fabricante. As amostras foram testadas em um Nanostring
nCounterTM (como descrito acima) contra um painel personalizado de
559 sondas (Tabela V).

[00163] Para o Classificador 559, 432 foram selecionados com base
em dados de microarranjos anteriores, 107 sondas foram selecionadas
a partir de estudos Nanostring e 20 eram genes de manutencao. Para o
CQ, um padrao Universal de RNA (Agilent) foi incluido em cada lote de
36 amostras testadas. Os valores de expressdo da sonda foram
normalizados usando os 20 genes de manutencdo, bem como os
controles positivos e negativos de pico fornecidos pela Nanostring
(incluidos no classificador). Os escores Z foram calculados para valores
de contagem de sondas e serviram como entrada para um classificador
de Maguina de Vetor de Suporte (SVM) usando um nucleo polinomial.
O desempenho da classificacdo foi avaliado por validacéo cruzada de
10 vezes das amostras.

A. Classificadores

[00164] Como mostrado na Tabela VIl abaixo e nas FIGURAS 1A a
IB, o classificador 559 desenvolvido em todas as amostras mostrou um
ROC-AUC de 0,86 no conjunto de treinamento (FIG. 1A) e 0,85 no
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conjunto de teste (FIG. 1B). Com o conjunto de Sensibilidade em 90%,
a especificidade é de 62,9% e 55,1%, respectivamente.

[00165] Os dados das amostras do conjunto de treinamento e teste
foram analisados pelo W559 na plataforma Nanostring, a fim de
identificar o nimero minimo de sondas necessarias para manter o
desempenho obtido com todo o painel. Utilizou-se o0 SVM-RFE para
selecao da sonda, conforme descrito anteriormente. As amostras foram
selecionadas aleatoriamente para conjuntos de treinamento e teste,
como mostrado na Tabela VIl abaixo. A precisao obtida no conjunto de
teste € mostrada na FIG. IB. As curvas ROC para os classificadores séo
mostradas na FIG. 2.

[00166] Para os primeiros 100 genes da Tabela IV, com uma
sensibilidade de 90%, foi mostrada uma especificidade de cerca de 63%
para o conjunto de treinamento e cerca de 58% para o conjunto de
validacdo. Para os primeiros 50 genes da Tabela IV, com uma
sensibilidade de 90%, foi mostrada uma especificidade de cerca de 58%
para o conjunto de treinamento e cerca de 56% para o conjunto de
validacdo. Para os primeiros 15 genes da Tabela IV, com uma
sensibilidade de 90%, foi mostrada uma especificidade de cerca de 51%
para o conjunto de treinamento e cerca de 46% para o conjunto de
validacdo. Para os primeiros 7 genes da Tabela IV, com uma
sensibilidade de 90%, foi mostrada uma especificidade de cerca de 67%

para o0 conjunto de treinamento e cerca de 46% para o conjunto de

validacao.
Tabela VIl
Métrica de Conjunto de Genes N
Desempenho 559 300 100 50 15 7
o Sensibilidade (SE) 78,6% | 77,8% | 79,5% | 77,8% | 85,9% | 79,5%
g Especificidade (SP) | 72,4% | 73,3% | 77,1% | 76,2% | 76,2% | 79,0%
_g Precisdo (ACC) 75,7% | 75,7% | 78,4% | 77,0% | 79,7% | 79,3%
E ROC-AUC 0,860 | 0,856 | 0,873 | 0,866 | 0,871 | 0,851
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(AUC)
SP @90% SE 62,9% | 61,0% | 62,9% | 58,1% | 51,4% | 67,6%
Sensibilidade (SE) 77,5% | 75,0% | 80,0% | 82,5% | 67,5% | 77,5%
Especificidade (SP) | 81,9% | 82,6% | 79,0% | 77,5% | 83,3% | 76,1%

§ Precisao (ACC) 80,9% | 80,9% | 79,2% | 78,7% | 79,8% | 76,4%
S [ROC-AUC 0,859 | 0,874 | 0,852 | 0,868 | 0,844 | 0,834
= | (AUC)

SP @90% SE 55,1% | 63,0% | 58,0% | 56,5% | 46,4% | 46,4%

B. Analise adicional

[00167] Analises adicionais foram realizadas e os classificadores de
genes das Tabelas I, 1l e Ill foram desenvolvidos.

EXEMPLO 7: PAINEL DE MARCADOR 15

[00168] O cancer de pulméo continua sendo a principal causa de
mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo, em parte devido a
falta de protocolos adequados de deteccéo precoce e em parte porque
0s sintomas iniciais comuns sao facilmente ignorados. A demonstragéo
de que a triagem de cancer de pulmao por tomografia computadorizada
de baixa dose (LDCT) pode reduzir a mortalidade entre fumantes atuais
e ex-fumantes (> 50 anos, > 30 macos/ano) (1,2) levou a um aumento
significativo na triagem pulmonar por LDCT. Embora o LDCT seja capaz
de identificar nodulos significativamente menores do que 0s raios X
convencionais, essa capacidade vem com o desafio subsequente de
distinguir a pequena porcentagem daqueles n6dulos malignos da maior
porcentagem de nodulos benignos (3). O NLST detectou nddulos
pulmonares com diametro igual ou superior a 4 mm em 40% dos
pacientes 56, triados com 96,4% dos exames positivos sendo falsos
positivos (4). Isso é particularmente problematico para essa classe de
nodulos pulmonares indeterminados (IPNs) que variam em tamanho de
4a20 mm (4).

[00169] Embora o IPNS detectado pelo nimero crescente de exames
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de LDCT represente um dilema clinico, eles também oferecem a
oportunidade de detectar potencialmente canceres de pulmao nos
estagios iniciais de desenvolvimento. Nos estudos anteriores,
demonstrou-se que a PBMC rapidamente purificada (em 2 horas)
continha dados de expressao de gene que podiam distinguir de forma
exata noédulos pulmonares benignos de malignos com alta preciséao
(ROC-AUC 0,86) (5). Agora, relatou-se que os tubos de estabilizagao
de RNA no sangue do PAXgene oferecem a possibilidade de coletar
amostras em muitos contextos clinicos diferentes, com perfis de RNA
sendo capturados no momento da coleta. O RNA do PAXgene é estavel
a temperatura ambiente por 5 a 7 dias, fornecendo o potencial de ser
transferido para uma instalac&do central de testes, como muitos outros
exames de sangue de rotina (6-8). A estabilidade do RNA por > 7 anos
entre -20C e -80C é um beneficio adicional para grandes estudos. Essa
facilidade de coleta e estabilizacdo vem com a ressalva de que o RNA
do sangue total conteria informacdes de uma variedade maior de células
sanguineas, incluindo granuldcitos e neutrofilos ndo incluidos nas
amostras de PBMC e que, como resultado, identificar uma assinatura
precisa da expressédo de gene pode ser mais complexo. Os principais
objetivos deste estudo foram: (i) demonstrar se o0 RNA do PAXgene
estabilizado do sangue total pode ser extraido com sucesso de
informacdes de expressao de gene que possam distinguir com precisao
0s nddulos pulmonares malignos dos benignos do pulméo detectados
por LDCT; e (ii) determinar se uma assinatura de diagndstico
desenvolvida em microarranjos de transcriptoma inteiros Illlumina pode
ser transferida para a plataforma NanoString nCounter, mais robusta e
clinicamente estabelecida, aprovada pela FDA para o teste de
prognostico Prosigna™ Breast Cancer (9).

[00170] Agora, relata-se o desenvolvimento bem-sucedido de um

classificador de nodulo pulmonar (LNC) baseado em microarranjos
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gendmicos inteiros lllumina com uma ROC-AUC de 0,847 na validagao
independente. Descreve-se ainda a transicdo bem-sucedida desse
classificador de microarranjos para a plataforma NanoString nCounter™
com um ROC-AUC demonstrado de 0,846 na validagéo independente.
Esse nLNC tem o potencial de abordar o presente dilema do IPN e o
potencial de tratamento excessivo do cancer de pulmao.

[00171] A expressdo de gene do sangue total distingue nddulos
pulmonares malignos e benignos do pulméo detectados por LDCT
[00172] Amostras de sangue foram coletadas prospectivamente em
tubos PAXgene estabilizadores de RNA em 5 sitios clinicos. As
amostras eram de pacientes com alto risco de cancer de pulméao (> 50
anos> 20 anos-embalagem), todos com noédulos pulmonares
detectados por LDCT ou raio X. Os nédulos foram confirmados como
malignos (MN) ou benignos (BN) por broncoscopia, biépsia e/ou
resseccao pulmonar ou por pelo menos 2 anos de acompanhamento de
LDCT. O RNA da amostra PAXgene purificada (ver métodos) foi testado
em microarranjos lllumina H12 v4 para avaliar a viabilidade do uso do
RNA PAXgene para desenvolver um classificador de nodulos
pulmonares com precisées semelhantes as obtidas com o RNA da
PBMC (5). Os dados demograficos dos pacientes utilizados no estudo
de microarranjos s&o mostrados na Tabela VIIl. Os pacientes do estudo
sao principalmente fumantes e ex-fumantes > 50 anos de idade com >
20 macos/ano de historico de tabagismo. Os canceres usados para
desenvolver os modelos sédo de estagio inicial, com cancer de estagio |
+ Il, perfazendo 84% da populacdo de teste e 100% dos canceres no
conjunto de validacédo sendo de Estagio I. Os dados foram analisados
usando SVM-RFE, como descrito anteriormente (5, 10).

Tabela VIII. Dados demograficos para amostras no estudo de

microarranjo.
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[llumina Conjunto de lllumina Validag&o

Treinamento

Categoria MN BN Valor p MN BM Valor p
Total N 131 133 33 18
Género
Feminino 73 68 0,454 24 11 0,5294
Masculino 58 65 9 7
Idade | 677 657 0,0291 72+7 64+7 0,0057
Raca
Negra 19 17 3 2
Branca 107 108 0,1205 30 15 0,3753
Outras 5 8 0 1
Estado de
Fumante
Atual 33 47 8 6
Anterior 90 81 0,1652 23 10 0,4663
Nunca 8 5 2 1
Desconhecido 0 0 0 1
Local
HFGCC 68 22 14 1
NYU 22 73 15 8
Temple 2 11 8 x 103 1 0,0062
UPenn 39 27 8
Tamanho
Lesdo,mm | 22+8 8+4 1x1073 17+£4 15+14 0,3277

Estagio de
Céancer
I 87 (66%) 33 (100%)
Il 23 (18%) 0
1] 7 (5%) 0
v 9 (7%) 0
Desconhecido 5 (4%) 0

[00173] Analisa-se um conjunto de 264 amostras de treinamento

(Tabela VIII) para identificar os classificadores das sondas de genes que
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distinguiram com mais precisdo os nodulos pulmonares malignos e
benignos e para avaliar as alteracées no desempenho da classificagéo
com um numero decrescente de sondas de genes usando um método
SVM-RFE de validacéo cruzada de 10 reamostragens de 10 vezes (5,
10). Enquanto a precisdo da classificacdo era estavel em uma ampla
faixa de numeros de sondas, a area sob a curva ROC (AUC) diminuiu
ligeiramente & medida que as sondas foram eliminadas. O uso de 1000
sondas alcancou uma AUC de 0,88, enquanto 150 produziram uma AUC
de 0,85. Até 15 genes foram suficientes para classificar o conjunto de
treinamento com uma AUC > 0,8. Seleciona-se o0 menor numero de
sondas de genes que mantiveram uma AUC dentro de 1% daquela
alcancada pelos 1000 genes e identificou-se um classificador de 311
sondas de genes que produziram uma AUC de 0,866 (Dados nao
mostrados). Esse desempenho foi mantido quando o classificador foi
aplicado a um conjunto de validacdo independente do paciente (colunas
da Tabela VIl a direita) atingindo AUC de 0,847 (Dados ndo mostrados),
confirmando que um sinal robusto associado a presenca de um cancer
de pulméo poderia ser detectada no RNA do PAXgene com um
desempenho geral semelhante aos resultados de PBMC publicados
anteriormente.

[00174] Tendo verificado que o RNA das amostras de PAXgene pode
distinguir nédulos pulmonares malignos de benignos detectados por
imageamento com alta precisdo, desenvolveu-se uma estratégia para
fazer a transicdo do nosso LNC baseado em microarranjos para a
plataforma NanoString nCounter mais clinicamente apropriada (9).
Transicao para a plataforma NanoString

[00175] Para selecionar as sondas para um painel de expressao do
gene de diagnostico NanoString, varias consideracdes foram levadas
em consideracdo. Sem saber quao bem as medi¢des da expressao do

gene NanoString replicariam o desempenho da plataforma de
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microarranjos lllumina, projetamos nosso painel personalizado para
conter redundancia suficiente para poder superar as diferencas da
plataforma e incluimos sondas de genes selecionadas por diferentes
critérios. SVM-RFE foi o principal método utilizado para a selecao.
Embora a SVM seja uma ferramenta poderosa para o desenvolvimento
de um modelo de classificacdo, levamos em conta a possibilidade de
gue algumas sondas com bom desempenho nos microarranjos nao
demonstrassem um desempenho equivalente na plataforma
NanoString. Para aumentar no lago de genes relevantes, também
selecionaram-se 59 sondas com os valores minimos de p nas
comparacfes (p <10-4) e 76 sondas com uma alteracdo méaxima de
dobra em p0,01 na classificacdo. Também identificaram-se genes
candidatos de manutencao que foram expressos em > 5 vezes acima
do fundo do microarranjo, com coeficientes de variagcdo menores que
20% para valores absolutos e 2,5% para valores de expressao em
escala log2. Os 12 principais candidatos menos variaveis e 8 genes de
manutencao NanoString conhecidos adicionais foram selecionados
para uma lista final de 20 genes de manutencéo.

[00176] Uma das principais diferencas entre as plataformas de
microarranjo e NanoString é que nenhum processamento enzimatico é
necessario para avaliar a expressao de gene no NanoString. Isso
significa transcricdo reversa e sem amplificacdo por PCR dos alvos
genéticos associados a analise. Esse manuseio minimizado de
amostras elimina o potencial de vieses de amplificacdo e torna a
plataforma atraente para uma aplicacdo clinica, mas havia a
possibilidade de que alguns dos biomarcadores selecionados
pudessem ser expressos em niveis muito baixos para deteccdo sem a
amplificacdo por PCR. Para resolver esse problema, analisou-se a
maioria das amostras do conjunto de treinamento em microarranjos

lllumina no painel NanoString PanCancer Immune (cat. XT-CSO-HIP1-
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12), a fim de correlacionar os niveis de expressdo de gene que podem
ser detectados por cada plataforma. Analisaram-se 220 das amostras
de treinamento, incluindo 115 amostras MN e 105 BN. 755 dos 770
genes representados no painel NanoString PanCancer Immune também
foram representados na plataforma de microarranjos, embora as sondas
genéticas fossem diferentes. Embora as sondas exatas diferissem entre
as 2 plataformas, essa analise forneceu uma estimativa dos niveis de
expressdo de gene que poderiam ser detectados de maneira robusta
em ambas as plataformas. Os estudos sugeriram que sondas
detectadas em 5X os niveis de fundo de microarranjos foram detectadas
de maneira robusta no NanoString.

[00177] Também usamos o estudo do painel PanCancer Immune
como uma plataforma de descoberta adicional, pois essas sondas ja
estavam bem validadas, pois funcionavam bem juntas na plataforma
NanoString. Utilizou-se SVM de 10 reamostragens de 10 vezes para
estimar a precisdo do desempenho do painel do painel NanoString
PanCancer Immune. Embora o painel NanoString tenha demonstrado
desempenho inferior com uma AUC = 0,754 em comparacao com 0,866
obtido com o conjunto de treinamento de microarranjos, com 90% de
sensibilidade, a especificidade ainda era de 37% e selecionou-se um
conjunto de 106 sondas para inclusdo em nosso painel personalizado.
Também adicionam-se 55 sondas adicionais identificadas em nossos
estudos PBMC anteriores como associadas ao diagnostico, resultado
e/lou alteracOes na expressdo de gene pos-resseccdo (11, 13) para
consideracdo em estudos futuros.

[00178] Para avaliar a semelhanca entre a classificacdo usando as
plataformas lllumina e NanoString, 222 amostras de conjuntos de
treinamento que foram executadas em ambas as plataformas usando
as 276 sondas SVM-RFE mais uma vez, levando em consideragao que

as diferencas das sondas e as diferencas nas 2 tecnologias da
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plataforma. Considerando apenas as 276 sondas SVM-RFE,
compararam-se as pontuacdes SVM de validagdo cruzada dessas
amostras usando ambas as plataformas, e observa-se uma correlacao
de Spearman de 0,72 entre plataformas que consideraram-se
suficientes para prosseguir com a avaliagdo de novas amostras.
Testamos 414 amostras no painel NanoString personalizado da sonda
559. Utilizaram-se 142 amostras com lesfes de 8 a 20 mm, que sao a
faixa que compde a populacao de interesse do IPN. As 272 amostras
restantes foram usadas para treinar o modelo. O modelo desenvolvido
neste conjunto de treinamento demonstrou uma AUC de 0,813 e
alcancou uma AUC de 0,820 no conjunto de validacdo (Dados nao
mostrados). Isso confirmou que as abordagens de selecado de genes
foram eficazes.

[00179] Refina-se ainda mais o modelo usando a eliminagao
recursiva de recurso (RFE). A aplicagcao de SVM-RFE ao conjunto de
treinamento revelou que o desempenho do classificador € estavel até
15 sondas NanoString, com o nLNC retornando uma AUC de
treinamento = 0,867 (Figura 2). As AUCs determinadas no conjunto de
validacao independente sdo igualmente estaveis com uma AUC = 0,843
para 15 genes, embora a variabilidade da AUC aumente e a
especificidade a 90% de sensibilidade comece a cair levemente quando
menos de 50 sondas forem usadas na classificagdo. Em uma
modalidade, os 15 ou 50 genes sao selecionados dentre os da Tabela
Il ou Tabela lll.

[00180] Os estudos anteriores sobre a expressédo de gene no RNA
do PBMC coletados em condi¢cdes padronizadas demonstraram que o
sangue periférico ndo apenas contém informacdes para distinguir
nodulos pulmonares malignos dos benignos do pulmé&o, mas também
informacdes correlacionadas com o progndstico. O presente estudo

abordou 2 objetivos 1) a simplificacdo da coleta de amostras e 2) mover
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0 ensaio para uma plataforma clinicamente acessivel. Ao abordar o
primeiro objetivo, implementou-se um método simples e facilmente
padronizado para a coleta de amostras usando os tubos de coleta
PAXgene. Isso permitiu a coleta de amostras nao apenas em centros
universitarios, mas também em centros comunitarios que ndo sao
facilmente incluidos em estudos anteriores. Este estudo piloto
estabelece a viabilidade do uso de RNA de sangue total coletado em
tubos PAXgene para distinguir com precisdo pacientes com noédulos
pulmonares malignos do grande numero de individuos com nodulos
pulmonares benignos detectados pelo crescente nimero de programas
de triagem. A facilidade da coleta de amostras do PAXgene nos permitiu
realizar os grandes estudos necessarios para abordar a diversidade do
cancer de pulmao. Neste estudo, concentramo-nos principalmente em
NSCLC, o céancer de pulmdo mais comum, cancer de estagio inicial
menor e fumantes e ex-fumantes de alto risco.

[00181] O segundo objetivo que tinha sido definido era mover o LNC
da plataforma de descoberta de microarranjos para uma plataforma de
deteccdo mais clinicamente apropriada. A plataforma NanoString
nCounter foi escolhida com base na facilidade de manipulacdo de
amostras e na eliminacéo de muitas das etapas enzimaticas conhecidas
por resultar em vieses e efeitos de lote que encontraram-se no estudo
de PBMC. Além disso, a quantidade de amostra de teste necessaria é
facilmente obtida. Usamos 100 ng de RNA para todos os ensaios de
NanoString aqui relatados, mas também € possivel o minimo de 10 ng.
Descobriu-se que, embora grandes quantidades de RNA sejam
compativeis com a plataforma, o uso da configuracdo de varredura de
sensibilidade mais alta do FOV 550 foi mais eficaz em aumentar o sinal
do que aumentar a quantidade de RNA.

[00182] Também testou-se a estabilidade do painel genético do

NanoString em relacédo aos lotes de reagentes, alteracdes de pessoal e
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fontes de amostras sem detectar efeitos significativos dos lotes.
[00183] Um padrédo universal de RNA humano foi inicialmente
incluido em cada cassete de 12 amostras. Isso foi reduzido para um por
semana para avaliar o desempenho do scanner e do teste. Embora
exigiram-se Numeros de Integridade do RNA (RINs) > 7,5 para nossos
estudos de microarranjo, e embora 0os RINs do PAXgene sejam
rotineiramente > 8,0, também foram capazes de analisar o RNA de
amostras de PAXgene que foram descongeladas e recongeladas em
um defeito no congelador a -80C. Foram avaliadas 5 amostras de RNA
com RINs tdo baixos quanto 3,2. As intensidades gerais do sinal
estavam dentro dos parametros de controle de qualidade NanoString.
Além disso, no caso de problemas de digitalizacdo, os cassetes podem
ser digitalizados novamente dentro de 24 horas, com pouca ou
nenhuma perda de informagbes quando armazenadas, como
recomenda a NanoString.

EXEMPLO 8: PAINEL DE MARCADOR 41 (TABELA IX)

[00184] Com o tabagismo como causa raiz reconhecida, o cancer de
pulm&o continua sendo a principal fonte de mortes relacionadas ao
cancer em todo o mundo. Isso se deve em parte a falta de protocolos
adequados de deteccdo precoce e, em parte, porque 0s sintomas
iniciais s&o muito sutis. A demonstracéo de que a triagem de cancer de
pulmao por tomografia computadorizada de baixa dose (LDCT) reduz a
mortalidade entre fumantes atuais e ex-fumantes (> 55 anos, > 30
macos/ano) (1-3) levou a um aumento geral nos programas de triagem
LDCT (4). Embora o LDCT identifigue noédulos significativamente
menores que as radiografias convencionais, essa capacidade vem com
o desafio de distinguir a pequena porcentagem de nédulos pulmonares
malignos da maioria dos detectados que s&o benignos (3). O National
Lung Screening Trial (NLST) detectou nddulos pulmonares com

diametro 24 mm em 40% dos pacientes examinados, sendo 96,4%
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falso-positivos nas 3 rodadas de triagem (6). Para reduzir esse alto FPR,
a recente classificacao de Lung-RADs (7) e as novas diretrizes do grupo
Fleischner (8) definem a detec¢do de nddulos =26mm como limiar
positivo. No entanto, a tomografia computadorizada positiva permanece
particularmente problematica para essa classe de nédulos pulmonares
indeterminados (IPNs), que variam em tamanho de 6 a 20 mm, para 0s
quais o melhor curso de acao clinica ndo esta bem especificado (6).

[00185] Os estudos anteriores demonstraram que células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) rapidamente purificadas
(dentro de 2 horas) contém dados de expressdo de gene que podem
distinguir nédulos pulmonares benignos de malignos com alta precisao
(9). Este trabalho estabeleceu um novo paradigma no diagndéstico de
nodulos, mostrando que mesmo um cancer em estagio inicial no pulméao
afeta a expressao de gene no PBMC, que é preditivo de malignidade.
No entanto, essa abordagem foi limitada pela necessidade de purificar
rapidamente PBMCs de amostras de sangue, a fim de manter a
consisténcia da amostra e a integridade do RNA. Isso dificultou a coleta
de amostras em ambientes onde o rapido isolamento do PBMC né&o era
possivel, incluindo a maioria das clinicas comunitarias e consultorios
médicos. Além disso, 0S microarranjos, tdo U(teis para o
desenvolvimento do diagndstico, sao tecnicamente complicados e
propensos a variabilidades associadas a lotes de reagentes e processos
enzimaticos, tornando-os menos passiveis de aplicacdes clinicas. A alta
gualidade do RNA necessério para estudos de microarranjo também é
potencialmente problematica para estudos com amostras derivadas de
pacientes (10). O presente estudo retrospectivo/prospectivo procurou
determinar se precisfes semelhantes as obtidas em nossos estudos de
PBMC (9) poderiam ser alcangadas com RNA de sangue total coletado
em tubos PAXgene™ estabilizadores de RNA. O RNA do PAXgene é

estabilizado no momento da coleta, fixando imediatamente os padroes

Peti¢c&o 870200099807, de 10/08/2020, pag. 97/146



94/116

de expressao de gene. O RNA é estavel a 15-25°C por 5 dias e a -20 a
-70°C por 8 anos. Isso permite que as amostras sejam coletadas em
qualquer ambiente clinico em que o0 sangue seja coletado sem a
necessidade de equipamento especial para armazenamento ou
purificacdo de células (11-13) e permite que as amostras sejam
transferidas para uma instalagdo central para testes, tao rotineiramente
guanto com outros testes de sangue. Além disso, o armazenamento a
longo prazo sem perda da integridade do RNA torna o sistema
adequado para analises retrospectivas. Também perguntou-se se uma
assinatura PAXgene desenvolvida em microarranjos lllumina poderia
ser transferida para a plataforma NanoString nCounter ja aprovada pela
FDA para o teste de progndstico Prosigna™ para cancer de mama (14)
e mais recentemente usada para desenvolver um teste de nivel clinico
que prediz resposta clinica ao bloqueio de ponto de verificacdo de PD-
1. Atualmente, esse ensaio PD-1 esta sendo avaliado em ensaios
clinicos em andamento com pembrolizumabe (15). Como os ensaios de
NanoString néo incluem reacfes enzimaticas ou etapas de
amplificacdo, o sistema evita possiveis efeitos de lote de reagentes e
vieses de PCR, enquanto diminui as oportunidades de contaminacao
cruzada, minimizando o0 manuseio da amostra. Embora tenha
reconhecido que um perfil de expressdo de gene do sangue total seria
de maior complexidade e poderia resultar potencialmente em uma
reducdo de importantes sinais de diagnostico, havia também a
perspectiva de que tipos de células adicionais importantes pudessem
contribuir para o desempenho do classificador.

[00186] Atualmente, relatou-se que a expressao de gene no sangue
total, coletada usando tubos de estabilizacdo de RNA PAXgene, pode
distinguir nédulos pulmonares benignos de malignos detectados por
LDCT com alta precisédo na validacao independente e também relatou-

se a transicdo bem-sucedida desse classificador de nodulos

Peti¢c&o 870200099807, de 10/08/2020, pag. 98/146



95/116

pulmonares da plataforma de desenvolvimento de microarranjos para a
plataforma NanoString nCounter™.

Projeto do estudo

[00187]

todos os estudos esta resumido na Fig. 3. Um total de 821 amostras de

O processo de selecéo e validacdo de biomarcadores em

pacientes com noédulos pulmonares malignos (MN) e benignos (BN)
foram analisadas em 3 plataformas: microarranjos lllumina, painel
NanoString Pan Cancer Immune (PCIl) e finalmente um painel
personalizado NanoString personalizado., Dados de Microarranjo de
264 amostras de pacientes (Tabela VIII, Tabela XIIl) de 4 locais clinicos
foram usadas para o desenvolvimento do modelo de microarranjo. As
estimativas de desempenho foram baseadas em um conjunto de
validacdo independente de 51 amostras. Além disso, 220 amostras,
incluindo 201 das 264 amostras de microarranjos, foram analisadas na
plataforma NanoString PCI para selecionar biomarcadores adicionais a
serem incluidos no painel NanoString personalizado. Amostras de um
5°local de coleta ndo incluidas no processo de selecdo de
biomarcadores foram analisadas apenas na plataforma NanoString
personalizada. O nPNC final foi desenvolvido com base nos dados
gerados no painel Nanostring personalizado usando 583 amostras de
treinamento (incluindo 215 amostras usadas originalmente no conjunto
de treinamento de microarranjos e 368 amostras (70%) nunca usadas
para a selecao de biomarcadores) e validadas usando um conjunto de

158 amostras independentes nunca envolvidas na selecéo da sonda.

Tabela XIII
lllumina lllumina lllumina llumina
Conjunto de Treinamento Treinamento Validacao
treinamento | Subconjunto A | Subconjunto B
Completo
Categoria MN BN MN BN MN BN MN BN
Total N 143 140 71 73 60 60 33 18
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Género

Masculino 81 70 38 38 35 30 24 11

Feminino 62 70 23 35 25 20

Desconhecido 0 0 0

Idade 67+7| 65+ |66+7 | 64+ |67+7 | 66+ | 72+ | 64+

Raca

Negra 20 17 14 5 5 12 3 2

Branca 117 120 54 67 53 46 30 15

Outras 6 3 3 1 2 2 0 1

Fumante

Atual 35 51 29 28 13 19 8 6

Anterior 99 34 48 42 42 39 23 10

Nunca 2 1

Desconhecido 0 1 1

Macos Anos 40+ | 38+ 39+ | 38+ | 40+ | 38+ | 36+ | 41+
22 14 17 14 27 15 19 21

Lesdo, mm 22+9 | 8+6 | 22+8 | 8+2 | 25+ 14+ | 17+ | 15+

12 4

Estaqgio do

cancer

I 98 (69%) 55 (77%) 32 (53%) 33 (100%)

Il 24 (17%) 16 (23%) 7 (12%) 0

1] 7 (5%) 0 7 (12%) 0

\ 9 (6%) 0 9 (13%) 0

Desconhecido 5 (3%) 0 5 (8%) 0

Local Clinica

HFGCC 70 23 35 11 33 11 14 1

NYU 29 79 11 44 11 29 15 8

Temple 2 11 2 3 0 8 0 1

UPenn 42 27 23 15 16 12 4 8

Mediano +/- IQR sao dados para valores continuos, p-valores indicam significancia
de comparacéo entre grupo BN ou MN

Populacéo do estudo

[00188]
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incidentais com um LDCT positivo em 5 locais clinicos, incluindo o Helen
F. Graham Cancer Center, o Hospital da Universidade da Pensilvania,
o Roswell Park Comprehensive Cancer Center, o Temple University
Hospital e os sujeitos do New York University Langone Medical Center.
Os sujeitos da NYU incluiram pacientes recrutados como parte de um
programa de triagem pulmonar da EDRN na NYU. O estudo foi
aprovado pelo IRB em cada local participante e conduzido de acordo
com o0s principios expressos na Declaracdo de Helsinque. Todos os
participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
antes de serem inscritos. A populacdo do estudo era principalmente
fumantes e ex-fumantes, com idade > 50 anos, com > 20 macos/ano de
historico de tabagismo e sem cancer prévio nos ultimos 5 anos (exceto
para cancer de pele ndo melanoma). Os nodulos foram confirmados
como malignos (MN) ou benignos (BN) por imageamento repetido ou
por diagnoéstico patolégico por broncoscopia, biopsia e/ou resseccao
pulmonar. Além disso, > 97% dos nddulos benignos tiveram quatro ou
mais anos de acompanhamento e o restante, dois ou mais anos no
momento da andlise. As amostras associadas aos MNs foram coletadas
dentro de 3 meses apos o diagnostico definitivo ou antes de qualquer
procedimento invasivo, incluindo cirurgia curativa. Descobriu-se que um
pequeno numero de participantes nunca foi fumante apos o teste. O
efeito no desempenho do classificador ao incluir essas amostras foi
avaliado. Nos casos em que multiplos nddulos estavam presentes, foi
relatado o didmetro do maior nodulo.

Purificacdo de RNA, Avaliacédo da Qualidade e Microarranjos

[00189] Cada local de coleta foi fornecido com um protocolo padréo
para coleta e armazenamento de amostras, conforme especificado por
Preanalytix (https://www.preanalytix.com/products/blood/rna para o
tubo de RNA do sangue PAXgene (IVD)). As amostras foram

armazenadas no local e depois transferidas a granel durante a noite em
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gelo seco, ou foram transferidas para a Wistar por correio no dia da
coleta e armazenadas a -70C até o processamento. O RNA total foi
isolado usando o kit PAXgene miRNA (Qiagen), para capturar miRNAs
e mMRNAs. As amostras foram quantificadas com o espectrofotometro
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) e analisadas quanto a
integridade do RNA no Agilent 2100 BioAnalyzer. Os rendimentos
meédios de RNA foram de 3 ug/2,5 ml de sangue e, em média, os
nameros de RIN sdo > 8. Apenas amostras com numeros de integridade
do RNA (RIN) > 7,5 foram usadas para os estudos de microarranjo. Uma
guantidade constante (100 ng) de RNA total foi amplificada (aRNA)
usando o kit de amplificacdo de RNA aprovado pela lllumina (Epicenter)
e hibridada com os arranjos humanos de esferas gendmicas inteiras
Human-HT12 v4. Os microarranjos foram processados em conjuntos de
48 para minimizar os potenciais efeitos de lote.

Condicdes de ensaio NanoString

[00190] A hibridizagdo NanoString foi realizada por constantes 19
(dentro das 12 a 25 horas recomendadas) horas a 65°C. O
processamento poés-hibridacdo na Estacdo de Preparacdo nCounter
usou as configuracdes padrao. O parametro de varredura do cassete foi
definido como alto (555 FOV). A configuracdo 555 FOV aumenta
significativamente o sinal geral. (Dados ndo mostrados). Todos o0s
ensaios foram realizados usando esta configuracéo. O tamanho padréo
da amostra era de 100 ng, uma quantidade que esperavamos ter em
todas as amostras. Encontramos estabilidade do ensaio em varias
repeticdes da amostra de controle de RNA humano universal (UHR).
(Dados nédo mostrados). Variacoes inferiores a 5% foram observadas
para a maioria das sondas de genes com 50 ou mais contagens
detectadas. Verificou-se que, embora a maioria dos numeros de RIN da
amostra estivesse acima de 8, mesmo as amostras com RINs < 3

atendiam a todas as 4 medidas de qualidade da NanoString, suportando
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o utilitario de plataformas com amostras de RNA degradadas. Né&o
encontramos impacto significativo nos perfis gerais de expressédo do
RNA degradado. (Dados ndo mostrados).

Analise dos Dados

[00191] Microarranjos: Os dados de expressao bruta de microarranjo
foram exportados para analise usando o software Genome Studio. Os
dados brutos foram normalizados em quantis e em escala log»-. Genes
com valores médios de expressao 22X os niveis de fundo foram usados
para desenvolver o PNC usando SVM-RFE e validacdo cruzada de 10
reamostragens de 10 vezes (veja detalhes abaixo). As sondas mais bem
classificadas (contagem de Borda) que mais distinguiram os nddulos
malignos de benignos foram selecionadas como candidatas ao painel
personalizado do NanoString. O conjunto de treinamento SVM também
foi estratificado no subconjunto A, que contém nddulos menores e
canceres nos estagios | e Il, e no subconjunto B, que continha nédulos
malignos e benignos, balanceados para o tamanho da lesdo (Tabela
Suplementar Sl). As analises adicionais dos conjuntos A e B
consideraram classe de nodulos isoladamente (MN ou BN) ou classe de
amostra mais local de coleta como fatores em um modelo de regressao
linear para cada expressao de gene observada. Isso resultou em 6
modelos de regresséo diferentes e dois conjuntos adicionais de genes
foram selecionados nessas andlises para inclusdo no modelo
NanoString com base nos seguintes parametros: (i) 59 genes com um
valor p minimo nas comparacdes usando o limiar de valor p <10 e (i)
76 genes com um coeficiente de regressao maximo b>log>(1,2) no valor
de p <0,01. Os genes de manutencéo (HK) foram selecionados a partir
de um pool candidato de genes bem expressos (> 5X background) com
coeficientes de variagcdo (CV) para a expressao absoluta e log2 em
escala menor que 20% e 2,5%, respectivamente. Finalmente, 20 genes

candidatos HK foram selecionados: os 12 genes candidatos HK com
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menos CV e 8 genes candidatos que se sobrepuseram as sondas
NanoString HK existentes.

[00192] NanoString: A correcao de fundo foi realizada nas amostras
do NanoString PanCancer Immune Panel subtraindo a média
geométrica das contagens de controles negativos. As contagens da
amostra foram normalizadas escalonando todos os valores pelas razées
da média geométrica dos controles da amostra para a média geométrica
geral das contagens dos genes de controle em todas as amostras. Isso
foi feito tanto para controles positivos de pico quanto para genes de
manutencao. O painel personalizado do NanoString foi quantilizado e as
diferencas de lote do conjunto de cddigos NanoString foram corrigidas
usando as razdes de expressao das amostras replicadas entre o0s
conjuntos de coédigos, conforme recomendacdo da NanoString. Os
escores Z foram calculados a partir dos valores finais das contagens
personalizadas do painel e usados como entradas para SVM-RFE.
[00193] Analise de dados SVM-RFE: A classificacdo supervisionada
usando Maquina de Vetor de Suporte de nucleo linear (SVM) com
eliminacéo recursiva de recursos (RFE) (16) foi usada para analisar um
conjunto de dados de expressdo de gene transformada com escore z
para desenvolver o classificador de microarranjos com base em um
conjunto de treinamento que possa distinguir as classes de pacientes
MN e BN. Um conjunto equilibrado de casos e controles foi usado no
desenvolvimento de classificadores, ja que foi demonstrado que a SVM
exige uma entrada equilibrada para o desenvolvimento dos
classificadores mais precisos (17). A validacdo independente que testa
a validade do classificador desenvolvido no treinamento em um
conjunto de amostras completamente novo € cega para a identificacédo
de amostras como casos ou controles. Como descrito anteriormente (9),
empregou-se uma abordagem de validacao cruzada de 10 vezes, com

vezes reamostradas 10 vezes (100 modelos de divisado de treinamento
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- teste). Para cada divisdo dos dados de microarranjo, as 1000 sondas
principais classificadas por valor-p (teste t bicaudal em 9 vezes) foram
selecionadas e a SVM de nucleo linear foi treinada em 9 vezes e testada
na dobra restante. Cada iteracdo de RFE eliminou 10% dos recursos
com o menor peso absoluto do modelo, em cada rodada, conforme
descrito por Guy on et al (16). Uma Unica eliminacdo de recurso por
iteracdo SVM foi usada para andlise de dados do NanoString. Os
escores meédios finais foram calculados da seguinte forma. A pontuacgéo
final para qualquer amostra em um conjunto de treinamento é calculada
como uma média entre as pontuacdes geradas para essa amostra em
todas as vezes de teste (10 dessas vezes entre todas as 100 divisdes).
A pontuacéo final para qualquer amostra independente em um conjunto
de validacéo é calculada como uma média entre todos os 100 modelos
de divisdo. Cada amostra € entdo atribuida a uma classe usando os
escores médios finais e um limiar de pontuacéo determinado a partir do
conjunto de treinamento (O para preciséo imparcial, ou em um limiar fixo
correspondente a 90% de sensibilidade) e a sensibilidade,
especificidade e precisédo foram calculadas. As sondas classificadas em
todas as 100 divis6es foram combinadas de acordo com o procedimento
a seguir, com base no método de contagem de Borda. Em cada lista

classificada n, a cada gene i foi atribuida uma pontuacéo: onde ri, é a

BN MR R raa

-L-

&
TRt i1

classificacdo do gene i na lista n. Um escore final FS para cada
gene i foi calculado pela soma dos escores do gene i em todas as 100
listas:

Os escores finais resultantes para cada gene foram usados para atribuir

[Li.
F3; = LW s L . e
sua classificacdo no classificador. A classificacao

final das sondas foi produzida usando todas as 741 amostras

NanoString disponiveis.
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[00194] O numero ideal de sondas para dados de microarranjos foi
determinado como o nimero minimo de sondas que mantinham uma
ROC-AUC dentro de 1% da ROC-AUC alcancada pelo SVM com as
1000 principais sondas genéticas. Para o painel personalizado
NanoString, o numero ideal de genes foi escolhido determinando o
ponto em que a remocao de genes/sondas adicionais resultou em um
declinio no desempenho da classificacdo. O desempenho foi avaliado
pela determinacdo da ROC-AUC ap0s a remocao de cada gene usando
a média movel com um tamanho de janela de suavizacdo de 5. O
namero da sonda em que o ROC-AUC estava no maximo foi
selecionado como o classificador ideal final.

Resultados

Teste para uma assinatura genética relacionada ao cancer de pulmao
usando RNA de sangue periférico

[00195] As caracteristicas demograficas dos 315 pacientes utilizados
para desenvolver e validar a assinatura do cancer de pulmé&o por
microarranjo sdo mostradas na Tabela VIII. As amostras utilizadas para
a construcdo do modelo foram principalmente o NSCLC em estagio
inicial, com canceres em Estagio | + Il, compreendendo 84% da
populacdo do conjunto de treinamento e 100% dos canceres no
conjunto de validagcéo independente sendo o Estagio I.

[00196] A expresséo de gene de 264 amostras (Tabela VIII, conjunto
de Treinamento lllumina) foi usada para selecionar a assinatura
genética do microarranjo que distinguia com mais precisdo os nédulos
pulmonares malignos dos benignos do pulmé&o usando SVM-RFE (9,
16). A precisdo da classificacdo foi estavel em uma ampla faixa de
nameros de sondas (Fig. 7A) e um painel das 1000 sondas com
classificacdo mais alta alcancou uma ROC-AUC de 0,878. Como o
desempenho diminuiu lentamente com a eliminacdao de sondas de

classificacdo mais baixa, selecionou-se 0 menor niumero de sondas que
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mantinham uma ROC-AUC dentro de 1% dos 0,878 alcancados pelas
1000 sondas genéticas SVM superiores. Identificaram-se 311 sondas
gue retornaram uma AUC de 0,866 (IC 95%: 0,824-0,910) no conjunto
de treinamento (sensibilidade 77,9%, especificidade 74,4%). O
desempenho foi bem mantido na validacdo independente (Tabela VIII,
Validacéo lllumina), atingindo uma AUC de 0,847 (IC 95%: 0,742-0,951)
(sensibilidade 72,7%, especificidade 88,9%), semelhante ao
desempenho do conjunto de treinamento (Fig. 7B-C). Essa precisao de
previsdo demonstrada é semelhante a do classificador de 29 genes
relatado em nosso estudo purificado de PBMC (9) e indica que a
presenca de cancer no pulméo também pode ser detectada no RNA do
sangue coletado do PAXgene com um valor igual e, em alguns casos,
melhor desempenho. E importante ressaltar que o desempenho é
mantido a medida que o nimero de sondas € reduzido (Fig. 7A-B),
indicando que uma assinatura robusta € mantida em diferentes nimeros
de genes.

Transicao do PNC de microarranjos para a plataforma NanoString
[00197] Tendo verificado que a expressao de mRNA de amostras de
PAXgene pode distinguir nddulos pulmonares malignos de benignos,
desenvolveu-se uma estratégia para fazer a transicdo do classificador
de ndédulos pulmonares (PNC) baseado em microarranjo para a
plataforma NanoString nCounter (14). Como era dificil saber, a priori,
como as medidas de expressdo de microarranjos se replicariam na
plataforma NanoString, projetamos o painel personalizado para conter
redundéancia suficiente para reduzir as diferengcas de plataforma.
Incluimos os 300 biomarcadores mais bem classificados do painel
genético da Illumina identificados pela analise SVM-RFE. Também foi
incluido um conjunto adicional de 59 marcadores que representam as
sondas expressas diferencialmente mais significativamente com valor

de p <10* e 79 sondas que exibiram a maior alteracdo na expressao
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entre os grupos MN e BN, mantendo o valor de p 0,01. Também foi
adicionado um conjunto de 20 genes de manutencdo (HK) com a
expressdo mais consistente nos microarranjos (consulte Métodos e
Materiais). Como as amostras de mRNA a serem processadas na
plataforma NanoString ndo foram submetidas a transcricdo reversa e a
amplificacdo por PCR, estavamos preocupados com o fato de que
algumas das sondas de microarranjo selecionadas pudessem ser
expressas em niveis muito baixos para deteccdo sem amplificacéo.
Para estabelecer critérios de desempenho, analisou-se 220 das
amostras de mRNA com o painel NanoString PanCancer Immune (PCI)
(cat. XT-CSO-HIP1-12) (115 MN, 105 BN). Embora as sondas reais néao
fossem idénticas as sondas lllumina, 755 dos 770 genes representados
no painel PCl também foram representados na plataforma de
microarranjos. Este estudo nos permitiu correlacionar niveis detectaveis
de expressdo de gene entre as 2 plataformas, fornecendo uma
estimativa dos niveis de expressdo que poderiam ser detectados de
maneira robusta em ambas as plataformas. Os resultados sugeriram
que as sondas detectadas em 2X o0s niveis de segundo plano em
microarranjos foram robustamente detectadas na plataforma
NanoString.

[00198] Os dados de PCIl também foram analisados usando SVM-
RFE com validacédo cruzada de 10 vezes e 10 amostras e, embora o
painel PCIl tenha demonstrado apenas uma ROC-AUC = 0,754 em
comparacdo aos 0,866 alcancados com os microarranjos (Fig. 7D),
selecionaram-se 106 das sondas PCI mais discriminatorias para
inclusdo em nosso painel personalizado. Também foram adicionadas 55
sondas para genes identificados como associados ao resultado nos
estudos de microarranjos de PBMC (18, 19), aumentando o namero
para 619 sondas em potencial para o painel personalizado NanoString.

A Fig. 12 resume as fontes da lista final dos biomarcadores candidatos
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selecionados para o painel NanoString personalizado. As sondas
NanoString foram entdo projetadas para atingir as mesmas regides de
transcriptoma ou localizacdes proximas das que sao direcionadas pelas
sondas de microarranjo Illlumina sempre que possivel. As sondas que
atendiam aos critérios de controle de qualidade NanoString foram
projetadas com sucesso para 559 dos 619 biomarcadores selecionados
(dados n&o mostrados).

Desenvolvimento, refino e validacdo do classificador de nodulos
pulmonares NanoString

[00199] Primeiro, avaliamos quao bem as exatiddes de classificacao
foram mantidas entre as plataformas lllumina e NanoString, analisando
novamente 199 das amostras do conjunto de treinamento de
microarranjos. Para a comparacao das precisbes de classificacéo,
usamos apenas 0s 276 biomarcadores de microarranjos que foram
projetados com sucesso como sondas NanoString. Observou-se uma
correlacédo de Spearman rho = 0,73 (valor de p < 10?) para os escores
de classificacdo da amostra entre as 2 plataformas (Fig. 8A). A ROC-
AUC baseada nas 276 sondas foi de 0,881 para os microarranjos e
0,838 para NanoString (Fig. 8B), indicando que a transicdao da
plataforma foi bem-sucedida.

[00200] Para realizar uma avaliagdo imparcial do desempenho do
painel personalizado, analisou-se um total de 741 amostras de
pacientes, incluindo amostras de um novo 5° local de coleta. O conjunto
final de treinamento de nPNC de 583 amostras e a validacéo de 158
amostras apresentaram numeros balanceados de amostras de MN e BN
(Tabela Xl) para fornecer as melhores condi¢des para a selecdo de um
classificador com boa sensibilidade e especificidade (17).

Tabela XI - Dados demograficos das amostras analisadas com o painel
personalizado NanoString. A mediana + IQR é dada para valores

continuos, os valores de p indicam significancia da comparacao entre
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NanosString Classificador de

Nédulo de Pulméo

Conjunto de Treinamento

NanosString Classificador de

Nédulo de Pulméo

Conjunto de Validacédo

Categoria | Nédulos Nédulos Valor p Nédulos Nédulos Valor p
Malignos | Benignos Malignos | Benignos
Total N 290 293 74 84
Sexo
Masculino | 155 (53%) | 145 (49%) 45 (61%) | 44 (52%)
Feminino | 135 (47%) | 146 (50%) | 0,2530 | 29 (39%) | 38 (45%) | 0,2728
Desconhecido 0 (0%) 2 (1%) 0 (0%) 2 (2%)
Idade 68 +6 62 +6 3x10-1° 69 +7 65 +7 0,0097
Raca
Negra | 34 (12%) 20 (7%) 5 (7%) 10 (12%)
Outras | 35(12%) | 17 (6%) | 0,0020 | 8(11%) | 10(12%) | 0,5134
Branca | 221 (76%) | 256 (87%) 61 (82%) | 64 (76%)
Fumante
Atual | 73 (25%) | 110 (36%) 23 (31%) | 22 (26%)
Anterior | 196 (68%) | 170 (58%) | 0,0124 | 45 (61%) | 54 (64%) | 0,8895
Novo | 15 (5%) 11 (4%) 5 (7%) 6 (7%)
Desconhecido 4 (1%) 2 (1%) 1 (1%) 2 (2%)
Macos Anos | 40+ 20 38+13 0,6066 42 +19 42 + 15 0,5767
Tamanho | 22+ 10 8+4 4x 1017 18+ 6 7+4 6 x 1010
lesdo, mm
Estagio do
Céncer
| | 173 (60%) 47 (64%)
| 41 (14%) 9 (12%)
N | 49 (17%) 10 (14%)
V| 1(1%) 1 (1%)
Desconhecido | 23 (19%) 7 (9%)
Local®
HFGCC | 146 (50%) | 49 (17%) 37 (50%) | 15 (18%)
NYU | 74 (26%) | 198 (68%) 24 (32%) | 62 (74%)
Roswell-Park | 11 (4%) | 13(4%) | 6x1020 | 7 (9%) 6 (7%) 2x 10
Temple | 3 (1%) 11 (4%) 0 (0%) 0 (0%)
UPenn | 56 (19%) | 22 (8%) 6 (8%) 1 (1%)
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[00201] O modelo de classificacdo usando todas as 559 sondas
demonstrou uma ROC-AUC de 0,833 (95% CI: 0,799-0,864) no conjunto
de treinamento e ROC-AUC de 0,826 (95% CI: 0,760-0,891) no conjunto
de validacdo independente (Fig. 4A). O desempenho do conjunto de
treinamento permaneceu estavel durante o processo de eliminacéo
recursiva do recurso (Fig. 9A). Conjuntos de sondas de diminuicéo
incremental alcancaram ROC-AUCs semelhantes (Fig. 2B-D, Fig. 9B).
Sensibilidades, especificidades e valores preditivos positivos e
negativos (VPP, VPN) também sdo semelhantes nos conjuntos de
treinamento e validacao (Tabela XIlI).

Tabela Xl - Desempenho da classificacdo usando diferentes numeros

de sondas
Sondas N
Conj. | Métrica de 559 100 41 6
Desempenho
Sensibilidade 76,5% 73,4% 74, 7% 73, 7%
Especificidade 76,6% 73,8% 74,8% 73,4%
Precisao 75,8% 74,6% 74,3% 73,6%
ROC-AUC 0,833 0,825 0,834 0,800
8 ROC-AUC 95% 0,799- 0,790- 0,800- 0,765-
GE) Cl 0,864 0,857 0,865 0,836
]
§= Especificidade a 53,2% 52,9% 51,9% 45,1%
]
= 90% de
Sensibilidade
Valor Preditivo 0,056 0,049 0,052 0,048
Positivo (PPV)?2
Valor Preditivo 0,994 0,993 0,994 0,993
Positivo (NPV)?
Sensibilidade 67,6% 67,6% 68,9% 52, 7%
Especificidade 83,3% 83,3% 82,1% 85,7%
2 Precisao 75,9% 75,9% 75,9% 70,3%
On
i ROC-AUC 0,826 0,817 0,825 0,782
§ ROC-AUC 95% 0,760- 0,749- 0,759- 0,709-
Cl 0,891 0,885 0,890 0,855
Especificidade a 46,4% 36,9% 51,2% 32,1%
90% de
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Sensibilidade

Valor Preditivo 0,069 0,069 0,066 0,063
Positivo (PPV)?2

Valor Preditivo 0,993 0,993 0,993 0,990
Positivo (NPV)?

a Calculado usando prevaléncia de 1,8% de cancer de pulmao observado no Ensaio

de Triagem de Pulm&o Nacional (NLST)

[00202] Enquanto o classificador da sonda 41 (Tabela 1X) alcancou
uma AUC de 0,834 (IC 95%: 0,800- 0,865) para treinamento e 0,825 (IC
95%: 0,759-0,890) para a validacao independente (Fig. 4C), mesmo
usando o minimo de 6 sondas mantiveram a ROC-AUC acima de 0,8,
embora haja uma ligeira queda no desempenho do conjunto de
validacéo (Fig. 4D).

[00203] A assinatura ideal de 41 genes (Tabela 1X) apresentou
sensibilidade e especificidade imparcial de 68,1% e 82,1%,
respectivamente. Atingiu uma especificidade de 51%, com uma
sensibilidade de 90%, tanto para treinamento quanto para validacao,
com valores de VPN e VPP de 0,99 e 0,0066, respectivamente, para a
validacao independente. O classificador detectou canceres com 64% de
sensibilidade para o Estagio | e 70% para canceres de estagio posterior.
As probabilidades de malignidade em uma variedade de classificagdes
de nPNC séo mostradas na Fig. 4E. Cabe ressaltar que um pequeno
namero de individuos com nddulos pulmonares malignos ou benignos
sem historico de tabagismo foram incluidos na analise. A remocéao
desses sujeitos do estudo ndo alterou o desempenho da validacédo da
AUC para o classificador de 41 sondas (diferenca de AUC de 0,001) ou
o classificador completo de 559 sondas (diferenca de AUC de 0,010). A
adicdo de idade, sexo, raca e histérico de tabagismo como fatores
adicionais néo teve impacto na classificagao que produz ROC-AUC de
0,837 em comparacao com 0,840 quando apenas a expressao de gene

foi usada.
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O classificador nPNC supera os modelos clinicos existentes

[00204] Focando no classificador de 41 painéis de biomarcadores,
comparou-se o desempenho de nPNC em todas as amostras na faixa
de tamanho de dificil avaliacdo de 6 a 20 mm com o desempenho
de trés algoritmos clinicos, a Universidade Brock desenvolveu em uma
populacédo de alto risco (20, 21 ) e os modelos da Clinica Mayo (22) e
VA (23) desenvolvidos usando dados de uma populacdo de ndédulos
mais incidentais. Esses algoritmos avaliam o risco de cancer de um
nédulo pulmonar com base em uma variedade de parametros
demograficos e patoldgicos, incluindo o tamanho e a localizacdo do
nodulo (Fig. 5A). O nPNC supera todos os 3 modelos clinicos em
nodulos na faixa de 6 a 20 mm de diametro. Como o tamanho do nédulo
€ um fator de risco bem aceito incluido em cada um dos modelos
clinicos, também demonstrou-se uma precisdo aumentada da
classificacdo em comparacao com uma classificagcao que utiliza apenas
tamanho para as amostras na faixa de 6 a 20 mm (Fig. 5B).
Desempenho do classificador para diferentes faixas de tamanho de
nédulos

[00205] Como o tamanho dos nédulos é um fator de risco importante
e a definicdo de NIPs ndo esta muito bem definida (6) com as mudancas
nas diretrizes, examinou-se 0 desempenho ao comparar noédulos
pulmonares malignos e benignos que foram semelhantes em faixas de
tamanho. Calculou-se o desempenho do classificador de 41 sondas nas
varias faixas de tamanho de nddulos usando limiares positivos iniciais
de 4 mm do estudo NLST (24) 6 mm e 8 mm, conforme discutido nos
relatorios recentes da Fleischner Society (8) e do Lung Rads (7), bem
como um limiar de linha de base de 10 mm. As ROC-AUCs e as
especificidades quando a sensibilidade € mantida em um desempenho
de 90% foram calculadas para todas as faixas possiveis dos limiares

selecionados para os conjuntos de treinamento e validacao
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independentes (Fig. 6). No geral, o desempenho do conjunto de
treinamento e validacéo foi altamente conservado em todas as faixas de
tamanho, exceto quando apenas algumas amostras do conjunto de
validagcéo se enquadram em uma faixa de tamanho especifica, como é
evidente no conjunto de validacdo menor. O nPNC da sonda 41 tem um
desempenho particularmente bom na validacdo independente com
nédulos na faixa de dificil diagnostico de 8 a 14 mm, atingindo uma
especificidade de 64% com sensibilidade de 90%, embora a
especificidade caia para 48% no conjunto maior de dados combinados.
Se 4 mm ou 6 mm sdo usados como limiar para uma tela positiva, n0sso
classificador demonstra sua utilidade na classificacdo de IPNs,
executando bem em todas as faixas com uma ROC-AUC de 0,83 e 0,81
respectivamente no conjunto de dados combinado e um limiar de 8 mm
apenas reduz a AUC para 0,80. As especificidades com 90% de
sensibilidade sdo igualmente estaveis e sao calculadas como 0,50, 0,46
e 0,48 para 4, 6 e 8 mm, respectivamente.

Discussao

[00206] Os beneficios gerais dos programas de triagem de cancer de
pulmao usando LDCT séao evidentes no aumento relatado de 20% na
sobrevida dos pacientes. No entanto, esse sucesso vem com O
problema associado de como avaliar o grande numero de IPNs
principalmente benignos sendo detectados e a preocupacao com o
excesso de gerenciamento (25). A recente avaliacdo Lung-RADs
também sugeriu que a implementacdo de um limiar de triagem positivo
de 6-7 mm, em vez dos 4 mm utilizados no estudo NLST, pode ser mais
apropriada no gerenciamento dos resultados da Triagem do Cancer de
Pulmao (7) e que essa mudanca reduziria a magnitude do problema do
IPN com um efeito minimo no atendimento ao paciente (8). Mesmo com
as novas diretrizes, o potencial de gerenciamento excessivo dos

estimados 1,6 milhdes de nodulos pulmonares detectados a cada ano
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nos EUA continua sendo um desafio significativo, particularmente para
nodulos = 6 mm e menos de < 20 mm, onde o risco de malignidade pode
variar de ~ 8 a 64% (26). O desenvolvimento de abordagens néo
invasivas alternativas para avaliar esses IPNs de maneira clinicamente
significativa € um objetivo importante na medicina pulmonar.

[00207] A maioria das abordagens ndo invasivas de deteccao
precoce dependeu da identificacdo de acidos nucleicos, anticorpos ou
proteinas derivados de tumores presentes no sangue, plasma, soro ou
escarro (27-29), com a ressalva de que esses analitos séao
frequentemente raros na presenca de canceres menores em estagio
inicial, mais propensos a cirurgia curativa e que agora estao sendo mais
facilmente detectados por LDCT. Estudos adicionais que evitaram esse
problema combinaram a broncoscopia com a expressao de gene em
células epiteliais das vias aéreas normais ou com a expressao de gene
associada a escovacédo nasal. Essa abordagem é baseada no conceito
de "cancerizagcdo de campo", pelo qual o tumor induz alteragcdes na
expressdo de gene no trato respiratorio ndo envolvido, que diferem com
a presenca de um nddulo pulmonar maligno ou benigno. Essas
abordagens funcionam bem para nédulos que podem ser acessados por
broncoscopia (27, 30, 31), mas s&o menos eficazes com IPNs menores
que também representam uma grande preocupacao de gerenciamento.
[00208] Mostrou-se anteriormente que uma lesdo maligna no pulméo
pode estender sua influéncia além do campo do cancer pulmonar para
0 sangue periférico, uma vez que a expressao de gene no RNA derivado
de PBMC distingue de forma eficaz os nodulos pulmonares malignos
dos benignos (9). A existéncia desse efeito extra-pulmonar é apoiada
por relatos iniciais de modelos de camundongos para cancer de pulméo,
demonstrando que fatores soluveis produzidos por lesdes pré-malignas
no pulméo influenciaram a expressdo de marcadores de ativacéo

especificos em macrofagos da medula 6ssea e que esse efeito foi
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aprimorado com progresséo de tumor (32-34). Embora os estudos de
PBMC tenham fornecido uma prova importante do comprometimento
extra pulmonar, a necessidade de uma rapida purificacdo das amostras
de PBMC para estabilizar os perfis transcricionais foi um obstaculo a
expansdo para locais de coleta fora dos ambientes académicos e ao
desenvolvimento de uma robusta plataforma clinica. Agora demonstrou-
se que o RNA do sangue total, facilmente coletado em tubos de
estabilizacdo de RNA do PAXgene, também pode ser extraido para
obter informacfes de expressao de gene que distingam os nddulos
pulmonares malignos dos benignos do pulm&o. Esse sistema de coleta
de sangue minimamente invasivo de 2,5 ml permite que as amostras
sejam coletadas ndo apenas nos principais centros médicos, mas onde
guer que o sangue seja rotineiramente coletado. A estabilidade do RNA
em temperatura ambiente por 5 dias significa que nenhum sistema de
armazenamento especial é necessario para manter a integridade da
amostra, facilitando a coleta de amostras e a subsequente transferéncia
para uma instalacao central de testes, mesmo a partir de locais remotos.
A qualidade do RNA o torna passivel de andlise em uma ampla
variedade de plataformas, incluindo uma variedade de plataformas de
segquenciamento que requerem RNA de alta qualidade.

[00209] Testou-se a utilidade do sistema de coleta PAXgene usando
amostras coletadas em 4 centros pulmonares académicos e em um
hospital comunitario. As amostras foram coletadas armazenadas e
transferidas a granel ou diariamente, depois transferidas pelo correio
para 0 nosso local de teste para armazenamento e processamento final
sem nenhum efeito detectavel no desempenho da plataforma.
Construiu-se o modelo de diagnéstico a partir da expressao de gene
global testada em microarranjos lllumina com canceres que eram
principalmente de Estagio | (69%) e Il (17%) e nédulos que variavam em

tamanho desde a medic&o do limiar de 4 mm do estudo NLST até 20
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mm, abrangendo a faixa de risco de malignidade de <1% a 64% (8). E
importante ressaltar que o classificador de microarranjos PAXgene
manteve uma ROC-AUC de 0,847 (IC 95%: 0,742-0,951) em validagao
independente, quase idéntica ao do conjunto de treinamento usado para
o desenvolvimento do classificador. Em muitos estudos, a precisao do
conjunto de validacdo diminuiu um pouco, sugerindo que o modelo
usado para o desenvolvimento do classificador ndo era grande o
suficiente para capturar adequadamente a diversidade potencial de
sujeitos (9, 35, 36). Avancando da plataforma de desenvolvimento de
microarranjos, fizemos a transicdo com sucesso do classificador de
nodulos para a plataforma NanoString nCounter. A plataforma nCounter
requer manipulacdo minima de amostras, € tecnicamente simples e tem
a capacidade de avaliar o RNA degradado e n&o degradado no mesmo
ensaio. A aprovacdo da FDA do Ensaio Prognéstico de Céancer de
Mama Prosigna™ baseado em NanoString, com base na assinatura do
gene PAM50 (14), e o desenvolvimento mais recente de uma assinatura
imune baseada em NanoString, que prevé a resposta clinica ao bloqueio
de PD1 (37), apoia ainda mais a utilidade clinica desta plataforma.

[00210] Embora o painel genético preliminar para o classificador
baseado em NanoString incluisse 559 biomarcadores, esse nuamero
poderia ser reduzido para 41 sondas, mantendo a ROC-AUC e,
portanto, sugere o potencial de simplificacdo da plataforma de teste. Ao
avaliar as contribuicbes das varias sondas representadas nas 41
sondas, 46% das sondas mais classificadas vieram da analise SVM,
29% do painel PCl e com o menor numero de candidatos selecionado
pelo valor de p. Os genes relacionados ao mieloide ligados a sobrevida
nos estudos de PBMC (18) nao estavam representados no classificador
de 41 sondas, mas estavam bem representados nas 100 melhores
sondas classificadas, enquanto as sondas relacionadas a NK estavam

principalmente na metade inferior do conjunto de sondas, talvez porque
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o sinal NK é significativamente diluido nas amostras PAXgene. A
medida que os dados dos resultados dos pacientes sdo acumulados,
avalia-se ainda mais a utilidade dos biomarcadores progndésticos
incluidos no painel que foram selecionados devido a uma associacao
com recorréncia/sobrevida em nossos estudos de PBMC anteriores (18,
19, 38).

[00211] Embora o desempenho técnico robusto seja importante para
qualquer plataforma clinica, o beneficio resultante para o paciente é
primario. O desempenho do painel personalizado NanoString nas 741
amostras analisadas nessa plataforma tem implicacdes clinicas
significativas, com potencial para impactar o uso de abordagens
invasivas para avaliar algumas classes de IPN dificeis de diagnosticar.
O estudo néo depende da presenca de células tumorais circulantes,
proteinas tumorais ou RNA tumoral cuja presenca € mais consistente
com canceres mais avancados. Neste estudo, aborda-se principalmente
a classe de nddulos pulmonares indeterminados com diametro de 6 a
20 mm, de risco moderado a alto (39) e frequentemente néo facilmente
acessiveis por broncoscopia ou bidpsia por agulha fina e canceres em
estagio inicial que sdo mais favoraveis as abordagens cirdrgicas.
Também avalia-se o desempenho com nodulos menores na faixa de 4-
6 mm, onde o risco de malignidade é pequeno, mas cuja presenca pode
permanecer preocupante.

[00212] E importante ressaltar que nossos NnPNC superaram 0s
algoritmos clinicos atualmente usados para estratificar candidatos com
NPI para tratamento ou acompanhamento, incluindo os modelos
clinicos da Universidade Brock (20, 21) Clinica Mayo (22) e VA (23) na
faixa de 6 a 20 mm. Embora esses algoritmos funcionem bem quando
aplicados a conjuntos de dados que incluem principalmente nédulos
benignos menores e canceres maiores, o desempenho diminui um

pouco quando aplicado apenas a MN e BN na faixa de tamanho

Peticao 870200099807, de 10/08/2020, pég. 118/146



115/116

problematica. Embora a faixa de tamanho dos nédulos pulmonares que
analisou-se seja importante, ainda existe uma diferenca significativa no
tamanho médio entre o MN e o BN no estudo. Sera importante abordar
como os biomarcadores e o0s algoritmos clinicos funcionam quando os
nodulos BN e MN séo mais proximos do tamanho e onde é provavel que
os algoritmos clinicos tenham um desempenho ruim. Tentou-se testar
esse tipo de comparacdo, como mostra a Figura 4. Embora as AUCs,
sensibilidades e especificidades gerais sejam bem conservadas, se
usar 4, 6 ou 8 mm como limiar positivo, a medida que as comparacdes
se tornam mais granulares, algumas comparagfes sao
significativamente mais precisas que outras, e isso é particularmente
evidente no estudo de validacdo onde o nimero das amostras € menor.
Atingiu-se uma especificidade de 64% a 90% de sensibilidade para BN
e MN na faixa de tamanho de 8-14 mm, caindo para 40% na faixa de 6-
14 mm.

[00213] O tamanho dos nddulos é a principal consideracdo em como
os IPN sé&o tratados (40). Embora este estudo tenha interrogado um
grande numero de amostras de pacientes e demonstrado utilidade
potencial, uma avaliacdo posterior com um numero maior de amostras
onde MN e BN estdo mais intimamente relacionados por tamanho
ampliara essa utilidade, pois esse € o0 cenario em que o tamanho néo é
mais informativo. Ao avancar, sera importante abordar mais
completamente a questdo comparando BN e MN de tamanhos
semelhantes em toda a faixa de tamanhos de nédulos que permanecem
probleméaticos. O método altamente simplificado e comprovado para a
aquisicdo de um grande numero de amostras de qualidade consistente
de varios locais facilitara esse processo. Estudos expandidos também
permitem abordar a base biologica para as diferencas que foram
detectadas entre as classes de pacientes e avaliar se essas diferencas

podem ter implicacdes terapéuticas.
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[00214] Toda e qualguer patente, pedido de patente, publicacéo,
incluindo o Pedido Internacional de Patente PCT/US17/38571 e a
sequéncia de genes publicamente disponiveis citadas ao longo da
divulgacéo séo aqui expressamente incorporadas por referéncia em sua
totalidade. S&o também incorporados por referéncia documentos
prioritarios, o Pedido de Patente U.S. 62/607.756, depositado em 19 de
dezembro de 2017 e o Pedido de Patente U.S. 62/752.163, depositado
em 29 de outubro de 2018. Embora esta invencéo tenha sido descrita
com referéncia a modalidades especificas, é evidente que outras
modalidades e variagcdes desta invencdo sdao concebidas por outros
versados na técnica sem afastamento do verdadeiro espirito e escopo
da invencao. As reivindicacbes anexas incluem tais modalidades e

variacdes equivalentes.
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REIVINDICACOES

1. Composicédo para diagnosticar a existéncia ou avaliar a
progressdo de um cancer de pulm@o em um sujeito mamifero,
caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos 7
polinucleotideos ou oligonucleotideos ou ligantes, em que cada
polinucleotideo ou oligonucleotideo ou ligante hibridiza com um gene,
fragmento de gene, transcrito de gene ou produto de expressdo em uma
amostra selecionada dos genes da Tabela |, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela
IV ou Tabela IX.

2. Composicao, de acordo com a reivindicagcao 1,
caracterizada pelo fato de que pelo menos um polinucleotideo ou
oligonucleotideo ou ligante esta fixado a um marcador detectavel.

3. Composicado, de acordo com a reivindicacdo 2,
caracterizada pelo fato de que cada polinucleotideo ou oligonucleotideo
ou ligante esta fixado a um marcador detectavel diferente.

4. Composi¢cdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende ainda um oligonucleotideo
de captura que hibridiza com pelo menos um polinucleotideo ou
oligonucleotideo.

5. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 4,
caracterizada pelo fato de que o oligonucleotideo de captura € capaz de
hibridizar com cada polinucleotideo ou oligonucleotideo.

6. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 4 ou 5,
caracterizada pelo fato de que o oligonucleotideo de captura se liga a
um substrato.

7. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 6,
caracterizada pelo fato de que compreende ainda um substrato ao qual
o oligonucleotideo de captura se liga.

8. Composicado, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos 15
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polinucleotideos ou oligonucleotideos.

9. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos 20
polinucleotideos ou oligonucleotideos.

10. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos 25
polinucleotideos ou oligonucleotideos.

11. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos 41 ou pelo
menos 50 polinucleotideos ou oligonucleotideos.

12. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende polinucleotideos ou
oligonucleotideos capazes de hibridizar com cada gene, fragmento de
gene, transcrito de gene ou produto de expressao diferente listado na
Tabela l.

13. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende polinucleotideos ou
oligonucleotideos capazes de hibridizar com cada gene, fragmento de
gene, transcrito de gene ou produto de expressao diferente listado na
Tabela Il.

14. Composig¢do, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende polinucleotideos ou
oligonucleotideos capazes de hibridizar com cada gene, fragmento de
gene, transcrito de gene ou produto de expressao diferente listado na
Tabela Ill.

15. Composicdo, de acordo com a reivindicagcao 1,
caracterizada pelo fato de que compreende polinucleotideos ou
oligonucleotideos capazes de hibridizar com cada um dos primeiros 15
genes, fragmentos de genes, transcritos de genes ou produtos de

expressao listados na Tabela ll.
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16. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende polinucleotideos ou
oligonucleotideos capazes de hibridizar com cada um dos primeiros 15
genes, fragmentos de genes, transcritos de genes ou produtos de
expresséo listados na Tabela lll.

17. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende polinucleotideos ou
oligonucleotideos capazes de hibridizar com cada um dos primeiros 15
genes, fragmentos de genes, transcritos de genes ou produtos de
expresséo listados na Tabela IV.

18. Composicado, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende polinucleotideos ou
oligonucleotideos capazes de hibridizar com cada um dos primeiros 50
genes, fragmentos de genes, transcritos de genes ou produtos de
expresséao listados na Tabela Ill.

19. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende a
composic¢do, como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 18
e um aparelho para coleta de amostra.

20. Kit, de acordo com a reivindicacdo 19, caracterizado pelo
fato de que o referido aparelho para coleta de amostra compreende um
tubo para reter sangue, que contém um reagente que estabiliza a
amostra.

21. Kit, de acordo com a reivindicagéo 20, caracterizado pelo
fato de que o reagente estabiliza o mMRNA na amostra.

22. Método para diagnosticar a existéncia ou avaliar um
cancer de pulmdo em um sujeito mamifero, caracterizado pelo fato de
gue compreende identificar mudancgas na expressao de 7 ou mais genes
na amostra do referido sujeito, os referidos genes selecionados dos
genes da Tabela | ou dos genes da Tabela Il ou dos genes da Tabela lll

ou dos genes da Tabela IV; e comparar os niveis de expresséo de gene
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do referido sujeito com os niveis dos mesmos genes em uma referéncia
ou um controle, em que mudancgas na expressao dos genes do sujeito
daqueles da referéncia se correlacionam com um diagndéstico ou uma
avaliagéo de um cancer de pulmao.

23. Método, de acordo com a reivindicacéo 22, caracterizado
pelo fato de que o referido diagnostico ou a referida avaliacédo
compreende um ou mais de um diagndstico de um cancer de pulmao,
um diagnostico de um nédulo benigno, um diagnostico de um estagio
de cancer de pulméo, um diagndstico de um tipo ou uma classificacao
de um céancer de pulméo, um diagnostico ou uma deteccdo de uma
recorréncia de um cancer de pulmé&o, um diagndstico ou uma detec¢ao
de uma regressdo de um cancer de pulméo, um prognostico de um
cancer de pulmdo ou uma avaliacdo da resposta de um cancer de
pulm@o a uma terapia cirdrgica ou nao cirurgica.

24. Método, de acordo com a reivindicacédo 23, caracterizado
pelo fato de que as referidas mudangas compreendem uma
suprarregulacao de um ou mais genes selecionados em comparacao
com a dita referéncia ou o referido controle ou uma infrarregulacéo de
um ou mais genes selecionados em comparacdo com a dita referéncia
ou o referido controle.

25. Método, de acordo com a reivindicacao 23, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda identificar o tamanho de um nédulo
de pulmé&o no sujeito.

26. Método, de acordo com a reivindicacédo 22, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda usar a composi¢do, como definida
em qualguer uma das reivindicacfes 1 21 para o referido diagndstico.

27. Método, de acordo com a reivindicacéo 26, caracterizado
pelo fato de que a dita referéncia ou o referido controle compreende
sete ou mais genes da Tabela I, Tabela I, Tabela Ill, Tabela IV ou

Tabela IX da amostra de pelo menos um sujeito de referéncia, o referido
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sujeito de referéncia selecionado do grupo consistindo em: (a) um
fumante com doencga maligna, (b) um fumante com doenca nédo maligna,
(c) um ex-fumante com doenca ndo maligna, (d) um nédo fumante
saudavel sem doenca, (e) um ndo fumante que tem doenca pulmonar
obstrutiva crénica (COPD), (f) ex-fumante com COPD, (g) sujeito com
um tumor de pulméao solido antes de cirurgia para remog¢ao do mesmo;
(h) um sujeito com um tumor de pulmdo solido seguindo a remocao
cirargica do referido tumor; (i) um sujeito com um tumor de pulméo
sélido antes da terapia para 0 mesmo; e (j) um sujeito com um tumor de
pulméo solido durante ou em seguida a terapia para 0 mesmo.

28. Método, de acordo com a reivindicacao 27, caracterizado
pelo fato de que o referido sujeito de referéncia ou controle (a)-(j) € o
mesmo sujeito de teste em um ponto no tempo temporalmente anterior.

29. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
21 a 28, caracterizado pelo fato de que a amostra € sangue periférico.

30. Método, de acordo com a reivindicacao 29, caracterizado
pelo fato de que os acidos nucleicos na amostra foram estabilizados
antes da identificacdo de mudancgas nos niveis de expressao de gene.

31. Método para detectar cancer de pulmdo em um paciente,
caracterizado pelo fato de que compreende:

a.obter uma amostra do paciente; e

b.detectar uma mudanca na expressao em pelo menos 7
genes selecionados da Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX na amostra do paciente em comparagdo com um controle
contatando a amostra com uma composicdo compreendendo
oligonucleotideos, polinucleotideos ou ligantes especificos para cada
transcrito de gene ou produto de expresséao diferente dos pelo menos 7
genes da Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX e
deteccéo de ligacdo entre o oligonucleotideo, polinucleotideo ou ligante

e 0 produto de gene ou produto de expresséao.
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32. Método para diagnosticar cancer de pulmdo em um
sujeito, caracterizado pelo fato de que compreende:

a.obter uma amostra de sangue de um sujeito;

b.detectar uma mudanca na expressao em pelo menos 7
genes selecionados da Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX na amostra do paciente em comparacdo com um controle
contatando a amostra com uma composicdo compreendendo
oligonucleotideos, polinucleotideos ou ligantes especificos para cada
transcrito de gene ou produto de expressao diferente dos pelo menos 7
genes da Tabela I, Tabela II, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX e
deteccdo de ligacdo entre o oligonucleotideo, polinucleotideo ou ligante
e o produto de gene ou produto de expressao; e

c. diagnosticar o0 sujeito com cancer quando forem
detectadas mudancas na expresséo dos genes do sujeito para aquelas
da referéncia.

33. Método para diagnosticar e vencer cancer de pulméo em
um sujeito tendo um crescimento neoplasico, caracterizado pelo fato de
gque compreende:

a.obter uma amostra de sangue de um sujeito;

b.detectar uma mudanca na expressao em pelo menos 7
genes selecionados da Tabela |, Tabela I, Tabela Ill, Tabela IV ou
Tabela IX na amostra do paciente em comparagdo com um controle
contatando a amostra com uma composicdo compreendendo
oligonucleotideos, polinucleotideos ou ligantes especificos para cada
transcrito de gene ou produto de expresséao diferente dos pelo menos 7
genes da Tabela I, Tabela Il, Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX e
deteccéo de ligacdo entre o oligonucleotideo, polinucleotideo ou ligante
e 0 produto de gene ou produto de expressao;

c.diagnosticar o sujeito com cancer quando forem

detectadas mudancas na expressao dos genes do sujeito daquelas da
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referéncia; e

d.remover o crescimento neoplasico.

34. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende polinucleotideos ou
oligonucleotideos capazes de hibridizar com cada um dos primeiros 41
genes, fragmentos de genes, transcritos de genes ou produtos de

expresséao listados na Tabela IX.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "COMPOSICOES E METODOS PARA
DIAGNOSTICAR CANCERES DE PULMAO USANDO PERFIS DE
EXPRESSAO DE GENE".

A presente invencao refere-se a métodos e composicoes
para diagnosticar cancer de pulm&o em um sujeito mamifero pelo uso
de 7 ou mais genes selecionados, por exemplo, um perfil de expressao
de gene do sangue do sujeito que é caracteristico da doenca. O perfil
de expressao de gene inclui 7 ou mais genes da Tabela I, Tabela II,

Tabela Ill, Tabela IV ou Tabela IX aqui.
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