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INTRODUCERE

Cancerul reprezintd o problema majora de sénatate la nivel mondial, numarul pacientilor
nou diagnosticati fiind de 19 milioane in 2020, iar cele mai frecvente sunt cancerele
mamare, pulmonare, colorectale, de prostatd, gastrice, hepatice si de col uterin. Rata
mortalitatii in anul 2020 a fost de peste 10 milioane, principalele cauze de deces fiind
tumorile pulmonare, colorectale, hepatice, gastrice, mamare, esofagiene si pancreatice.

Situatia este similard in Europa, iar in Roméania au fost peste 100.000 de cazuri noi
inregistrate in 2020; tumorile mamare, colorectale, plulmonare, de prostata si de vezica
urinara reprezintd 50% din cazuri.

In contextul cresterii continue a patologiei tumorale, se cautd noi metode de screening,
diagnostic si tratament, care sd duca la imbunatitirea metodelor de identificare precoce
si tratament specific fiecarui tip de tumora.

Secventierea de noud generatie (NGS) a avut un impact semnificativ in domeniul
tumorilor solide, aducdnd multiple beneficii in intelegerea si gestionarea acestor
afectiuni, astfel: identificarea mutatiilor driver, profil genomic comprehensiv,
monitorizarea evolutiei tumorale, identificarea optiunilor terapeutice, prognosticul si



managementul riscului. Secventierea de noua generatie (NGS) joacd un rol esential in
intelegerea si abordarea tumorilor solide.

Secventierea genica de noua generatie (NGS) reprezinta o metoda utilizatd pe scara larga
in prezent, atit in screening-ul tumoral (secventierea genicd din probe biologice lichide
— biopsie lichida), cat si in diagnosticul de precizie al tumorilor diagnosticate prin
mijloacele conventionale. Aceastd metoda permite si indicarea unei terapii tintite, atat
din arsenalul chimioterapiei clasice, cit si din noile imunoterapii specifice. Programele
de analiza si interpretare a datelor de secventiere, care, prin accesul la baze mari de date
publice si private, perimit identificarea si accesul pacientilor cu cancer la studii clinice
care se adreseazd mutatiilor identificate prin metodele mentionate.

In acest context, studiul de fati se incadreazi in tendintele actuale de cercetare in
domeniul cancerului, propunand un panel de investigatii genice prin NGS, urmat de
identificare unor noi tinte terapeutice in tumorile solide.

OBIECTIVE DE CERCETARE

Lucrarea de fatd a avut 3 obiective majore de cercetare:

1. Realizarea secventializarii genice pentru pacientii cu tumori solide de diferite
tipuri morfopatologice, prin tehnici de noud generatiec (NGS) si identificarea
mutatiilor genice asociate fiecarui tip de tumora;

2. Determinarea mutatiilor genice somatice, comune tuturor tipurilor de tumori
solide investigate in functie de frecventa alelica si localizare, precum si
identificarea modificarilor induse in expresia proteinelor asociate fiecarei gene;

3. Identificarea neoepitopilor prezentati de celulele tumorale in contextul
moleculelor din sistemul major de hitocompatibilitate (MHC) clasa I, ca
potentiale tinte terapeutice anti-tumorale sau pentru identificarea de catre
celulele sistemului imun (limfocitele T citotoxice) si declansarea raspunsului
anti-tumoral intrinsec.

PARTEA GENERALA

Cancerul este o problema majora de sanatate la nivel mondial, iar numarul de pacienti
creste rapid. Cele mai recente date statistice aratd ca peste 19 milioane de cazuri noi au
fost diagnosticate in 2020, cele mai mari cifre fiind inregistrate pentru cancerele mamare,
pulmonare, colorectale, de prostati, gastrice, hepatice si de col uterin. In 2020, aproape
10 milioane de oameni au decedat de cancer, principalele cauze de deces fiind tumorile
pulmonare, colorectale, hepatice, gastrice, mamare, esofagiene si pancreatice.

Situatia este similard in Europa (4.497.329 cazuri noi), precum si in Romania, cu
aproximativ 100.000 de cazuri noi inregistrate in 2020; tumorile mamare, colorectale,
pulmonare, de prostata si de vezica urinara reprezintda 50% din cazuri.



Mutatiile genetice sunt o modificare a secventei de nucleotide de pe ADN care nu este
un rezultat direct al recombinérii genetice. Mutatiile pot fi diferentiate In mutatii induse
sau mutatii spontane. Mutatiile induse sunt rezultatul unui mutagen care actioneaza
asupra ADN-ului, in timp ce o mutatie genetica spontand este consecinta unei greseli
care poate aparea in mod natural in diferite procese endogene. Un exemplu al acestor
procese endogene este replicarea ADN-ului insusi. O mutatie poate fi fie o
insertie/deletie, fie o mutatie punctiforma, ultima fiind cunoscutd si ca mutatie de
pereche de baze sau substitutie de pereche de baze.

Oncogenele sunt responsabile pentru codificarea diferitelor proteine care au un rol major
in controlul si reglarea apoptozei si a proliferdrii celulare. O mutatie in interiorul genei
poate duce la activarea unei oncogene, fie prin pozitionarea acesteia 1anga un element
de amplificare, fie prin amplificare. Nu numai o mutatie are potentialul de a initia un
astfel de proces, dar si translocarea genetica poate duce la acest proces. Cel mai cunoscut
exemplu de oncogend produsd prin translocare cromozomiald este formarea
cromozomului Philadelphia, t(9;22)(q34;q11), conducand adeseca la dezvoltarea
tumorilor hematopoietice.

Secventierea de generatie urmatoare (NGS), numita si secventierea masiva paralela, este
caracterizata printr-un randament foarte mare In comparatie cu secventierea Sanger.
Aceasta tehnicd secventiaza simultan mai multe fragmente de ADN dintr-o biblioteca
pregatita anterior, arhivand astfel o ratd de secventiere mult mai mare ca secventiere de
prima generatie, care permite doar secventierea unei molecule la un moment dat. NGS
presupune de obicei trei etape: primul, fragmentarea si pregatirea bibliotecii, al doilea,
amplificarea clonald si al treilea, procesul de secventiere propriu-zis urmat de o
reasamblare pentru a obtine intreaga secventa genomica.

Metoda de secventiere a ADN-ului folosind un secventior semiconductor de ioni se
bazeaza pe detectarea ionilor de hidrogen care sunt eliberati in timpul polimerizarii
ADN-ului. Adaugarea unui dNTP la un polimer ADN are ca rezultat eliberarea unui
pirofosfat gi a unui ion de hidrogen, modificand prin urmare pH-ul, care apoi poate fi
masurat printr-un strat sensibil la ioni de pe cipul semiconductor. In timpul procesului
de secventiere, cipul este inundat alternativ cu una dintre cele patru nucleotide ADN; de
fiecare datd cand o nucleotidd este incorporatd, este eliberat un ion de hidrogen.
Schimbarea pH-ului este apoi masurata si convertita in tensiune. Modificarea tensiunii
indicd faptul ca o nucleotida este Incorporata si, prin urmare, a fost determinata o baza.
Acest lucru se repeta la fiecare 15 secunde cu o spalare diferitd de nucleotida peste cip.
Tehnologia Ion Torrent nu foloseste ANTP-uri marcate fluorescent, ci mai degraba baze
nemodificate, deoarece este sensibila la modificarea concentratiei ionilor de hidrogen.
Eliberarea ionilor de hidrogen este direct proportionald cu numéarul de dNTP-uri
incorporate, prin urmare, intr-o repetitie de baza (de exemplu, TTT) se adauga simultan
mai mult de o nucleotida, ceea ce duce la o schimbare mai mare a pH-ului. Cipurile
semiconductoare specializate permit detectarea simultand a milioane de astfel de
modificiri, determinand rapid cantititi mari de secvente. Intr-un interval de timp/rulare
de 2,5 ore, lon Torrent este capabil sa realizeze pana la 10 Gb de date de secventiere.



Testele NGS concepute pentru a explora statusul mutatiilor in genele asociate cancerului
dincolo de mutatiile hotspot specifice nu au fost caracterizate. Cunoasterea acestor date
este deosebit de importantd in alegerea tratamentului pentru pacientii cu tipuri rare de
cancer, inclusiv a pacientilor pediatrici. Datele genomice sunt valoroase atunci cand
genele identificate sunt legate de date clinice, de tipul, numarul, raspunsurile si durata
tratamentelor anterior urmate si alte caracteristici clinico-patologice. Ca atare, trebuie
obtinut consimtdmantul informat de la toti pacientii Tnainte ca datele lor anonimizate sa
fie utilizate de citre cercetatori si clinicieni.

Sfera de utilitate clinicd a testelor de cancer bazate pe NGS incepe sa se extinda
substantial. Informatiile furnizate de NGS au devenit valoroase in deciziile terapeutice,
deoarece in prezent intelegem mai bine atit aparitia concomitenta, cat si excluderea
reciproca a mutatiilor in genele asociate cancerului. De exemplu, prezenta si numaéarul
mutatiilor sunt asociate cu un raspuns la inhibitia imuna de tip checkpoint, iar un numar
crescut de mutatii poate avea implicatii terapeutice.

S-a stabilit ca vaccinurile Impotriva cancerului care declanseaza activarea celulelor T
impotriva antigenelor tumorale pot fi benefice pentru pacientii cu cancer, desi sunt inca
necesare multe imbunatatiri ale strategiilor de vaccinare pentru a obtine supravietuirea
pe termen lung a pacientilor. Au fost testati diversi imunogeni, variind de la epitopul
CTL minim la proteina recombinatd de lungime completa. Epitopul CTL minim, de
obicei 9-10 aminoacizi lungime, a indus un numar limitat de celule T efectoare,
asociindu-se cu o eficientd clinicd redusa, datoratd probabil anergiei CTL. Aceasta
anergie a rezultat probabil din Incarcarea exogena a epitopului scurt si prezentarea
directa la celulele T CDS, ocolind astfel procesarea intracelulard a antigenului de catre
DC si co-semnalizarea de cdtre DC mature. Pe de alta parte, vaccinarea cu proteine
recombinante de lungime completd nu este cea mai buna alternativa. Studiile in vivo la
soareci au aratat ca toate caile intracelulare de prezentare incrucisata au fost mai eficiente
atunci cand s-au folosit peptide lungi sintetice (synthetic long peptides - SLPs) decat cu
antigenul de lungime completa. Prin urmare, in prezent, SLPs, definite de obicei ca
peptide lungi de 25-35 de aminoacizi (AA) care cuprind un epitop CDS8 bine definit,
extins pentru a include epitopi CD4 presupusi, sunt considerate cele mai eficiente
imunogene. Acestea sunt de obicei administrate ca un amestec de 10-12 astfel de
constructe, pentru a acoperi o gama larga de haplotipuri HLA si/sau o gama larga de
epitopi. Peptidele lungi sintetice au demonstrat eficienta clinicd impotriva neoplaziei
cervicale si vulvare induse de HPV si recent au fost utilizate la pacientii cu melanom
pentru a-i vaccina impotriva neoantigenelor tumorale. In majoritatea cazurilor raportate,
alegerea SLP s-a bazat n primul rand pe un epitop CD8 definit si a presupus prezenta
unui epitop CD4 auxiliar in vecinatate. O strategie alternativd pentru designul
vaccinurilor SLP se bazeaza pe o selectie atenta a epitopilor CD8 si CD4 bine definiti,
pentru care existd un repertoriu larg si/sau provoacd raspunsuri imune puternice.
Selectarea ambilor epitopi, CD4 si CD8, oferd o gama larga de oportunitati: separarea
epitopilor care se suprapun in mod natural, legarea epitopilor, care sunt departe unul de
celalalt pe antigenul natural, sau crearea de epitopi himerici care contin un epitop CD4
de la un antigen cuplat la un epitop CD8 de la un alt antigen tumoral. Astfel, au fost



descrisi epitopi auxiliari universali CD4, capabili sa se lege la o gama largd de
haplotipuri HLA si, astfel, sa provoace raspunsuri la o populatie mare de pacienti.

In acest contex, s-au dezvoltat doud modele de studii clinice de bazd pentru testarea
terapiilor Tmpotriva cancerului directionate genomic:

1. Basket trials (studii de tip cos) plaseaza toti pacientii cu tumori care exprima
aceeasi tintd genomica in aceeasi categorie (baskef) permitand pacientilor sa
primeasca o terapie potrivita, tintita.

2. Umbrella trials (studii de tip umbreld) implica investigarea mai multor terapii
tintite si Inrolarea unor grupuri specifice de pacienti in diferite studii in functie
de genotipul lor tumoral. In ambele tipuri de studii, un test de secventiere de
ultimd generatie care permite detectarea mai multor modificari poate oferi
informatii care sa permitd includerea pacientilor intr-una dintre cohortele de
studii disponibile (Figura 1).
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Fig. 1. Rezumat grafic al etapelor de cercetare

PARTEA SPECIALA
1. MATERIALE SI METODE

1.1. Subiectii inclusi in studiu

Subiectii inclusi in studiu au fost pacienti oncologici, cu diagnostic stabilit, care s-au
prezentat benevol la Spitalul Clinic Judetean de Urgenta ,,Pius Brinzeu” Timisoara,
Centrul de Terapii genice si Celulare In Tratamentul Cancerului - OncoGen cu probele
biologice prelevate anterior in serviciile de specialitate in cursul diagnosticarii si
tratamentului oncologic; probele biologice incluse in studiu au fost blocuri de parafina
cu tesut tumoral/normal, care au fost utilizate anterior pentru diagnosticul, stadializarea
si stabilirea strategiei terapeutice anti-tumorale conventionale. In cadrul studiului
doctoral rezultatele obtinute prin investigatiile suplimentare (secventierea genica de
noua generatie - NGS) au fost utilizate exclusiv in scop de cercetare.

Criterii de includere a subiectilor in studiu: pacienti cu patologie neoplazica
diagnosticata - tumori solide, care au oferit materialul biologic benevol (tesut tumoral
inclus la parafind), exclusiv in scop de cercetare; subiecti caucazieni, de sex masculin si



feminin, proveniti atat din mediul urban, cét si cel rural, cu varsta cuprinsa intre 18 si 80
de ani; cu capacitate de a Intelege informatiile prezentate subiectilor si disponibilitatea
de a semna consimtaméantul informat.

Criterii de excludere: subiecti/populatii vulnerabile.

Studiul desfasurat la Spitalul Clinic Judetean de Urgenta ,,Pius Binzeu” Timisoara, este
un studiu prospectiv de cohorta, de tip basket, care a presupus analiza probelor biologice
incluse la parafina, obtinute de la pacienti care au fost anterior diagnosticati cu patologie
oncologicd - tumori solide, in vederea identificarii mutatiilor genice prezente la nivelul
tesutului tumoral. Rezultatele analizelor de secventiere genica au fost utilizate exclusiv
in scop de cercetare, pentru identificarea si stabilirea frecventei mutatiilor genice de tip
SNV dintr-un panel de gene implicate in dezvoltarea tumorala.

Studiul prospectiv de cohorta de tip basket a fost desfasurat timp de 3 ani, in perioada
2020-2023, pe un lot de 100 pacienti cu cancer (tumori solide), fiind divizat in functie
de localizarea tumorii primare in: cancer mamar (n=33), tumori genitourinare (n=16),
cancer pulmonar (n=15), tumori tract digestiv (n=15), alte tipuri de tumori solide (n=21).
In categoria tumorilor genitourinare au fost incluse tumori ovariene, adenocarcinoame
de prostatd, tumori renale si de vezica urinara. In categoria tumorilor tractului digestiv
au fost incluse tumorile hepatice, cancerul de colon si cancerele gastrice. In categoria
altor tipuri de tumori solide au fost incluse tumorile cu incidenta scazutad si cu origine
comund ectodermala a tesutului tumoral, de tipul melanoame si tumori cerebrale —
glioblastoame.

1.2. Metode de secventiere genica de noua generatie (NGS)
Probe: tesut tumoral inclus la parafina

Procedurile utilizare in acest studiu au fost efectuate pe blocuri de parafind continand
tesut tumoral, care au fost prelucrate In vederea purificarii acizilor nucleici (ADN) si
secventierii genice de noud generatie (NGS). Rezultatele obtinute au fost folosite
exclusiv in scop de cercetare, pacientii nu au avut beneficii si nu au fost expusi la riscuri.

Unul dintre soft-urile de analiza si interpretare folosite pentru datele obtinute la NGS a
fost IonReporter Software. Acest program ne ofera informatii referitoare la localizarea
cromozomiala a genei secventializate, tipul de mutatie (au fost selectate mutatiile de tip
SNV — missens, frameshift/non-frameshift deletii si insertii, nonsens), gena la nivelul
careia s-a produs mutatia, mutatia la nivelul nucleotidelor, modificarea prin substitutie a
aminoacizilor (in cazul mutatiilor missense), precum si indicatia terapeutica tintita
pentru mutatia identificata.

Programul de analiza Oncomine Reporter este un software complex, care identifica, pe
baza mutatiilor genice, biomarkeri semnificativi din punct de vedere clinic, pentru care
existd terapii tintite in tipul de cancer specificat sau in alte tipuri de cancer, aprobate de
autoritatile specializate in domeniul oncologiei: FDA, ESMO, EMA, NCCN.

1.3. Metode de identificare a neoepitopilor tumoali



- Selectia alelelor specifice imunofenotipului populatiei din Romania si populatiei
globale;

- Identificarea proteinelor cu mutatii prin NGS. Bazat pe rezultatele variatiei unei
singure nucleotide (SNV) ale secventierii genice, aminoacizii rezultati au fost inlocuiti
in secventele proteice descrise in baza de date NCBI. Comparand proteina mutanta cu
proteina normald am identificat regiunile imunogenice folosind algoritmul
Deimmunization de la IEDB. Regiunile imunogenice (mutant comparativ cu control)
au fost testate folosind algotitmul IEDB pentru afinitatea de legare de moleculele
MHC clasa 1, transportul spre reticulul endoplasmic cu ajutorul proteinelor
transportoare (TAP 1 si 2) si clivarea proteazomald a acestora.

- Predictia epitopilor restrictionati la MHC clasa 1. Predictia epitopilor HLA clasal a
fost realizata utilizaind NetMHCpan, un software de predictie bazat pe ANNs, care
permite utilizatorului s introduca alele in format FASTA pentru realizarea predictiei.
Printre parametrii generati de program este si afinitatea de legare, care a fost folosit
pentru caracterizarea perechilor epitop-alela HLA. Pragul folosit a fost de 500 nM. Al
doilea software utilizat este IEDB tools. Acesta nu permite introducerea unor secvente
alelice HLA custom in format FASTA, dar oferd in documentatie o lista cu alelele
HLA clasa I de referinta pentru care se pot face predictii astfel incat sa acopere un
procent mare din populatia globului (aproximativ 98,55%).

- Predictia epitopilor liniari specifici pentru moleculele MHC clasa I a fost efectuata
utilizand un algoritm bazat pe artificial neural network, online server NetCTL 1.2, care
efectueaza predictii pentru legarea de molecule MHC clasa I, urmatd de trimiterea
rezultatelor generate la serverele VaxiJen v2.0, ToxinPred, pentru a identifica
peptidele antigenice non-toxice. Dupa efectuarea screening-ului epitopilor cu ajutorul
serverelor VaxiJen v2.0 si ToxinPred, epitopii rezultanti au fost testati pentru
imunogenicitate cu IEDB server.

2. REZULTATE

2.1. Identificarea mutatiilor genice la loturile de pacienti selectate

Studiul prezent a propus identificarea si dezvoltarea de metode moderne de diagnostic
si orientare terapeuticd in boala canceroasd (tumori solide) — secventierea de noud
generatie (NGS).

Cercetarea noastra s-a axat pe utilizarea de metode si tehnici moderne pentru indeplinirea
obiectivelor enumerate. Studiul a fost efectuat pe un lot de 100 de pacienti cu tumori
solide, cu varsta curpinsa intre 20-79 de ani, de ambele sexe, care s-au prezentat benevol
la Spitalul Clinic Judetean de Urgenta ,,Pius Brinzeu” Timisoara — Centrul OncoGen.
Investigatiile au fost efectuate in scop exclusiv de cercetare pe probele pacientilor
(blocuri de parafind cu tesut tumoral) diagnosticati cu cancer prin metodele
conventionale.

Pentru realizarea secventierii genice de noud generatie (NGS) am urmat mai multe etape:

Pregatirea probelor a constat in extragerea si purificarea materialului genetic (ADN)
necesar secventierii. A fost realizata ulterior biblioteca genomica a probelor, pentru care



materialul genetic a fost fragmentat si s-a creat o bibliotecd genomica, prin adaugarea
unor adaptori specializati la fragmentele de ADN pentru a le pregéti pentru secventiere.
Secventierea NGS a fost realizata utilizand biblioteca genomica si a permis secventierea
simultand a mii sau chiar milioane de fragmente de ADN, oferind o acoperire genomica
extinsd. Analiza datelor de secventiere a fost efectuatd cu ajutorul unor algoritmi
specializati si a unor softuri bioinformatice (IonReporter si Oncomine Reporter).
Aceasta include identificarea mutatiilor genice, a variatiilor de numar de copii (CNV), a
variatiilor unei singure nucleotide (SNV), a rearanjamentelor genice si a altor modificari
genice asociate tumorii.

Au fost identificate urmatoarele categorii de parametri:

- Mutatiile somatice frecvente, care sunt prezente intr-un procent semnificativ al
pacientilor cu un anumit tip de tumora solida. Aceste mutatii au fost cuantificate
pentru fiecare tip de tumora inclusa in studiu, in cele 5 loturi de pacienti (cancer
pulmonar, mamar, digestiv, genito-urinar si alte tipuri de tumori solide), fiind de
tip mutatii punctiforme, deletii, insertii sau rearanjamente genice (frameshift si
non-frameshift), care afecteaza anumite gene cunoscute pentru a juca un rol
important in tumorigeneza.

- Frecventa alelica, ce indica proportia de celule tumorale care poarta mutatia in
raport cu celulele normale in esantionul tumoral; frecventa alelica ne-a oferit
informatii despre nivelul de prevalenta al mutatiei, fiind utilizatd pentru a evalua
heterogenitatea genetica a tumorii si subclonalitatea.

- Localizarea mutatiilor, care ne-a oferit informatii utile pentru identificarea
regiunilor genice afectate si regiunile exonice implicate.

- Modificari ale expresiei proteinelor asociate cu fiecare gena.

Prin combinarea acestor informatii, analiza rezultatelor obtinute prin NGS ne-a oferit o
imagine mai completa si detaliatd a modificarilor genice si moleculare asociate cu fiecare
tip de tumora solidd, identificand mutatii comune in toate loturile studiate: TP53
p.(P72R), PIK3CA p.(I391M), KDR p.(Q472H), APC p.(A1582T/P) si NOTCHI1
p-(V1578del) (Figura 2). Aceste date pot fi utilizate pentru a ghida selectia terapiei
personalizate, pentru a identifica noi tinte terapeutice si pentru a dezvolta strategii de
tratament mai eficiente.

Frecventa mutatiilor in cele 5 loturi de pacienti cu cancer

Fig. 2. Mutatiile comune identificate pentru cel 5 loturi de pacienti cu tumori solide
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2.2. Predictia neoepitopilor comuni tumorilor solide in vederea identificarii unor
strategii imunoterapeutice in tumorile solide

Ulterior etapei de analizd NGS si identificare a mutatiilor si modificarilor moleculare in
probele tumorale ale pacientilor din cele 5 loturi, a fost efectuata predictia neoepitopilor
prezentati de celulele tumorale in contextul moleculelor MHC clasa I (Figura 3). Au fost
selectate moleculele MHC clasa I cel mai frecvent reprezentate in populatia din intreaga
lume si din Romaénia gi au fost selectati epitopi de 8-11 AA din secventele peptidice
mutate ale genelor TP53 p.(P72R), PIK3CA p.(I391M), KDR p.(Q472H), APC
p.(A1582T/P) si NOTCHI1 p.(V1578del). Acesti epitopi vor fi recunoscuti de sistemul
imun ca fiind non-self, in contextul prezentarii cu molecule MHC clasa I, rezultand
distrugerea celulelor tumorale care prezinta astfel de modificari. Au fost identificati
urmatorii epitopi, care pot deveni tinte terapeutice in contextul tumorilor solide: pentru
proteina KDR - HLA-B*35:01-QAVSVTNPY; TP53 - HLA-A*02:01-RMPEAAPPV;
PIK3CA - HLA-B*18:01- NEWLNYDIY.

Proteina Expunere pe suprafata celulelor tumorale
disfunctionald pm;p\  restrictionati la molecule MHC o fasat

clivaj proteazomal (ump\exMHcl peptid
I proteve ‘
transportoare.
R R =+
peptid 811 AA

TAP1 51 TAP2
fragmente peptidice ‘molecula MHC clasa i

de8-11A4

Reticul endoplasmic

Fig. 3. Prezentarea neoepitopilor n contextul moleculelor MHC clasa I

CONCLUZII

Aceasta lucrare a avut 3 obiective majore de cercetare, activitatile si rezultatele obtinute
fiind efectuate pentru indeplinirea acestora.

1. Au fost analizate prin secventiere genica de noud generatie (NGS) 100 de probe
de tesut tumoral inclus la parafind provenite de la pacienti cu tumori solide de
diferite tipuri morfopatologice, impartite in 5 loturi: cancer pulmonar, cancer
genitourinar, cancer mamar, cancer digestiv si alte tipuri de tumori solide;

2. Aufost identificate mutatiile genice somatice prin analiza datelor de secventiere,
care a fost efectuatd cu ajutorul unor algoritmi specializati si a unor softuri
bioinformatice (IonReporter si Oncomine Reporter), aceste modificari fiind de
tip variatii ale numarului de copii (CNV), variatii ale unei singure nucleotide
(SNV), mutatii punctiforme, deletii, insertii, rearanjamente genice si alte
modificari genice asociate tumorilor solide.

Studiul efectuat pe un lot de 100 de pacienti cu tumori solide, cu varsta curpinsa intre
20-79 de ani, de ambele sexe, care s-au prezentat benevol la Spitalul Clinic Judetean de
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Urgentd ,,Pius Brinzeu” Timisoara — Centrul OncoGen s-a desfagurat in scop exclusiv
de cercetare pe probele tisulare incluse la parafina ale pacientilor diagnosticati cu cancer
prin metodele conventionale. Materialul genetic analizat a fost reprezentat de ADN, care
a fost izolat, purificat, cuantificat gi utilizat in pregatirea bibliotecilor de probe, urmata
de secventierea genicad de noud generatie (NGS) folosind un panel de tip Hotspot, care a
identificat mutatii In 207 regiuni genice cheie pentru dezvoltarea tumorala.

3. Prin combinarea parametrilor generati de analiza datelor de secventiere genica
am identificat mutatii somatice missens comune in toate loturile studiate: TP53
p-(P72R), PIK3CA p.(I391M), KDR p.(Q472H), APC p.(A1582T/P) si
NOTCHI1 p.(V1578del). Aceste mutatii de tip SNV ar putea deveni utile in
terapiile personalizate anti-tumorale.

Parametrii utilizati pentru identificarea mutatiilor somatice comune, frecvent intalnite in
toate loturile de pacienti cu cancer studiate au fost: mutatiile somatice frecvente, care
sunt prezente intr-un procent semnificativ al pacientilor cu un anumit tip de tumora
solida; frecventa alelica, care indica proportia de celule tumorale care poarta mutatia in
raport cu celulele normale in esantionul tumoral; localizarea mutatiilor, care ne-a oferit
informatii utile pentru identificarea regiunilor genice afectate si regiunile exonice
implicate; modificari structurale si functionale ale proteinelor rezultate ca urmare a
procesului de transcriptie/translatie de la nivelul genelor cu mutatii. Aceste date pot fi
utilizate pentru a ghida selectia terapiei personalizate, pentru a identifica noi tinte
terapeutice si pentru a dezvolta strategii de tratament mai eficiente.

4. Pe baza metodelor de predictie pentru legarea si activarea limfocitelor T
citotoxice CD8+ in cadrul raspunsului imun anti-tumoral, au fost identificati
urmatorii neoepitopi liniari restrictionati la MHC clasa I: pentru proteina KDR
- HLA-B*35:01-QAVSVTNPY; pentru proteina TP53 - HLA-A*02:01-
RMPEAAPPV; pentru proteina PIK3CA - HLA-B*18:01- NEWLNYDIY.
Acesti neoepitopi ar putea fi utilizati in imunoterapiile anti-tumorale in cazul
tumorilor solide.

Prin aceastd lucrare aducem o contributie importantd la stabilirea unui diagnostic
molecular de precizie in tumorile solide si la identificarea unor noi tinte moleculare
pentru imunoterapii personalizate.

CONTRIBUTII PERSONALE

In aceastd lucrare mi-am adus contributia in toate etapele experimentale care au fost
efectuate pentru indeplinirea obiectivelor. Astfel, am participat la:

- Elaborarea formularului de Consimtdmant informat pentru pacientii cu cancer
inrolati in studiu; Stabilirea conditiilor de eligibilitate a pacientilor cu
cancer/probelor incluse in studiu;

- Preluarea probelor de tesut tumoral inclus la parafind, izolarea, purificarea,
cuantificarea ADN-ului si stocarea acestuia la temperaturi de -20° C in vederea
utilizarii ulterioare 1n proceduri de secventiere genica;
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- Pregétirea bibliotecilor de probe in sistemul automat IonChef — IonTorrent;
Incircarea automati a bibliotecilor pe chip-uri si secventierea genica de noud
generatie (NGS) cu ajutorul IonTorrent Gene Studio S5;

- Analiza datelor de secventiere genicad si generarea rapoartelor de analizd in
programele IonReporter si Oncomine Reporter;

- Analiza mutatiilor genice identificate pentru fiecare pacient si in cadrul fiecarui
lot de pacienti cu tumori solide: cancer pulmonar, cancer genitourinar, mamar,
digestiv si alte tipuri de tumori solide; generarea datelor statistice cu ajutorul
instrumentelor Microsoft Office — Excel,

- Identificarea genelor/mutatiilor frecvente si comune tuturor loturilor de pacienti
cu cancer — KDR, PIK3CA, TP53, APC, NOTCHI;

- Utilizarea programelor NetMHC, NetCTL si IEDB pentru predictia
neoepitopilor restrictionati la molecule MHC clasa I si prezentarea acestora de
catre celulele tumorale in vederea inducerii unui raspuns imun anti-tumoral;

- Identificarea neoepitopilor candidati targetabili prin legarea specifica si
activarea limfocitelor T citotoxice: QAVSVTNPY (KDR), RMPEAAPPV
(TP53) si NEWLNYDIY (PIK3CA).

DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE

Secventierea de noud generatie (NGS) reprezintd nu doar o modalitate precisa de
diagnostic molecular in cancer, dar poate fi utild pentru identificarea unor noi tinte
moleculare pentru terapia/imunoterapia anti-tumorala.

In aceastd lucrare am prezentat modalitatea de identificare a neoepitopilor prezentati in
contextul MHC clasa I pe suprafata celulelor tumorale, care devin tinte pentru limfocitele
T citotoxice (CD8+) in cadrul raspunsului imun anti-tumoral.

Acest concept poate fi extins la identificarea neoepitopilor prezentati in contextul MHC
clasa II, care va duce la activarea limfocitelor T helper (CD4+), cu efect anti-tumoral
direct prin secretia de citokine specifice (de exemplu, IFN-gama) sau indirect, prin
activarea suplimentard a raspunsului imun Innascut (prin celule de tip fagocitar —
macrofage sau celule citotoxice — NK) si co-activarea limfocitelor T citotoxice. De
asemenea, in cadrul imunoterapiilor generate prin aceste metode, epitopii restrictionati
la MHC clasa I (8-11 aminoacizi) pot fi cuplati cu epitopi restrictionati la molecule MHC
clasa II (13-15 aminoacizi), specifici pentru fiecare proteind mutanta in parte sau in
combinatie, de la mai multe astfel de proteine, rezultatul fiind un compus de tip peptid
lung sintetic (SLP) de 30-35 aminoacizi, care poate fi administrat ca imunoterapie
specifica si personalizata fiecarui pacient cu cancer.

O alta directie de cercetare viitoare este reprezentata de identificarea mutatiilor prin NGS
la nivelul genelor care se translateaza in proteine transmembranare mutante, care vor
genera neoepitopi conformationali targetabili de citre o altd componenta a sistemului
imun Inndscut, si anume de limfocitele B si anticorpii (imunoglobulinele) specifici anti-
tumorali sintetizati de acestea.
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Nu in ultimul rand, in méasura in care neoepitopii conformationali identificati sunt unici
si specifici celulelor tumorale, acestia pot deveni tinta pentru imunoterapiile celulare de
tip limfocite T cu receptori himerici de antigen (CAR-T).

De asemenca, deoarece cdile de semnalizare intracelulard in cadrul proceselor tumorale
sunt redundante si sinergice, terapiile anti-tumorale ar trebui sa fie asociative, cuprinzand
terapii conventionale, terapii de dezinhibare a sistemului imun (inhibitori de tip check-
point) si terapii tintite, personalizate, identificate prin NGS.



