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Rezumat

Cancerul pulmonar este cea mai comuna cauza a mortalitatii prin cancer si cel mai comun cancer din lume cu peste
1,5 milioane de decese anual. Explorarea aspectelor genomice, studiul profilului molecular si selectarea terapiilor tintite
pentru aceste tumori sunt tendinte actuale si importante in oncologia de precizie. Lucrarea de fatd descrie profilul molecu-
lar si adnotarea clinica a datelor genomice obtinute in urma secventierii prin tehnologia /on Torrent a 8 probe de adeno-
carcinom pulmonar. Secventierea a fost efectuata in cadrul IMSP Institutul Oncologic in perioada 2018-2019 cu utilizarea
panelului lon AmpliSeq Colon and Lung Cancer Research Panel v2 care include 22 gene.
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Summary

Lung cancer is the most common cause of cancer mortality and the most common cancer in the world with over 1.5
million deaths annually. The exploration of genomic aspects, the study of molecular profile and the selection of targeted
therapies for these tumors are current and important tasks in precision oncology. The present paper describes the molec-
ular profile and clinical annotation of the genomic data obtained from /lon Torrent sequencing of 8 lung adenocarcinoma
samples. The sequencing was performed within the Oncological Institute in the period 2018-2019 using the lon AmpliSeq
Colon and Lung Cancer Research Panel v2 which includes 22 genes.
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Pesrome

Pak sierkux siBisieTcst caMoi pacrpoCTpaHEeHHOM MPUYUHON CMEPTHOCTH OT paka U CaMOU pactpocTpaHeHHOH (op-
MO paka B mupe ¢ Oonee yem 1,5 MuImroHna cMepTeid B Tof. M3yueHue TeHOMHBIX acleKTOB, MOJIEKYIISIPHOTO TIPOQUIIS
1 BBIOOD IIEJICBOM TEPAIUK JJIS STHX OIYXOJICH SBIISIOTCS aKTyajdbHBIMH M BaKHBIMU 3a/auaMH B 00JaCTH TOYHOM OH-
KOJIOTHH. B cTaThe OMUCHIBACTCS MOJICKYIISIPHBIN MPO(UIIb U KIMHAYCCKAs aHHOTAINS TCHOMHBIX JaHHBIX, TOJYYCHHBIX
13 CEKBEHUPOBaHUsI 8§ 00pa3IoB aJICHOKAPIIMHOMBI JIETKOTO C ITPUMEHEHHeM TexHosoruit lon Torrent. CekBeHUpOBaHHE
npoBoamiock B Onkonornyeckom MuctutyTte B 2018-2019 romax ¢ ucnonp3oBanueM nanenu lon AmpliSeq Colon and
Lung Cancer Research Panel v2, Bkirodarommii 22 TeH.

KunioueBble cioBa: cexkBeHupoBanue, NGS, pak, aleHOKapIIMHOM JIETKOTO, PAKOBBIN T€HOM, KIIMHUYECKasi aHHOTa-
LUs1, TAPTETHAS TeParus

Introducere. Profilul molecular al cancerului a
devenit esential pentru selectarea si aplicarea terapii-
lor tintite, iar Secventierea de Noua Generatie (Next
Generation Sequencing - NGS) a imbunatatit consi-
derabil cercetarea din domeniul biomedical si a oferit
noi provocari domeniului bioinformatic de analiza
efectivd a datelor de secventiere. Pentru Republica
Moldova explorarea genomului tumoral cu utiliza-
rea tehnologiei NGS reprezinta o premiera iar detec-
tarea rapida si simultana a alteratiilor genetice n 22
de gene implicate in tumorigeneza prezinta relevanta
terapeutica pentru cancerul pulmonar. Adenocarcino-

mul pulmonar este recunoscut ca o malignitate com-
plexa, iar diversitatea moleculara si genomica solicita
tratamentul centrat pe pacient. Variantele genetice pa-
togenice ar putea fi utilizate ca biomarkeri de selectie
a tratamentului iar abordarea terapeutica - realizata
atat prin medicamente aprobate si validate clinic, pre-
cum si prin medicamente care sunt incluse in prezent
in studiile clinice. Efectuarea secventierii unui numar
mare de gene la o singura lansare permite descifrarea
peisajului genomic al tumorilor, obtinerea rezultate-
lor in timp rapid si adnotarea clinica a tintelor mole-
culare. Rezultatele obtinute in cadrul cercetarilor pot
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Tabelul 1.

Ion AmpliSeq Colon and Lung Cancer Research Panel v2

Tipul probei

Tesut tumoral parafinizat

Aplicare

Detectarea mutatiilor somatice

Gene

KRAS, EGFR, BRAF, PIK3CA, AKT1, ERBB2, PTEN, NRAS, STK11, MAP2K 1,
ALK, DDR2, CTNNB1, MET, TP53, SMAD4, FBX7, FGFR3, NOTCHI1, ERBB4,

FGFR1, FGFR2

Perechi de primeri, lungime
ampliconi

92 ampliconi cu o lungime medie de 162 pb

92 perechi de primeri,

Cantitatea de ADN utilizata

10 ng

Performanta

Numarul total de read-uri: > 100 000
Acoperirea medie a bazelor: > 500x

servi ca suport pentru aplicarea tehnologiilor NGS in
unele cazuri clinice atat in ceea ce vizeaza oncologia
de precizie cat si alte specialitati medicale.

Materiale si metode

Pentru realizarea secventierilor celor 8 probe de
adenocarcinom pulmonar au fost utilizate probe de
tesut tumoral parafinizat, ADN-ul genomic fiind izo-
lat cu kit-ul GeneJET FFPE DNA Purification Kit.
A fost aplicata tehnologia lon Torrent pentru panelul
lon AmpliSeq Colon and Lung Cancer Research Pa-
nel v2 care include 22 gene (tabelul 1).

Performanta investigatiilor genomice a fost eva-
luatd apreciindu-se numarul de read-uri si acoperirea
medie a bazelor (Coverage) in regiunile de interes.
Pentru toate probele a fost obtinutd o performanta
maxima numarul de read-uri depdsind 100000 iar
acoperirea medie a bazelor fiind peste 500x. Densi-
tatea medie de incarcare a chipului precum si alte de-
talii ale experimentului sunt prezentate in figura 1.

Analiza datelor genomice brute si filtrarea vari-
antelor genetice a fost realizata cu ajutorul platformei
lon Reporter si a plugin-ului Torrent Variant Caller.
Adnotarea si interpretarea clinica a genelor mutante si
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Figura 1. Detaliile experimentului de secventiere
(A. Densitatea medie de incarcare a chipului; B. Alinierea read-urilor;
C. Lungimea read-urilor; D. Detalii ISP (Ion Sphere Particles))
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Tabelul 2.
Mutatiile identificate per proba
Proba tfl ) Gena.glvvarlanta gene- Patogenitate Tipul Efectul Proteina Coverage
morala tica detectata
MET ¢.534C>T Benign SNV Synonymous p-(=) 3994
’ Exonic ’
MET c.1124A>G Benign SNV Missense p-Asn375Ser 2611
APO1 ' Exonic '
ERBB2 c..2324_2325 Pathpgenlc/ INDEL | Non Frameshift p-Glu770
ins Likely Exoni Insertion Ala771 3971
ATACGTGATGGC | pathogenic ome sertio insAlaTyrValMet
EGFR ¢.1498+22A>T | Not reported SNV. Unknown p.? 3995
Intronic
. SNV
APO02 TP53 ¢.880G>T Pathogenic . Nonsense p-Glu294Ter 3921
Exonic
. SNV .
TP53 ¢.215C>G Benign . Missense p.Pro72Arg 3999
Exonic
. SNV
DDR2 ¢.1505-20C>T Benign . Unknown p.? 4000
Intronic
ERBB4 ¢c.421+58A>G | Not reported SNV Unknown p.? 4000
APO3 ’ Intronic v
Pathogenic/ SNV
KRAS ¢.35G>C Likely . Missense p-Glyl12Ala 3967
. Exonic
pathogenic
FGFR3 ¢.1953G>A Not reported SNV Synonymous p-(®)
’ Exonic ’
SNV
AP04 EGFR ¢.1498+22A>T | Not reported . Unknown p.? 3993
Intronic
. SNV .
TP53 c.215C>G Benign . Missense p.Pro72Arg 3998
Exonic
NOTCHI1 INDEL | Non Frameshift
APOS 1 4732 am3adeigTg | Notreported | g i | Deletion p-Vall578del 2070
Pathogenic/ SNV
MAP2K1 ¢.167A>C Likely Exonic Missense p-GIn56Pro 2608
AP06 pathogenic
. SNV
TP53 ¢.892G>T Pathogenic . Nonsense p-Glu298Ter 2627
Exonic
SNV
ERBB4 c.421+58A>G | Not reported . Unknown p.? 3440
Intronic
Likely SNV .
APO7 CTNNBI ¢.98C>G pathogenic Exonic Missense p-Ser33Cys 2662
Pathogenic/ SNV
AKTI c.49G>A Likely . Missense p.Glul7Lys 1461
. Exonic
pathogenic
SNV
EGFR ¢.1498+22A>T | Not reported . Unknown p.? 3991
Intronic
APOS8 SNV
TP53 ¢.1024C>T Pathogenic Exonic Nonsense p-Arg342Ter 3944

identificarea interactiunilor acestora cu diferiti agenti
medicamentosi a fost realizata cu utilizarea /imbaju-
lui R si a librariei rDGIdb (R Drug Gene Interaction
Database) efectuandu-se explorarea mai multor baze
de date de profil. Pachetul rDGIdb permite efectuarea

cautarilor in diferite surse si identificarea asocierilor
dintre produsii genici (tinte) si agentii medicamentosi
(liganzi). Multe din aceste asocieri includ informatii
despre tipul interactiunii dintre ligand si tinta (ex.
inhibitor, activator, chaperone, modulator alosteric,
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Figura 4. A,B,C — Patogenitatea, efectul translational si tipul variantelor genetice detectate;
D — Functia genelor mutante

etc.) si despre categoriile genelor de interes (ex. gene
din subsetul Druggable Genome).

Rezultate si discutii

Secventierea celor 8 probe de adenocarcinom pul-
monar a permis identificarea a 20 mutatii in 12 gene:
EGFR, ERBB4, TP53, AKT1, CTNNBI1, DDR2,
ERBB2, FGFR3, KRAS, MAP2K1, MET, NOT-
CHI. Varianta EGFR ¢.1498+22A>T a fost identi-
ficata in trei probe tumorale, ERBB4 ¢.421+58A>G
si TP53¢.215C>G in doua probe, in celelalte cazuri
detectandu-se cate o varianta per proba. in tabelul 2
sunt prezentate mutatiile identificate si caracteristici-
le acestora.

In figura 4 este prezentata statistica datelor ob-
tinute conform urmatoarelor criterii: patogenitatea,
efectul translational, tipul variantelor genetice si
functia genelor mutante (oncogene, gene supresoare

de tumori, gene cu functie dubla). Din § probe, 6 pre-
zintd mutatii patogene sau potential patogene, cele-
lalte 2 prezintd mutatii benigne sau cu patogenitate
incerta.

Adnotarea clinica cu utilizarea instrumentului bi-
oinformatic *DGldb a permis identificarea a 796 in-
teractiuni intre cele 12 gene mutante si diferiti agenti
medicamentosi. Interactiunile cu un scor mai mare de
40 care sunt 11 la numar si numarul total de asocieri
per sursa pot fi vizualizate in figura.5.

Concluzii.

Cercetdrile efectuate au permis detectarea unor
biomarkeri genetici intr-un panel de 22 gene driver
ale cancerului si asocierea acestora cu diferiti agenti
medicamentosi aprobati clinic sau aflati in faza de
studii clinice. Avansarea in secventierea genomului
tumoral si identificarea tintelor moleculare actiona-
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Nr Gena Medicament Scor
1 EGFR Erlotinib 167
2 EGFR Afatinib 141
3 EGFR Gefitinib 125
4  EGFR Cetuximab 110
5 ERBB2 Trastuzumab 99
6 ERBB2  Lapatinib 91
7 KRAS Cetuximab 73
8 KRAS Panitumumab 56
9 MET Crizotinib 52
10 KRAS  Selumetinib 44
11  KRAS Trametinib 40
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Figura 5. A. Interactiunile gend-medicament cu scor mai mare de 40;
B. Numarul de interactiuni gend-medicament identificate in diferite baze de date

bile favorizeaza selectarea celor mai eficiente terapii
tintite in tratamentul cancerului, totusi exista unele
bariere in ce priveste translarea pe larg a acestor teh-
nologii in practica clinica cum ar fi calitatea probelor,
alegerea unei strategii de testare efectiva din punct
de vedere al costului si integrarea complexa a profi-
lului molecular cu cel clinic. Pentru a obtine benefi-
cii maxime de pe urma explorarii genomului tumoral
sunt necesare probe biologice calitative, optimizarea
strategiilor si utilizarea algoritmilor bioinformatici
performanti astfel incat datele moleculare sa poata fi
eficient interpretate, integrate cu profilul clinic si re-
flectate in rapoarte clinice accesibile pentru clinicieni.
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