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1. Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului

In prezent, In numeroase tari ale lumii, testarea geneticd pentru pacientii cu cancer
reprezintd un standart clinic. Pentru Republica Moldova aceasta procedura ramane o provocare, in
primul rand la nivelul exploatarii profilelor moleculare ale tumorilor si a fractiei de pacienti care

deriva din profilele moleculare si pot beneficia de programe de medicind personalizata.

Scopul: determinarea profilului molecular-genetic ale tumorilor solide la pacientii cu

cancer avansat pentru aplicarea terapiilor tesut-agnostice:
Obiective:

1. Colectarea probelor biologice de la pacientii diagnosticati pentru prima data cu cancer
(tumori solide), care nu au efectuat anterior un tratament pentru aceasta patologie, inclusiv
chimio- sau radioterapie si ulterior supusi unei rezectii chirurgicale;

2. Colectarea datelor clinice ale pacientilor care vor include: sexul, varsta, subtipul histologic,
clasificarea internationald a tumorii, OS, OSS, statutul TNM, stadiul tumorii si alte date
relevante privind pacientul sau modul sdu de viatd. Datele clinice vor fi colectate in
colaborare cu Cancer Registru al IMSP Institutul Oncologic, cat si datele din fisa de boala

a pacientului;

3. Determinarea profilului molecular al tumorii prin secventierea specimenelor/probelor
tumorale cu utilizarea platformei de secventiere lon Torrent Personal Genome Machine si

panelurilor de primeri destinate cercetarilor in oncologia translationala;

4. Interpretarea functionald a variantelor genetice prin (managmentul clinic a rezultatelor
secventierii) colaborare cu echipa de bioinformaticieni a Universitdtii Academiei de Stiinte
a Moldovei/Universitatii de Stat ,,Dimitrie Cantemir”, in cadrul proiectului — Crearea
suportului decizional in rapoartele de secventiere de urmatoarea generatie pentru variantele

somatice a cancerului, cu utilizarea instrumentelor bioinformatice;

5. Integrarea rezultatelor in asistenta medicald primara (medici de familie), Centre

Consultative Raionale si Centrul Consultativ Diagnostic al IMSP Institutul Oncologic.

6. Colaborarea dintre institutii in vederea promovorarii medicinei de precizie.



2. Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului

Introducere

Organismul uman este constituit din aproximativ 200 tipuri de celule implicate in
constructia organelor distinctive morfo-functional. Cancerul se poate dezvolta practic din toate
aceste populatii de celule, sub actiunea unei multitudini de factori. Cu toate ca sunt multi factori
care contribuie la dezvoltarea cancerului, un concept elementar care std la baza, este natura
genetica a cancerului, sau altfel vorbind — cancerul este cauzat de evenimente genetice. Datorita
tehnologiilor molecular-genetice avansate, au fost elucidate aspecte importante in ceea ce priveste
aparitia si evolutia tumorilor maligne. Aceste aspecte au stat la baza dezvoltarii teoriei genetice a
cancerului.

Bolile genetice clasice sunt in general monogenice, in timp ce cancerul presupune
implicarea mai multor gene si in acelasi timp a mai multor cai de semnalizare. Aceste gene sunt
definite ca variante genetice care maresc riscul cancerului cand sunt prezente in celulele normale
sau promoveazd dezvoltarea unei neoplazii. Genele respective sunt alele distincte a genelor
normale care apar ca rezultat a evenimentelor genetice. Evenimentele genetice pot aparea in doua
tipuri de celule; fie in celulele germinale care se transmit ereditar si se regasesc in fiecare celula
din organism, fie in celulele somatice fiind distinctive doar pentru neoplasia respectiva. in
majoritatea cancerelor, evenimentele genetice (mutatii somatice) apar spontan in celulele
somatice. Celulele somatice care dobandesc spontat gene cu mutatii somatice sunt precursori ai
cancerului. Atat mutatiile germinale cat si cele somatice altereaza genele normale pentru a forma
o versiune mutanta a genei. Evenimentele genetice implicate in alterarea secventei de ADN sunt
diferite si se clasifica in dependentd de marimea secventei de ADN alterate sau modificarile
chimice respective, cum ar fi; mutatii ale unei nucleotide, insertii si deletii mici (INDEL), variatii
a numadrului de copii (CNV), variatii structurale si mutatii epigenetice.

Evenimentele genetice pot apdrea in trei tipuri de gene: oncogene, gene supresoare de
tumoare si gene de reparare a erorilor (unele avand functie de supresie a tumorii), primele fiind de
un major interes in cancer. Uneori genele pot avea atat functii de oncogene cat si functii supresor
tumorale. Oncogenele determina cresterea celulelor normale in afara controlului si declanseaza
mecanisme neoplazice in timp ce genele supresoare a tumori protejeaza celulele sa devina
canceroase. Mutatiile somatice la nivelul oncogenelor sunt de regula de tip ,,gain-of-function” si
de obicei sunt dominante sau semi-dominante in timp ce mutatiile de la nivelul genelor supresoare
de tumoare sunt de tip ,,loss-0f-function” si se manifesta recesiv.

Dereglarea acestor doua tipuri de gene, in urma achizitiei mutatilor somatice, conduc la

evenimente ce implica perturbarea cailor de semnalizare si a interactiunilor ce implicd diferite cai.
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Semnalizarea aberantd a unei singure cdi poate avea implicatii uriagse asupra retelelor de
semnalizare mai largi care, In consecintd, promoveaza progresia cancerului si metastazarea.
Semnalizarea celulara defectuoasa in cancer este responsabild pentru numeroase caracteristici
specifice ale celulelor tumorale care le disting de celulele normale - aceste caracteristici sunt
cunoscute sub numele de ,,Semne distinctive ale cancerului (The Hallmarks of Cancer)”.
Identificarea mediatorilor critici ai semnalizdrii aberante sau chiar identificarea cailor de
semnalizare necunoscute anterior care ar putea fi vizate terapeutic ofera noi perspective pentru

aplicarea tratamentului de precizie.
Rezultate

In primul an de efectuare a cercetarilor a fost creata schema fluxului de lucru (Fig. 1) ce
vizeaza etapa pre-analitica si etapa analitica luandu-se in calcul fiecare detaliu atat reiesind din
capacitatile tehnologiei NGS, reagentilor, panelurilor multigenice utilizate cat si din punct de
vedere a erorilor posibile in timpul efectudrii secventierii masiv parale. Aceste optimizari au
permis efectuarea secventierii NGS fara pierderi suplimentare de reagenti si a permis excluderea
rezultatelor eronate. A fost, de asemenea, optimizat protocolu bioinformatic pentru analiza datelor
genomice obtinute in timpul secventierii. Au fost optimizate si testate unele pachete de analiza

bioinformatica a datelor genomice.

‘ 1 ‘ Colectarea probelor (completarea anchetelor) *

‘ 2 ‘ Parafinizarea tesutului (FFPE)

‘ 3 ‘ Analiza morfopatologica ‘ Adenocarcinom ‘
‘ 4 ‘ Microdesectia tesutului parafinizat 1

‘ 5 ‘ Izolarea s1 cuantificarea ADN-ului

| 6 | Verificarea fragmentirii ADN-ului (electroforeza) * Fragmente mai mici de 162 pb ‘
‘ 7 ‘ Prepararea bibliotecilor genomice |

‘ 8 ‘ Barcodarea si purificarea probelor

‘ ‘ Cuantificarea bibliotecilor genomice ‘ Cantitatea mai mica de 10 pM ‘
‘ 10 ‘ Amplificarea bibliotecilor genomice (emPCR) » RFU < 100 ‘
‘ 11 ‘ Secventierea masiv paraleld

‘ 12 ‘ Analiza datelor

‘ 13 ‘ Generarea raportului clinic

Fig. 1. Flux de lucru optimizat



Pentru realizarea cercetarilor au fost secventiate 16 probe de adenocarcinom pulmonar
fiind utilizate probe de tesut tumoral fixat in parafina si aplicata tehnologia lon Torrent pentru
panelurile lon AmpliSeq Colon and Lung Cancer Research Panel v2 care include 22 gene (Tabelul
1) si ITon AmpliSeq RNA Fusion Lung Cancer Research Panel (Tabelul 2) care acopera peste 70
transcripti de fuziune pentru genele ALK, RET, ROS1 si NTRKI1. Primul panel a fost utilizat

pentru investigarea a 12 probe de ADN genomic, cel de-al doilea pentru 4 probe de ADNCc.

Tabelul 1. lon AmpliSeqg Colon and Lung Cancer Research Panel v2

Tipul probei Tesut tumoral parafinizat
Aplicare Detectarea mutatiilor somatice
KRAS, EGFR, BRAF, PIK3CA, AKT1, ERBB2, PTEN, NRAS,
Gene STK11, MAP2K1, ALK, DDR2, CTNNB1, MET, TP53, SMADA4,
FBX7, FGFR3, NOTCH1, ERBB4, FGFR1, FGFR2
Perechi de primeri, 92 perechi de primeri,
lungime ampliconi 92 ampliconi cu o lungime medie de 162 pb
Cantitatea de ADN 10 ng
utilizata
Performanti Numér.total de _read-uri: > 100 000
’ Acoperirea medie a bazelor: > 500x

Tabelul 2. lon AmpliSeq RNA Fusion Lung Cancer Research Panel

Tipul probei Tesut tumoral parafinizat
Aplicare Detectarea fuziunilor de gene
Transcripti de Peste 70 transcripti de fuziune care includ genele
fuziune ALK, RET, ROS1 si NTRK1
Perechi de primeri, 83 perechi de primeri unici,
lungime ampliconi 85 ampliconi cu o lungime medie de 136 pb
Cantltat'ela deiARN 10 ng de ARN total
utilizata
Performanta Numar total de read-uri tinta per librarie: >20 000

Performanta secventerilor celor 12 probe de ADN a fost evaluata apreciindu-se numarul de
read-uri si acoperirea medie a bazelor (Coverage) in regiunile de interes. Pentru toate probele a
fost obtinuta o performanta maxima numarul de read-uri depasind 100 000 iar acoperirea medie a
bazelor fiind peste 500x. Pentru ADNc performanta de peste 20 000 de read-uri a fost obtinuta
intr-o singurd proba. Densitatea medie de incadrcare a chipului precum si alte detalii ale

experimentului sunt prezentate in Fig. 2.
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Fig.2. Detaliile experimentului de secventiere (A. Densitatea medie de incircare a chipului;
B. Alinierea read-urilor; C. Lungimea read-urilor; D. Detalii ISP (lon Sphere Particles))

Analiza datelor genomice brute si filtrarea variantelor genetice a fost realizata cu ajutorul

platformei lon Reporter si a plugin-ului Torrent Variant Caller. Astfel investigatiile au permis
identificarea a 28 alteratii in 15 gene: MET, ERBB2, EGFR, TP53, DDR2, ERBB4, KRAS,
FGFR3, NOTCH1, MAP2K1, CTNNB1, AKT1, SMAD4, STK11, ROS1 dintre care 14 gene
prezintd variante genetice de tip SNV si INDEL iar gena ROS1 — transcriptul de fuziune
ROS1.5p_NM_002944.2.e11e12 cu identificator Ensembl ENST00000368508. in Tabelul 3 sunt

prezentate mutatiile identificate in probele de ADN genomic si caracteristicile acestora.

Tabelul 3. Mutatiile identificate per proba

Proba « Gena si varlantavgenetlca Patogenitate Tipul Efectul Proteina Coverage
tumorald detectata
. SNV -
MET c¢.534C>T Benign Exonic Synonymous p.(=) 3994
: SNV .
APO1 MET c¢.1124A>G Benign Exonic Missense p.Asn375Ser 2611
ERBB2 c.2324_2325 Pathogenic/ Non
ins Likely IE,:I(EEIE Frameshift ?nsG,JAL:;'IY'OFO;?I\Y/E 3971
ATACGTGATGGC pathogenic Insertion y
EGFR ¢.1498+22A>T Not reported SNV_ Unknown p.? 3995
Intronic
AP02 SNV
TP53 ¢.880G>T Pathogenic Exonic Nonsense p.Glu294Ter 3921
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SNV

TP53 ¢.215C>G Benign . Missense p.Pro72Arg 3999
Exonic
DDR2 ¢.1505-20C>T Benign SNV. Unknown p.? 4000
Intronic
SNV
?
APO3 ERBB4 ¢.421+58A>G Not reported Intronic Unknown p.? 4000
Pathogenic/ SNV
KRAS ¢.35G>C Likely - Missense p.Glyl2Ala 3967
. Exonic
pathogenic
FGFR3 ¢.1953G>A Not reported SNV. Synonymous p.(=)
' Exonic '
APO4 EGFR ¢.1498+22A>T | Not reported InSt:\clJ\n/ic Unknown p.2 3093
TP53 ¢.215C>G Benign ESNV Missense p.Pro72Arg 3998
Xonic
NOTCH1 INDEL Non
APO5 4732 47344elGTG Not reported Exonic Frame§h|ft p.Val1578del 2070
- Deletion
Pathogenic/ SNV
MAP2K1 c.167A>C Likely - Missense p.GIn56Pro 2608
. Exonic
APO6 pathogenic
TP53 ¢.892G>T Pathogenic Ele;lr\llic Nonsense p.Glu298Ter 2627
ERBB4 ¢.421+58A>G Not reported InSt:\cl)\n/ic Unknown p.? 3440
Likely SNV .
APO7 CTNNB1 ¢.98C>G pathogenic Exonic Missense p.Ser33Cys 2662
Pathogenic/ SNV
AKTL1 c.49G>A Likely - Missense p.Glul7Lys 1461
. Exonic
pathogenic
EGFR ¢.1498+22A>T Not reported SNV. Unknown p.? 3991
Intronic
AP08 SNV
TP53 ¢.1024C>T Pathogenic Exonic Nonsense p.Arg342Ter 3944
EGFR . Non
C.2237_22550el AATTAA Pa“:j?ge”'c' INDEL | Frameshift p'G';;‘i"ss—\f:{ 752 130
AP0y | GAGAAGCAACATCInST | b | Exonic Block
P Substitution
TP53 ¢.215C>G Benign SN\{ Missense p.Pro72Arg 929
Exonic
MET ¢.1131C>T Benign SNV 1 synonymous 0.1le377= 3084
AP10 Exonic
SMAD4 ¢.513G>T Not reported E?(,;lr\\/ic Synonymous p.Serl71= 3998
TP53 ¢.215C>G Benign E?(,;lr\\/ic Missense p.Pro72Arg 1742
APLL INDEL Frameshift
STK11 c.124delC Not reported . . p.Arg42GlyfsTer9 1806
Exonic Deletion
EGFR . Non
Aply | C2237_22550elAATTAA pa”(‘j‘;ge”'c' INDEL | Frameshift p'G'é’;?r?S—\?;{ 752 1045
GAGAAGCAACATCInsT respogse Exonic Block

Substitution

Din 27 mutatii identificate In 12 probe, 9 sunt catalogate ca patogenice, 2 probabil

patogenice, 8 benigne si 8 cu patogenitate incertd. Patogenitatea, tipul alteratiilor, efectul

translational si clasa genelor mutante sunt prezentate in Fig. 3.
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Fig. 3. A — Tipul alteratiilor genetice; B — Efectul translational;
C — Patogenitatea; D — Clasa genelor mutante

Cele mai multe mutatii au fost identificate in urmatoarele gene: TP53 — 7 mutatii; EGFR
—5; MET - 3; ERBB4 — 2. In celelalte gene frecventa aparitiei este de o singura mutatie per gena

(Fig.4).
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Fig.4. Frecventa mutatiilor per gena

EGFR

Pentru identificarea si descrierea mutatiilor driver care sunt responsabile de transformarea

celulara si dezvoltarea cancerului a fost utilizata platforma Oncomine. Analiza a scos in evidenta

10 mutatii driver dintre care § sunt catalogate in baza de date COSMIC (Catalogue of Somatic

Mutations in Cancer). Cele 10 mutatii, ID-ul din COSMIC, frecventa alelicd precum si alte

caracteristici ale acestora sunt prezentate in Tabelul 4.

Tabelul 4. Mutatiile driver si caracteristicile acestora

Clasa Efectul
Nr Mutatia driver Frecventa ID-ul variantei asupra Statutul
' ’ alelica COSMIC . functiei Clinvar
genetice .
genei
. Loss of .
1 TP53 ¢.880G>T 73,48% COSM10856 Deleterious Functi Pathogenic
unction
ERBB2 c.2324_2325 0 i Gain of Likely
2 inNsSATACGTGATGGC 40.42% Hotspot Function Pathogenic
3 TP53 ¢.1024C>T 31,44% | COSM11073 | Deleterious FLU‘:]S&S‘“%‘; Pathogenic
4 STK11 c.124delC 18,11% - Deleterious | 055 Of -
Function
EGFRc.2237_2255 APQ9 - Gain of Dru
5 del AATTAAGAGAAGC | 18,66; AP12 | COSM12384 Hotspot Function res or?se
AACATCinsT - 20,85 P
NOTCH1 o Gain of
6 C.4732 4734deIGTG 1,26% | COSMI3047 | Hotspot | /i -
Gain of Pathogenic/
7 KRAS ¢.35G>C 25,56% COSM522 Hotspot . Likely
Function .
pathogenic
Gain of Pathogenic/
8 AKT1 c.49G>A 58,18% COSM33765 Hotspot . Likely
Function .
pathogenic
9 CTNNB1 .98C>G 28.40% | COSM5677 | Hotspot | Cainof Likely
Function Pathogenic
10 TP53 ¢.892G>T 16,06% | COSM10710 | Deleterious F'L?f'cs‘“‘(’)‘; Pathogenic
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Adnotarea si interpretarea clinica a genelor mutante si identificarea interactiunilor acestora
cu diferiti agenti medicamentosi a fost realizata cu utilizarea limbajului R si a librariei rDGIdb (R
Drug Gene Interaction Database) efectuandu-se explorarea urmatoarelor baze de date de profil:
CGl, CIViIC, CKB, Cancer Commons, Chemblinteractions, Clearity Foundation Biomarkers,
Clearity Foundation Clinical Trial, DoCM, DrugBank, FDA, Guide to Pharmacology Interactions,
My Cancer Genome, My Cancer Genome Clinical Trial, NCI, OncoKB, PharmGKB, TALC,
TEND, TTD, Tdg Clinical Trial. Pachetul rDGIdb permite efectuarea cautarilor in aceste surse si
identificarea asocierilor dintre produsii genici (tinte) si agentii medicamentosi (liganzi). Acestea
se realizeaza atat cu medicamente aprobate clinic cat si cu preparate aflate in faza de studii clinice.
Multe din asocieri includ informatii despre tipul interactiunii dintre ligand si tinta (ex. inhibitor,
activator, chaperone, modulator alosteric, etc.) si despre categoriile genelor de interes (ex. gene
din subsetul Druggable Genome). Analiza bioinformatica a permis identificarea a 825 interactiuni
intre cele 14 gene mutante si diferiti agenti medicamentosi. Heatmap-ul din Fig. 5 permite
vizualizarea celor mai relevante interactiuni si scorul acestora iar in Tabelul 5 sunt prezentate

numarul de interactiuni per gena.
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Tabelul 5. Numirul de medicamente identificate per gena

Numiirul
Simbolul . . distinct de . .
Nr. . Denumirea genei . Categoria genei
genei medicamente
per geni
AKT Tumor Suppressor,Kinase,Serine Threonine
1 AKT1 SERINE/THREONI 43 Kinase,Protease,Druggable Genome,Clinically
NE KINASE 1 Actionable
Clinically Actionable,Druggable Genome, Tumor
Suppressor, Transcription Factor Complex,Drug
2 CTNNBI CATENIN BETA 1 9 Resistance,Histone Modification,Rna Directed
Dna Polymerase, Transcription Factor Binding
DISCOIDIN
DOMAIN . . .
3 DDR2 RECEPTOR 6 Klnase,Tyrosll_ng Klllnase,l?rugg?ble
TYROSINE Genome,Clinically Actionable
KINASE 2
Cell Surface, Tumor Suppressor,Dna
EPIDERMAL Repair,Kinase,Serine Threonine Kinase, Tyrosine
4 EGFR GROWTH FACTOR 146 Kinase,Drug
RECEPTOR Resistance,Phospholipase,Druggable
Genome,Clinically Actionable
ERB-B2 RECEPTOR . . . . .
s | mem | oTvROSNE | owm | Kwesen T sneenion
KINASE 2 ' ’
ERB-B2 RECEPTOR . . .
6 ERBB4 TYROSINE 24 Klgase,Tyrosll_ng Klllnase,D_rugg?ble
KINASE 4 enome,Clinically Actionable
FIBROBLAST Tyrosine Kinase,Druggable
7 FGFR3 GROWTH FACTOR 39 Genome,Kinase,Clinically Actionable,Cell
RECEPTOR 3 Surface,Phospholipase, Lipid Kinase
8 KRAS Kgﬁgggggg 148 Kinase,Serine TZre(_)ninEIKinase,Clinically
GTPASE ctionable
MITOGEN- Serine Threonine Kinase,Kinase, Tyrosine
ACTIVATED Kinase,Druggable Genome,Clinically
9 MAP2K1 PROTEIN KINASE 38 Actionable,Protein Phosphatase, Tumor
KINASE 1 Suppressor
MET PROTO-
ONCOGENE, Cell Surface,Kinase, Tyrosine Kinase,Druggable
10 MET RECEPTOR 81 Genome,Clinically Actionable
TYROSINE ’
KINASE
11 NOTCH1 NOTCH 1 15 Cell Surface,DrugggbIe Genome,Clinically
Actionable
Transcription Factor Complex,Histone
13 SMAD4 SMMAI\E?\/I';AEI\IQ IAIf‘Y 10 Modification,Transcription Factor
Binding,Clinically Actionable
14 STK11 SERINE/THREONI 19 _Tumor Suppressor,Kinase,S_er_ine Threo_nine
NE KINASE 11 Kinase,Druggable Genome,Clinically Actionable
Clinically Actionable,Druggable Genome, Tumor
Suppressor, Transcription Factor Complex,Drug
15 TP53 TUMOR PROTEIN 108 Resistance,Histone Modification,Dna Repair,Rna

P53

Directed Dna Polymerase, Transcription Factor
Binding
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In diagrama de mai jos (Fig.6) este prezentat numarul de interactiuni identificate per baza de date.
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Fig. 6. Numairul de interactiuni gena-medicament identificate per baza de date

Profilul molecular al cancerului a devenit esential pentru selectarea si aplicarea terapiilor
tintite, iar Secventierea de Noua Generatie (Next Generation Sequencing - NGS) a imbunatatit
considerabil cercetarea din domeniul biomedical si a oferit noi provocari domeniului bioinformatic
de analiza efectiva a datelor de secventiere. Pentru Republica Moldova explorarea genomului
tumoral cu utilizarea tehnologiei NGS reprezintd o premierd iar detectarea rapidd si simultana a
alteratiilor genetice in mai multe gene implicate in tumorigeneza prezinta relevanta terapeutica
pentru cancerul pulmonar. Adenocarcinomul pulmonar este recunoscut ca o malignitate complexa,
iar diversitatea moleculara si genomica solicita tratamentul centrat pe pacient. Variantele genetice
patogenice ar putea fi utilizate ca biomarkeri de selectie a tratamentului iar abordarea terapeutica
- realizata atat prin medicamente aprobate si validate clinic, precum si prin medicamente care sunt
incluse in prezent in studiile clinice. Efectuarea secventierii unui numdr mare de gene la o singura
lansare permite descifrarea peisajului genomic al tumorilor, obtinerea rezultatelor in timp rapid si
adnotarea clinica a tintelor moleculare. Rezultatele obtinute in cadrul cercetérilor pot servi ca
suport pentru aplicarea tehnologiilor NGS in unele cazuri clinice atat in ceea ce vizeaza oncologia

de precizie cat si alte specialitati medicale.
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3. Cele mai relevante realiziri obtinute in cadrul proiectului

Pentru Republica Moldova explorarea genomului tumoral cu utilizarea tehnologiei NGS a
reprezentat o premiera iar detectarea rapida si simultana a alteratiilor genetice n mai multe gene
implicate in tumorigeneza prezinta relevanta terapeutica. Cercetarile efectuate in cadrul proiectului
au permis secventierea a 16 probe de adenocarcinom pulmonar si identificarea a 28 alteratii
genetice 1n 15 gene. Dintre acestea 10 sunt mutatii driver care contribuie la transformarea celulara
si aparitia cancerului. Au fost utilizati algoritmi bioinformatici si efectuatd asocierea genelor

mutante cu diferiti agenti medicamentosi aprobati clinic sau aflati in faza de studii clinice.

4. Participari in programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020,
COST...), inclusiv propunerile inaintate/proiecte castigate in cadrul
concursurilor nationale/internationale cu tangenta la tematica proiectului
1. Propunere de proiect inaintata ,,Reteaua de excelenti pentru diagnosticul si cercetarea bolii
cancerului pulmonar LUNGEX-RD (Network of Excelence for diagnosis and Research in Lung

Cancer Disease LUNGNEX-RD)”, Romdnia — Republica Moldova, 2018.

Obiectivul central este dezvoltarea competitivitatii in regiunea transfrontaliera si cresterea
economica prin colaborarea pentru inovare. Obiectivul de baza va fi realizat prin integrarea si
consolidarea capacitatilor clinice regionale intr-o retea de excelentd pentru diagnosticul clinic si
gestionarea cancerului pulmonar. Uniformizarea cunostintelor prin intermediul inlaturarii
decalajului de practica in diagnosticul si managementul profund al cancerului pulmonar si
consolidarea capacitatilor concentrate pe multidisciplinaritate, integrare in cercetare si dezvoltare
si Tmbunatatirea practicii medicale. Introducerea tehnologiilor ,,de ultima generatie” in scopul
diagnosticdrii corecte si complete a subiectilor cu cancer pulmonar, folosind infrastructura
existenta oferita de ambii parteneri. Aceste obiective converg catre prioritatea programului prin
colaborarea pentru inovare, cercetare si dezvoltare intre entititile din regiune si sprijinirea
dezvoltarii serviciilor de sdnatate si a accesului la sanatate.

Validarea incrucisata a tehnicilor de diagnostic pentru a pune la dispozitia ambilor parteneri
un instrument de lucru de incredere pentru diagnosticarea cancerului pulmonar, precum si pentru
documentarea evolutiei bolii. Acelasi instrument tehnic ar putea fi utilizat pentru a identifica
markeri moleculari care vor fi folositi ca tinte terapeutice si ca markeri de prognostic si evolutie.
Toate acestea converg catre prioritatile principale ale programului, care, practic, se transleaza prin
accesul la terapii tintite de ultimd generatie (inhibitori EGFR), urmarirea in profunzime a evolutiei
bolii cu schimbarea rapida a liniilor de tratament (daca este nevoie), ceea ce va duce la o mai buna
supravietuire generald cu o calitate mai buna a vietii.
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Se va initia o baza regionala transfrontaliera care va contine datele clinice si moleculare a
pacientilor cu cancer pulmonar. Aceasta va fi promotorul registrului transnational al cancerului
pulmonar, care va contribui la o intelegere mai buna a caracteristicilor cancerului pulmonar din
aceasta regiune a estului european.

Realizarea obiectivului general al acestui proiect va contribui la dezvoltarea socialad si
economicd transfrontalierd. Acest proiect va promova si sustine cercetarea si inovarea si va
imbunatati serviciile de sanatate prin utilizarea rezultatelor cercetarii, ceea ce presupune o retea de

cercetare conectata la aplicatiile clinice, tehnologiile medicale si industriile farmaceutice.

2. Propunere de proiect inaintata ,,Modificari ale microbiomului uman in contextul stresului
generat de antibiotice (Changes in human microbiome in antibiotic generated stress)” Romdnia
— Republica Moldova, 2018;

Obiectivul principal este de a stabili impactul tratamentului cu antibiotice asupra
microbiomului din colonul uman. Modificarile induse de antibiotice cu spectru larg pot produce
un efect cuantificabil asupra populatiei bacteriene din colon, cu efect imediat asupra starii de
sanatate. Evaluarea va implica 3 probe la fiecare individ care arata schimbarile induse de diferite
regimuri de antibiotice si capacitatea de recuperare in decurs de o luna de viata normala. Dorim sa
oferim o dovada cuantificabild a modificérilor induse de antibiotice si s promovam un nou
protocol restrictiv pentru consumul de antibiotice ca o modalitate de a reduce costurile si de a
limita dezvoltarea germenilor multi-rezistenti.

Obiectivul principal al proiectului este evaluarea plasticititii microbiomului uman dupa ce
a fost influentat de antibiotice, inclusiv capacitatea si amploarea de recuperare in termen de o luna
dupa o astfel de interventie. Republica Moldova si Regiunea Moldova (Romania) sunt populatii
surori care au triit de mult timp impreuna si au in comun obiceiuri alimentare majore. In timp ce
fiecare individ va avea o combinatie unica de populatii de bacterii, ne asteptdm ca un model unic
sa fie dominant, dar evaluarea diferentelor transfrontaliere se va face pentru a estima in populatie
schimbarile produselor alimentare de tip occidental. Ca atare, forta motrice a diferentelor majore
ale microbiomului individual trebuie produsa prin antibioticoterapie in regimuri diferite. Ca centre
oncologice majore din regiunile corelante, ne centralizam Ingrijirile oncologice si avem acces la o
populatie similara de pacienti. Datele statistice demonstreaza obiceiuri foarte diferite in utilizarea
profilactica a antibioticelor la pacientii non-septici. Folosind trei puncte de control, ne propunem
sd evaludm modul 1n care protocoalele diferite de antibioterapie influenteazad microbiomul colonic,
folosind probe pereche de la aceiasi indivizi. In aceeasi populatie, vom urmiri, de asemenea,
evaluarea capacitatii microbiomului de a se autoregla, verificind si comparand structura

microbiomului la o lund dupa modificarile induse de antibiotice.
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Vom evalua microbiomul folosind secventierea ADN a ARN 16S (regiunea variabild V3
si V4) utilizand tehnologia NGS. Pe baza noilor tehnologii, ne propunem sa credm un grup de
excelentd transfrontalier pentru secventiere paraleld. Ambii parteneri vor folosi echipamente de

secventiere ADN si ne propunem sa crestem nivelul de expertiza.

3. Proiectul european ,,European network for gynaecological cancer research”, cod CA 18117

Aproximativ 18,5 milioane de femei sunt afectate anual de cancer ginecologic, din care
aproximativ 50% sunt clasificate drept cancere rare. Diagnosticul intdrziat al pacientilor care
sufera de cancer ginecologic rar duce la rezultate slabe si contribuie la o povara socio-economica
imensa. Cauza fiind provocarilor stiintifice si tehnologice distincte cu care se confrunta cercetarea
in domeniul cancerului ginecologic. In prezent, eforturile generale pentru solutionarea acestor
provocari sunt fragmentate 1n diferite tari europene (si nu numai).

Acest proiect/colaborare isi propune sa abordeze aceste provocari prin crearea unei retele
unice intre partile cheie interesate care acopera cinci domenii distincte (de la concept la tratare):
cercetari de baza privind cancerul ginecologic rar, crearea biobancii, dimensiunea industriala,
cerintele legale si de reglementare pentru studiile clinice internationale si alte eforturi de
colaborare in cercetare si studii clinice internationale si inovatoare de 1nalta calitate.

Proiectul/strategia se va focusa pe (1) consolidarea capacitatilor asupra cancerului
ginecologic rar prin conectarea comunitatilor stiintifice de inaltd calitate din diverse discipline,
retele existente, factorilor de decizie, partenerilor industriali si organizatiilor de pacienti din
Europa si nu numai; (2) coordonarea si contributia la elaborarea unui algoritm de cercetare dedicat
conectarii (inovdrii) cercetarii de baza la studiile clinice ,,mai inteligente”; (3) dezvoltarea unei
platforme de partajare a celor mai bune practici, inclusiv finantarea algoritmilor de cercetare si a
cerintelor legale/etice, in cazurile de cancer ginecologic vizand factorii de decizie politici si alte
parti cheie interesate; si (4) oferirea de oportunitati (egale) pentru cercetatorii incepatori si pentru

alti tineri profesionisti talentati.

5. Colaborari stiintifice internationale/nationale.

Conferinta stiintifico-practicd internationala ,,Aspecte moderne de diagnostic, prognostic
si tratament 1n oncologie” organizata prin colaborarea a 4 institutii din Republica Moldova si
Romania.

» IMSP Institutul Oncologic din Republica Moldova;
» Institutul Regional de Oncologie, Iasi, Romania;
» Universitatea de Medicina si Farmacie "Grigore T. Popa" lasi, Romania;

» Institutul Oncologic ,,Prof. Dr. Alexandru Trestioreanu" Bucuresti, Romania.
16



6. Vizite ale cercetatorilor stiintifici din strainatate

Pe parcursul anului 2018 la IMSP Institutul Oncologic au fost efectuate mai multe vizite
ale expertilor si profesionistilor in domeniul medicinii de laborator din Romania:

1. IVANOV IULIU-CRISTIAN, doctor in biologie, Laboratorul de Biologie Moleculara,
Institutul Regional de Oncologie, lasi

Vizita a urmarit schimbul de experientd In domeniul oncogeneticii si optimizarea tehnicilor
molecular-genetice aplicate in cadrul Laboratorului Imunogenetic din cadrul IMSP Institutul
Oncologic.

2. HORIA BUMBEA, doctor in medicind, conferentiar universitar, Medic primar in
Hematologie — Sef al departamentului de flowcitometrie, medic coordonator UTS, medic
coordonator transplant medular, Universitatea de Medicind si Farmacie “Carol Davila” Bucuresti,
Clinica de Hematologie Spitalul Universitar de Urgenta, Bucuresti.

In timpul vizitei acestuia in laboratorul Imunogenetic au fost stabilite punti de colaborare cu
Societatea Romana de Citometrie si realizate discutii profesionale care vizeazd diagnosticul
molecular.

3. JITARU DANIELA, doctor in medicina, Laboratorul de Biologie Moleculara, Institutul
Regional de Oncologie, lasi

Schimb de experientd cu laboratorul de Biologie Moleculara al Institutului Regional de

Oncologie din Iasi

7. Teze de doctorat/postdoctorat sustinute pe parcursul realizarii

proiectului
Nu sunt

8. Manifestari stiintifice organizate la nivel national/international.

Conferinta stiintifico-practicd internationala ,,Aspecte moderne de diagnostic, prognostic
si tratament 1n oncologie”

Obiectivul principal a fost schimbul de experienta intre profesionistii din domeniul de
diagnostic genetic si morfo-citologic in oncologie si crearea de parteneriate interinstitutionale si
interlaboratoare cu parteneri de peste hotare.

Motivatia: Metodele molecular-genetice si morfo-citologice sunt absolut indispensabile in
stabilirea diagnosticului si mai apoi administrarea tratamentului bolnavilor oncologici. Tranzitia
de la chimioterapia standard la tratamentul tintit revolutioneaza intreg domeniul oncologiei si

necesitd imperios implementarea metodelor de diagnostic molecular-genetic precum si
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actualizarea cunostintelor in analiza morfo-citologica a tumorilor. Astfel, organizarea intrunirilor
stiintifice, dezvoltarea parteneriatelor si diseminarea activitatilor de cercetare in aceste domenii
faciliteaza mecanismul de implementare a metodelor moderne.

In cadrul conferintei organizate au fost desfasurate actiuni de promovare a activititii
stiintfice si clinice in oncologie realizate in institutiile care au participat la conferind (IMSP
Institutul Oncologic din Republica Moldova, Institutul Regional de Oncologie, Iasi, Romania,
Universitatea de Medicind si Farmacie "Grigore T. Popa" Iasi, Romania si Institutul Oncologic
,Prof. Dr. Alexandru Trestioreanu" Bucuresti, Romania).

Au fost desfasurate o sesiune de prezentdri orale si o sesiune de postere. Articolele
stiintifice de la prezentatrori vor fi publicate intr-un numar a Buletinului Academiei de Stiinte a
Moldovei. S-au stabilit relatii cu institutiile participante in vederea dezvoltarii proiectelor comune

in domeniul oncologiei.

9. Aprecierea activitatii stiintifice promovate la executarea proiectului
(premii, medalii, diplome etc.).
I. Mentiune acordata de catre Institutul Oncologic din Republica Moldova cercetatorilor stiintifici
Victor Sitnic si Valeri Tutuianu pentru munca perseverenta in echipa.
I1. Diplome de participare la conferinte:
1. 4th International Conference "Science Today: Challenges of Globalization”, Kiev,
Ukraine, 2018;
2. Al 2-lea Congres National al Asociatiei de Medicina de Laborator cu Participare
Internationald, Bucuresti, Romania, 2018;
3. Conferinta Internationala in Biotehnologii si Medicina Personalizata, Chisinau, Republica
Moldova, 2018;
4. Conferinta internationala CONFER 2018, editia a-VIl-a, Iasi, Romania, 2018
5. Conferinta stiintifico-practicd internationala ,,Aspecte moderne de diagnostic, prognostic
si tratament in oncologie”, Chisindu, Republica Moldova, 2019

6. Conferinta internationala CONFER 2019, editia a-VIlI-a, Iasi, Romania, 2019
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10. Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului,

implementarilor, recomandarilor.

Cercetarile din cadrul proiectului au fost efectuate la IMSP Institutul Oncologic in perioada
2018-2019 si au avut ca scop descifrarea profilului mutational si adnotarea clinica a genelor
mutante in 16 probe de adenocarcinom pulmonar. Explorarea genomului tumoral a fost realizata
cu utilizarea a doua paneluri multigenice lon AmpliSeq si a tehnologiei de secventiere lon Torrent.
Investigatiile au permis identificarea a 28 alteratii genetice in 15 gene. Dintre acestea 10 sunt
mutatii driver care contribuie la transformarea celulard si aparitia cancerului. Au fost utilizati
algoritmi bioinformatici si efectuatd asocierea genelor mutante cu diferiti agenti medicamentosi

aprobati clinic sau aflati in faza de studii clinice.

Explorarea aspectelor genomice, studiul profilului molecular al tumorilor si selectarea
terapiilor tintite sunt tendinte actuale si importante In oncologia de precizie. Pentru a obtine
beneficii maxime de pe urma explorarii genomului tumoral sunt necesare probe biologice
calitative, optimizarea strategiilor de cost si utilizarea algoritmilor bioinformatici performanti, care
asigura eficient interpretarea si integrarea datelor genomice cu profilul clinic, precum si reflectarea

acestora in rapoarte clinice accesibile pentru clinicieni.
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11. Concluzii

1. Cele doua paneluri multigenice utilizate au permis detectarea anumitor biomarkeri ai
cancerului pulmonar. A fost efectuata asocierea acestora cu diferiti agenti medicamentosi aprobati
clinic sau aflati in faza de studii clinice;

2. Avansarea in procesul de secventiere a genomului tumoral si identificarea tintelor
moleculare care pot fi actionate medicamentos, favorizeaza selectarea celor mai eficiente terapii
tintite in tratamentul cancerulut;

3. Translarea pe larg a tehnologiilor de descifrare a genomului in practica clinica oncologica
este limitatd din mai multe considerente: calitatea joasad a acizilor nucleici in probele biologice
parafinizate, costul ridicat pentru realizarea investigatiilor de secventiere, provocari in ce priveste
integrarea complexa a profilului molecular cu cel clinic;

4. Pentru a obtine beneficii maxime de pe urma explorarii genomului tumoral sunt necesare
probe biologice calitative, optimizarea strategiilor de cost si utilizarea algoritmilor bioinformatici
performanti, care asigurd eficient interpretarea si integrarea datelor genomice cu profilul clinic,

precum si reflectarea acestora in rapoarte clinice accesibile pentru clinicieni.
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Anexa nr.

12. Bugetul proiectului, lista executorilor, lista tinerilor cercetitori,

doctoranzilor

Volumul total al finantarii (mii lei) (pe ani)

Anul Planificat Executat Cofinantare
2018 204,0 204,0 50,5
2019 204,0 204,0 50,5
Lista executorilor (functia in cadrul proiectului, titlul stiintific, semnatura)
Nr Anulu Titlul Functia in )
Numele/Prenumele nasterii v cadrul Semnaitura
d/o ’ stiintific : )
T proiectului
1 | Valentina Stratan 1962 D.r‘ m Dlrgctor de
biologie proiect
2 | Valeri Tutuianu 1989 | Fara titlu Executor
3 | Victor Sitnic 1985 Fara titlu Executor
4 | Ana Lozovanu 1993 Fara titlu Executor
5 | Vladimir Sutkin 1048 | D% Executor
’ habilitat
6 | Sergiu Brenister 1957 | Dr. med. Executor
7 | Valeriu Bilba 1969 Dr. med. Executor
8 | Viorel Munteanu 1984 Fara titlu Executor
9 | Inga Chemencediji 1978 | Fara titlu Executor
10 | Madalina Gheaur 1994 Fara titlu Executor
11 | Arina Terletkaia-Catruc 1983 - Contabil
Lista tinerilor cercetatori
Nr Numele/Prenumele AnuI" '.ItltIEJI Functia in cadrul
d/o nasterii stiintific proiectului
1 | Ana Lozovanu 1993 Fara titlu Executor
2 | Valeri Tutuianu 1989 Fara titlu Executor
3 | Victor Sitnic 1985 Fara titlu Executor
4 | Viorel Munteanu 1984 Fara titlu Executor
5 | Madalina Gheaur 1994 Fara titlu Executor
Lista doctoranzilor
Nr Anul Titlul Functia in cadrul
Numele/Prenumele . e . " -
d/o nasterii stiintific proiectului
1 | Ana Lozovanu 1993 Fara titlu Executor
2 | Valeri Tutuianu 1989 Fara titlu Executor
3 | Victor Sitnic 1985 Fara titlu Executor
Conducatorul proiectului
(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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Anexanr. 2

13. Lista publicatiilor stiintifice ce tin de rezultatele obtinute in cadrul
proiectului
Articole in culegeri (nationale / internationale)

- STRATAN, V.; LOZOVANU, A.; SITNIC, V.; TUTUIANU, V.; MUNTEANU, V.
MUSTEATA, V. Standardization of the qualitative and quantitative determination methods for
BCR-ABL1 gene products in Chronic Myeloid Leukemia, 4-1 MexnyHaponHas KOH(pEpEHIHs
«Hayka ¥ COBpPEMEHHOCTh: BBI30BBI IJIO0aM3anuu», MeTuIuHCKHE Hayku, pagina 15, Tunie
2018, Kiev, Ucraina;

- STRATAN, V.; SITNIC, V.; TUTUIANU, V.; BILBA, V.; BRENISTER, S.; SUTKIN,
V.; LOZOVANU, A.; MUNTEANU, V.; POPA, C. Detectarea si analiza mutatiilor somatice in
unele probe de adenocarcinom pulmonar prin tehnologia de secventiere lon Torrent, Revista
Stiintifico-Practica ,,Buletinul Academiei de Stiinte a Moldovei”, Sectia ,,Stiinte Medicale”, 2019,
Chisinau, in curs de publicare;

- DARIIL, V.; TIBIRNA, G.; STRATAN, V.; CLIPCA, A.; CLIM, C.; DORUC, A.;
TIBIRNA, A.; MINDRUTA-STRATAN, R.; COJOCARU, C.. TARNARUTCAIA, R
POSTOLACHE, A.; MARANDIUC, A.; LOZOVANU, A.; TUTUIANU, V. SITNIC,
V. Optimizarea tratamentului multimodal al cancerului laringian in baza evidentierii
particularitatilor clinico-morfo-imunologice, Revista Stiintifico-Practica ,,Buletinul Academiei de
Stiinte a Moldovei”, Sectia ,,Stiinte Medicale”, 2019, Chisindu, in curs de publicare;

- MARTEA, R.; MUNTEANU, V.; TUTUIANU, V.; DUCA, M. Challenges in Next
Generation Sequencing (NGS) Analysis for Cancer Research. Abstract of International Biological,
Agricultural and Life Science Congress, November 7-8, 2019, Lviv, Ukraine, (acceptat spre
publicare).

Rezumate in culegeri (nationale / internationale)

- STRATAN, V; MUNTEANU, V.; LOZOVANU, A.; TUTUIANU, V.; SITNIC V;
TCACIUC, D. Using the pgm ion platform for molecular-genetic characterization of breast cancer,
Revista Romana de Medicina de Laborator Supliment la Vol. 26, Nr. 2, 2018, Bucuresti, Romania;

- STRATAN, V., LOZOVANU, A. SITNIC, V. TUTUIANU, V.; MUNTEANU. V.
Determinarea profilului molecular pentru selectarea terapiilor tintite in cancerul pulmonar, VOLUM
de REZUMATE vol. 7, Confer2018, 2018, Iasi, Romania;

- STRATAN, V., SITNIC, V.; TUTUIANU, V. BILBA, V.; LOZOVANU, A
MUNTEANU, V.; BRENISTER, S.; SUTKIN, V. Reteaua de interactiune a unor gene mutante in
cancerul pulmonar non-microcelular, VOLUM de REZUMATE vol. 8, p.415-416, Confer2019,
2019, Iasi, Romania;

- STRATAN, V.; SITNIC, V.; TUTUIANU, V.; LOZOVANU, A.; MUNTEANU, V;
SOCHIRCA, D. Heterogenitatea genomici intertumorald si intratumorald in cancerul de sén,
VOLUM de REZUMATE vol. 8, p.412-413, Confer2019, 2019, Iasi, Romania;

- STRATAN, V.; SITNIC, V.; TUTUIANU, V.; LOZOVANU, A.; MUNTEANU, V.;
SOCHIRCA, D. Utilizarea limbajului r pentru adnotarea clinicd a unor gene mutante in cancerul de
san, VOLUM de REZUMATE vol. 8, p.258-259, Confer2019, 2019, Iasi, Romania.

Conducatorul proiectului

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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Anexanr. 3

14. Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale

1. Victor Sitnic, Conferinta Internationald ,,Biotehnologii si Medicind Personalizatd”, 12
septembrie 2018, Chisinau, IMPLEMENTAREA METODEI DE DETERMINARE A
FUZIUNII BCR-ABL IN PRACTICA CLINICA A IMSP INSTITUTUL ONCOLOGIC;

2. Valeri Tutuianu, Conferinta Internationala ,,Biotehnologii si Medicind Personalizata”, 12
septembrie 2018, Chisiniu, TESTAREA GENETICA IN ONCOLOGIE: PROVOCARI SI
PERSPECTIVE IN CADRUL IMSP INSTITUTUL ONCOLOGIC;

3. Ana Lozovanu, Conferinta internationala CONFER 2018, editia a-V1l-a, 22-25 noiembrie
2018, Iasi, DETERMINAREA PROFILULUI MOLECULAR PENTRU SELECTAREA
TERAPIILOR TINTITE IN CANCERUL PULMONAR;

4. Valeri Tutuianu, Conferinta stiintifico-practica internationald ,,Aspecte moderne de
diagnostic, prognostic si tratament in oncologie”, 19 septembrie 2019, Chisindu,
UTILITATEA PANELURILOR MULTIGENICE IN ONCOLOGIA DE PRECIZIE;

5. Victor Sitnic, Conferinta internationala CONFER 2019, editia a-VIll-a cu tematica:
“Progrese, directii si perspective in tratamentul cancerului”, 21 — 24 noiembrie 2019, lasi,
UTILIZAREA LIMBAJULUI R PENTRU ADNOTAREA CLINICA A UNOR GENE
MUTANTE IN CANCERUL DE SAN;

6. Victor Sitnic, Conferinta internationala CONFER 2019, editia a-VIll-a cu tematica:
“Progrese, directii si perspective in tratamentul cancerului”, 21 — 24 noiembrie 2019, lasi,
RETEAUA DE INTERACTIUNE A UNOR GENE MUTANTE IN CANCERUL
PULMONAR NON-MICROCELULAR;

7. Valeri Tutuianu, Conferinta internationala CONFER 2019, editia a-VIll-a cu tematica:
“Progrese, directii si perspective in tratamentul cancerului”, 21 — 24 noiembrie 2019, lasi,
HETEROGENITATEA GENOMICA INTERTUMORALA SI INTRATUMORALA IN
CANCERUL DE SAN.

Conducatorul proiectului

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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