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1. INTRODUCERE

Atunci cand stiinta intalneste tehnologia de inalta performanta, pot avea loc progrese
majore, ca dovada fiind cantitatea mare de date generate de progresele tehnologice recente
din domeniul biologiei moleculare, mai precis in genomica functionala si structurala. Printre
aceste tehnologii cu impact major asupra cercetarii medicale se numara secventierea de noua
generatie si tehnica microarray, ce au potentialul de a Tmbunatati metodele clinice de
diagnostic si terapie tintita (1-4). Aceste progrese au facilitat studierea profilului molecular
pentru numeroase patologii, cu potentialul de a conduce la descoperirea unor terapii tintite
eficiente, dar si a biomarkerilor pentru diagnostic timpuriu, stratificare si prognostic.

Cantitatea mare de informatii generate de aceste instrumente poate varia de la
numeroase giga-perechi de baze (gpb) de date brute de secventiere, pana la tabele extinse
structurate 1n fisiere, contindnd sute, uneori chiar mii de randuri, asa cum se intdmpla in
cazul datelor expresiei genice sau a miARN obtinute in urma tehnologiei microarray (5-7).
Ca si in cazul oricarui test, valoarea rezultatelor constd in abilitatea cercetatorului de a
interpreta si integra informatiile obtinute intr-o maniera cu semnificatie biologica. Asadar,
in incercarea de a transforma datele tip high throughput in date accesibile este necesara
organizarea si descifrarea lor cu ajutorul metodelor bioinformatice. Pe scurt, domeniul
bioinformaticii reprezintd un sistem de management a informatiilor pentru biologia
moleculara si are numeroase aplicatii practice (8).

In ultimii ani, atentia medicilor si a cercetitorilor clinici a inceput si se mute de la
tratarea pacintilor deja afectati de diverse boli spre predictie, prevenire si medicina
personalizata (PPMP) sau medicina de precizie, acest trend fiind foarte bine ilustrat in
momentul de fatd in domeniul oncologiei (9). In incercarea de a asocia fiecare pacient cu cel
mai bun plan terapeutic, medicii au Inceput sa se bazeze pe mai multe informatii decat cele
oferite de stratificarea histopatologica a bolii. Progresele recente din cercetarea din domeniul
biomedicine si a geneticii ofera clinicienilor informatii mai precise, precum expresia genica
si moleculard in tumori, starea mutationald a genelor implicate in anumite boli, gradul de
polimorfism si variatie a numarului de copii. O bund congruenta intre profilul molecular a
pacientului si raspunsul terapeutic nu reprezinta doar o imbunatatire a rezultatului final, dar

si un pas Tnainte in ceea ce priveste medicina personalizata si precisa.
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Motivatia din spatele acestei teze a fost de a sublinia modul in care analizele "big
data” pot contribui la personalizarea diagnosticului si a terapiei, prin folosirea
tehnologiilor pentru profilarea bio-moleculara tip “high throughput”, cu scopul de a
analiza semnatura moleculara a conditiilor fizice si patologice. Alaturi de costuri
minimalizate si dezvoltare de paneluri biologice specializate — dar si cu posibilitate de a
adapta aceste paneluri pentru diverse teste microarray sau de secventiere de noua generatie
— aceste tehnologii pot indeplini o varietate largd de cerinte clinice pentru numeroase
patologii. Prin folosirea bioinformaticii si @ metodelor de analiza, interpretara si integrare a
cantitatilor mari de date generate de aceste tehnologii, va face posibila dezvoltarea de metode
rapide si eficiente aplicabile in special in domeniul oncologiei. In primul rand, un diagnostic
rapid si eficient va asigura tratamentul cel mai potrivit pentru situatia patologica a fiecarui
pacient. Biomarkerii precisi, nou descoperiti, vor contribui la dezvolatarea de metode de
screening mai eficiente si minim invasive, ce vor stratifica potentialii pacienti si oferi
posibilitatea unui tratament precis si rapid. Cu toate ca nu promite sa devina Sfantul Graal
al medicinei, bioinformatica va schimba cel mai probabil fata diagnosticului si tratamentului
oncologic, conducand fara indoiala la o viatd si ratd de supravietuire imbunatatita pentru

pacienti.

2. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Statisticile din domeniul cancerului

Cancerul se incadreaza printre principalele cauze ale decesului la nivel global, cu o
medie a mortalitatii de 8 milioane cazuri anual, conform statisticilor furnizate de World
Health Organization (10). Conform site-ului GLOBOCAN 2012, s-au estimat aproximativ
14.1 milioane de cazuri noi de cancer la ultima evaluare la nivel mondial, dintre care 7.4
milioane de cazuri la barbati si 6.7 milioane la femei. Se preconizeaza ca acest numar va
creste la 24 de milioane pana in 2035 (11, 12). Aceeasi sursa prezintd si numarul de cazuri
apdrute in 2013 pentru fiecare tip de cancer in parte, dar si rata de mortalitate cauzatd de
aceste stdri maligne in timpul aceluiasi an.

Luadnd in considerare aceste cifre mari, devine clara nevoia urgenta de a gasi
medicamente mai precise si eficiente, primul pas fiind intelegerea mai amanuntitd a

genomului cancerului si a profilelor moleculare specifice pentru fiecare tumora.
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Terapii conventionale in cancer

In momentul de fata, atunci cand se face referire la oncologie, terapiile conventionale
pot fi descrise ca si un tratament ce este acceptat si folosit de majoritatea medicilor
specialisti, implicand proceduri chirurgicale, administrarea de medicamente
chemoterapeutice sau folosirea radiatiilor.

Pe langa posibila dobandire a rezistentei la terapie, un alt aspect important ce ii
implicd atat pe medici, cat si pe pacienti, este reprezentat de managementul efectelor
secundare negative ale acestor medicamente, ce sunt determinate in mare parte de activitatea

lor nespecifica si administrarea sistemica.

Terapii tintite

Datorita dezavantajelor chemoterapiei traditionale, noi metode tintite sunt n curs de
dezvoltare, constdnd in medicamente ce sunt capabile sa atace mecanisme celulare si
moleculare specifice ce diferentiazi celulele transformate de cele sanatoase (13). In functie
de particularitatile lor, aceste medicamente noi se clasificd n cateva grupuri, precum enzime
sau inhibitori ai angiogenezei, anticorpi monoclonali si terapii genice.

Cu toate ca numarul de studii efectuate pe subiecti umani este limitat, aceste noi
medicamente tintite detin asteptari majore pentru gasirea de terapii oncologice mai eficiente,
incercdrile curente fiind sustinute de cantitatea in continud crestere de cunostinte despre

cancer.

Cunostinte curente despre cancer

In general, tumorile maligne sunt descrise ca si un grup de boli ce sunt caracterizate
prin diviziune monoclonala intensd a unui tip particular de celule, ce invadeaza tesutul
inconjurator si dobandeste capacitatea de a coloniza tesuturi si organe (14, 15). In anii
recenti, cancerul a fost descris ca si o boald poligenica, cu multiple fatete, caracterizatd prin
dezvoltarea de tumori generate de modificari genetice si/sau epigenetice, ce contracareaza
mecanismele de reparare a ADN si alte sisteme moleculare de protectie, concizand cu
expresia fenotipului malign.

Alterarile pot avea loc in orice pas descris de catre dogma clasica a biologiei
moleculare. Astfel, genele pot achizitiona mutatii cu potentialul de a afecta procesul de

traducere, rezultand proteine modificate, fapt ce poate avea efecte devastatoare Tn cazul
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genelorsupresoare de tumori (16, 17). Analiza datelor generate de secventierea de noua
generatie poate aduce lumina asupra tipurilor de mutatii ce au loc, asupra frecventei lor sau
asupra posibilului rezultat (18-20). In alte situatii, alterdrile pot avea loc la nivelul ARN
mesager si apar ca si modificari la nivelul de expresie, sub forma unor sub- sau
supraexprimari. Cu ajutorul tehnologiei microarray, produsii de transcriere pot fi
monitorizati In ceea ce priveste gradul de exprimare, fie atunci cand se studiaza
particularitatile tesutului tumoral comparat cu omologul sdu normal sau atunci cand, spre
exemplu, se evalueaza efectul unui tratament. Astfel, este posibila capturarea expresiei unui
numdr mare de transcripti si, prin aplicarea unor algoritmi bioinformatici, generarea de liste
de gene exprimate diferentiat, semnificative din punct de vedere statistic, ce pot fi

interpretate apoi sub forma de termeni cu semnificatie biologica (21, 22).

Tehnologii de tip ”high throughput”

Dezvoltarea de noi tehnologii de tip ’high throughput” reprezinta atat o cauza, cat si
un efect al acestei actiuni. Pe de-o parte, noile instrumente de studiu molecular, precum
secventierea de noud generatie si platformele microarray, au facut posibila descoperirea si
caracterizarea profilelor moleculare atét ale tipurilor de tumori, cat si ale pacientilor. Pe de
alta parte, aceste descoperiri au obligat rafinarea ulterioara a acestor tehnici, pentru a se
potrivi nevoilor in crestere generate de medicina personalizata.

NGS, sau “’secventierea de a doua generatie” atunci cand este comparata cu metoda
Sanger de terminare a lantului, ofera posibilitatea de a realiza secventieri masive paralele de
genomuri complete, transcriptom, miRnom, secventiere tintita de ampliconi sau interactiuni
ADN-proteine, cu costuri ce continud sa scada, in timp ce performanta creste.

In timp ce NGS este in mare parte directionat spre identificarea si caracterizarea
variatiilor structurale, tehnologia microarray este folositd in principal pentru a efectua studii
functionale, precum expresia genica sau cuatificarea microARN. Astfel, este posibila
identificarea de anomalii moleculare de la nivelul intregului genom ce sunt conectate cu

dezvoltarea si progresia tumorilor.

Analizele bioinformatice a datelor de tip ”high throughput”

Dezvoltarea tehnicilor mentionate anterior a facut posibilda acumularea de cunostinte

de catre cercetatori din domenii diferite, cunostinte despre modul in care alterarile de la
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diferite niveluri pot influenta fiziopatologia, cu importanta semnificativd in domeniul
oncologic. In timp ce PCR si alte tehnici comune de biologie moleculard ofera rezultate
rapide si usor de interpretat, metodele de tip “high throughput”genereaza cantitati mari de
date ce trebuie sa treaca prin numeroase stadii de pre-procesare, analiza si integrare. Asadar
este necesara folosirea de metode de bioinformatica si algoritmi pentru a manipula aceste
date, de la stocare pana la interpretare. Acest domeniu multidisciplinar combina cunostinte
din biologia moleculard, genetica, biochimie, biologie sistemicd si informaticd, devenind

obligatoriu pentru descifrarea “big data” (23, 24).

Importanta “Big Data”

Datele de tipul ’high throughput”, produse fie prin experimente proprii sau descarcate
din baze de date publice, pot deveni o unealtd valoroasa in mainile cercetatorilor. Aceste
date, de la mutatii in genele supresoare de tumori, pana la reglarea post-transcriptionala,
expresia genica si inhibitia ARNm via microARN, au potentialul de a produce imbunatatiri
in ceea ce priveste managementul terapeutic al pacientilor oncologici. Asa cum s-a mentionat
anterior si va fi evidentiat in continuare, rezultatele acestor analize moleculare pot ajunge in
domeniul clinic prin numeroase cai (25, 26).

Pe de-o parte, tehnologiile moderne duc la dezvoltarea de noi medicamente tintite,
specifice, concepute pentru fiecare tip particular de cancer. In acelasi timp, abilitatea de a
determina profilul molecular pentru fiecare pacient va oferi clinicienilor posibilitatea de a
alege tratamentul ce tinteste cel mai eficient particularitdtile fiecdrei tumori in parte, cu
eficienta maxima si efecte secundare reduse (27, 28).

Alta arie de interes pentru potentialul translational de interpretare al datelor de tipu
“high throughput” este preventia, mai exact prin dezvoltarea de metode de screening mai
sensibile. Studii recente au demonstrat potentialul biomarkerilor, inclusiv microARN, ce pot
deveni baza dezvoltarii testelor de screening capabile de a reduce in final ratele de incidenta,

si implicit mortalitate, provocate de tumorile maligne (29, 30).
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3. CONTRIBUTIE PERSONALA: Managementul datelor pentru numeroase
aplicatii “omics”

3.1. STUDIUL NGS: Analizele de bioinformaticd pentru secventierea de noua
generatie in cancerul de san triplu negativ
(Parti din acest capitol au fost publicate in Clujul Medical)(31)

Cancerul de san si TNBC — caracterizare, nevoie de management mai bun

Conform ultimelor rapoarte despre incidenta cancerului centralizate de
GLOBOCAN, in anul 2012 malignitatile de san se situau pe locul doi in topul celor mai
comune tipuri de cancer la nivel global, cu aproximativ 1.67 milioane de cazuri noi
diagnosticate Tn cazul femeilor, plasand cancerul de san pe primul loc in lista celor mai
comune cazuri oncologice la femei, atat in tarile dezvoltate, cat si in cele in curs de
dezvoltare. In Romania, cancerul de san reprezinti cea mai comuna malignitate din randul
femeilor, avand in 2012 o incidenta de 25.22%. De asemenea, reprezinta principala cauza de
deces in femeile diagnosticate cu cancer, cu o rata de mortalitate de 16.74%. Cu privire la
prevalenta acestui tip de cancer, EUCAN prezinta urmatoarele valori: 12.58% pentru un an,
34.54% pentru 3 ani si o prevalentd de 5 ani de 52.88% (11).

Cancerul de san triplu negativ cuprinde tumori ce nu exprima receptorul pentru
estrogen, receptorul pentru progesteron si receptorul pentru factorul uman de crestere
epidermal 2 (HER2) si reprezinta aproximativ 15-20% din totalul de cazuri de cancer de sén
diagnosticate (32). Prin lipsa exprimarii receptorilor pentru hormoni, tumorilor cancerului
de san triplu negativ le lipseste principala tinta terapeutica folosita in terapiile hormonale, ce
se adauga faptului ca aceste subtipuri de tumori mamare sunt mai agresive, prezintd sanse
mai scazute de supravietuire a pacientului si apar la varste mai tinere (33-35).

Fiecare tip de cancer afiseazd mutatii somatice specifice ce pot influenta oncogeneza,
iar diferitele subtipuri de cancer de san nu fac exceptie (36). Anumite studii prezintd
importanta folosirii secventierii de noud generatie pentru evaluarea mutatiilor din diferite
a identifica mai multe mutatii decat metoda secventierii Sanger, fiind de asemenea capabila
sa genereze date de tip “high throughput”(37-40).

Scopul acestui studiu constd in aplicarea bioinformaticii in analiza mutatiilor
somatice din 46 de gene implicate Tn 31 de tumori de cancer de san triplu negativ, evaluate
cu ajutorul secventierii de noua generatie, si anume platforma de secventiere Ion Torrent

PGM (Life Technologies).
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Materiale, metode si protocoale

Aspecte Etice

Toate protocoalele experimentale au fost supervizate si aprobate de catre Comitetul
de Etica al Institutului Oncologic “Prof. Dr. I Chiricuta” si al Universitatii de Medicina si
Farmacie “luliu Hatieganu” Cluj-Napoca. Toti pacientii inclusi in studiu au citit si semnat

formularul de consimtamant, ce se supune cerintelor legale nationale si europene.

Pacientii

Acest studiu include 31 de pacienti ce au fost diagnosticati cu cancer de san triplu
negativ, diagnostic ce a fost stabilit folosind criterii universale. Toti pacientii prezinta o

urmarire de 5-6 ani.

Tehnologia lon Torrent

lon Torrent, numit si “Personal Genome Machine” (PGM™) distribuit de Life
Technologies din 2011, aduce o abordare unicd in ceea ce priveste secventierea de noud
generatie. Cu toate cd tehnologia se bazeaza in continuare pe secventierea prin sintezd, nu
necesitda ANTP marcate fluorescent sau chemiluminiscente, sau o detectie bazata pe imagine
a nucleotidelor incorporate. In loc de depistarea pirofosfatului eliberat in timpul incorporarii
nucleotidelor, chip-ul construit pe baza tehnologiei semiconductoare detecteaza protonul ce
este de asemenea eliberat Tn timpul acestui proces. Cu alte cuvinte, chip-ul lon Torrent
functioneaza ca si un pH-metru, sesizdnd schimbdrile subtile de pH ce pot sd apara la
formarea unei legaturi fosfodiesterice din timpul elongarii catenei de secventiere (41).

Fluxul de lucru porneste odata cu efectuarea de librarii de ADN. ADNc sau genomic
este in prima faza fragmentat n catene de 200-400 pb, capetele sunt reparate, iar libraria este
amplificata si purificata; apoi se ataseaza adaptori specifici la capetele fragmentelor, iar
golurile sunt completate. Atunci cand se efectueaza secventiere multiplex, precum
secventierea ADN pentru mai mult de un pacient, fiecarui fragment i se adaugd un cod
specific. Apoi biblioteca este selectata pe baza de marime si verificata calitativ, fie prin
folosirea unui Bioanalizator Agilent sau prin metoda traditionala de PCR cantitativ (PCRc).

Urmatorul pas consta in amplificarea via PCR in emulsie (1). Dupa amplificare, biblioteca



Roxana M. Cojocneanu

de ampliconi este supusd unui proces de imbogatire. Amplificarea PCR si imbogatirea
bibliotecii sunt conduse folosind sistemul “lon OneTouch”, ce automatizeaza procesul si
reduce erorile cauzate de manipularea manuald (42). Dupa acest pas, libraria ADN este
incdrcata pe chip si supusa centrifugarii pentru a asigura ocuparea eficienta a chip-ului de

catre matrita, iar procesul de secventiere este apoi initiat (43).

Extractia ADN

ADN a fost extras din tesutul incorporat in parafind (FFPE) folosind kitul PureLink
Genomic DNA Mini Kit produs de Invitrogen, conform protocolului aferent kit-ului. Acesta
permite izolarea si purificarea ADN genomic ntr-o maniera rapida si eficienta, incepand de
la o varietate de probe biologice, precum celule, tesut din parafind sau inghetat, singe
integral, etc.. Principiul pe care se bazeaza acest kit consta in abilitatea ADN de a se lega
selectiv de membrana de silicagel din coloane, in prezenta de saruri chaotropice. Un alt
avantaj prezentat de acest Kit 1l constituie faptul ca foloseste solutie de tampon puternica,
capabila de liza celulelor si tesuturilor prin simpla incubare la 55°C in prezenta enzimei
proteinaza K, fara a fi nevoie de folosirea unei metode mecanice pentru ruperea membranelor

celulare.

Cuantificarea ADN
Cantitatea de ADN obtinuta in timpul extractiei si purificarii a fost cuantificata cu

ajutorul spectrofotometrului NanoDrop-1000 (Thermo Scientific). Avantajul folosirii
acestui instrument pentru cuantificarea acizilor nucleici consta in timpul scurt de efectuare
a determinarii si cantitatea mica de ADN nediluat (1 pl), asadar acest tip de analizd poate

avea loc imediat dupa extractie si purificare.

Prepararea bibliotecii de ampliconi
Pentru fiecare proba, biblioteca de ampliconi a fost preparata urmand strict pasii din

protocolul producatorului, folosind o serie de kit-uri lon AmpliSeq Kits de la Applied
Bioscience. Aceste Kit-uri si amorsele aferente au fost concepute cu scopul folosirii lor Tn
reactia PCR multiplex utilizata pentru un numar mare de tinte genomice, asigurand in acelasi

timp specificitate ridicata si acoperire uniforma.

11
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Amplificarea ADN genomic cu amorse specifice
Amplificarea ADN genomic a fost efectuata folosind kit-ul “Ion Ampliseq Cancer

Panel” de la Applied Bioscience, ce contine amorse pentru 46 de gene ce sunt cunoscute
pentru faptul ca prezinta mutatii legate de cancer (AKT1, BRAF, FGFR1, GNAS, IDH1,
FGFR2, KRAS, NRAS, PIK3CA, MET, RET, EGFR, JAK2, MPL, PDGFRA, PTEN, TP53,
FGFR3, FLT3, KIT, ERBB2, ABL1, HNF1A, HRAS, ATM, RB1, CDH1, SMAD4, STK11,
ALK, SRC, SMARCBI1, VHL1, CTNNB1, KDR, FBXW?7, APC, CSF1R, NMP1, SMO,
ERBB4, CDKN2A, NOTCH1, JAK3, PTPN11). Prin folosirea a doar 10 ng de ADN
genomic, acest kit ofera acoperire de 97% a genelor tinta, acoperind 739 de mutatii cunoscute

inregistrate in baza de date COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer).

Purificarea ampliconilor
Pasul de purificare este necesar pentru a inlatura orice resturi ramase de ADN

genomic §i amorse si pentru a asigura calitatea inaltd a ampliconilor. Procesul are loc
folosind un suport magnetic DynaMag-2 si reactivul “Agencourt AMPure XP” de la
Beckman Coulter ce contine particule magnetice ce leaga fie ADN genomic sau ampliconii,

in functie de rata volumetrica dintre particulele magnetice si proba.

Digestia partiald a amorselor

Pentru a putea continua cu pasul de secventiere a ampliconilor, amorsele folosite

pentru amplificarea tintitd prin PCR trebuie indepartate.

Marcarea ampliconilor
Dupa pasul de purificare, ampliconii trebuie marcati cu un cod specific, ce permite

desfasurarea reactiilor multiplex posibile pe secventiatorul lon Torrent.

Amplificarea si Nick-translation a bibliotecii marcate are loc conform protocolului

producatorului, folosind reactivul Platinum PCR SuperMix High Fidelity si Library
Amplification Primer Mix.

Cuantificarea bibliotecii de ampliconi

Cuantificarea bibliotecii are loc folosind kit-ul “Ion Library Quantification Kit” (Life
Technologies) si platforma ViiA7 RT-PCR (Life Technologies), urmarind in acelasi timp

instructiunile producatorului. Acest pas include prepararea unor serii de dilutii pentru
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biblioteca de control E coli DH10B, fiind cunoscutd concentratia initiala, dilutii ce sunt
folosite pentru efectuarea unei curbe standard pentru determinarea concentratiei probelor de
ampliconi.

Dupa ce toate bibliotecile de ampliconi au fost diluate la o concentratie uniforma,
probele au fost repartizate in grupe de 4 intr-o maniera echimolara, in vederea procesarii
ulterioare si a secventierii. Acest pas a fost posibil datoritd capacitatilor multiplex oferite de

folosirea codurilor unice.

Amplificarea bibliotecii ISP (lon Sphere Particles)

“Ion Sphere Particles” (ISPs) reprezintd particule mici de polistiren de care sunt
atasati ampliconii via adaptorilor AP ce au fost legati anterior de biblioteci. Cu ajutorul
tehnologiei, librariile sunt supuse unei amplificari clonale in sistemul lon OneTouch, sistem

ce face parte din platforma lon Torrent PGM.

Imbogitirea ISP

Acest pas din procesul de preparare a bibliotecilor asigura o incarcare eficienta a
chip-ului de secventiere si o calitate superioara a secventierii in sine. Scopul imbogatirii ISP
constd in eliminarea particulelor ISP ce nu au librarii de ampliconi atasate, iar acest pas este

obtinut cu ajutorul complexului biotina-streptavidina.

Incarcarea chip-urilor “316”

Inainte de incircarea ISP pe chip-urile de secventiere, anumiti reactivi trebuie
adaugati bibliotecilor, precum particule de control, amorse si enzima polimeraza ce va
adauga nucleotidele prin formarea unei legaturi fosfodiesterice. Apoi, fiecare grup de 4
librarii codate a fost incarcat pe chip-urile “316”, ce sunt foloste pentru obtierea a 100 Mb
de date. Chip-ul este plasat pe platforma lon Torrent PGM, ce a trecut anterior printr-o serie
de etape de spalare si initiere. Torrent Server, ce este conectat la aparatul PGM, permite
utilizatorului sa monitorizeze online procesul de secventiere, inclusiv parametrii de incarcare
pe chip, procentul de ISP cu matrite, si particulele de clonare, cantitatea de complexe primer-
dimer, etc

Programul Torrent Suite V4.4 preinstalat pe server-ul conectat la platforma de

secventiere a fost folosit pentru a realiza primii pasi ai analizei datelor, in principal
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procesarea semnalului si identificarea bazelor. Toate secventele obtinute au fost aliniate la
Genomul Uman 19 (hg19), iar variantele au fost identificate folosind Variant Caller 4.4.0.6
cu scopul de a detecta mutatiile somatice, setdnd parametrii regiunilor tinta pentru panelul
AmpliSeq CP.20131001.

Tabelul 3.1.6 arata anumite date statistice pentru fiecare chip folosit pentru
secventierea celor 31 de probe tisulare de cancer de san triplu negative, informatii obtinute

din raportul generat de programul Torrent Suite la sfarsitul fiecarei ture de secventiere.

Tabel 3.1.6 Date statistice pentru cele 9 chip-uri folosite pentru secventierea probelor

(nlir;ﬂ Numarul | Numarul total | Numarul Lungime Cl?l Z;ai Cliirgnéai
chip- batzoeta(lMd Sp) de ?&Z sp()QZO to(fili r?e rrzgg;e citire aliniere
ului) (bp) AQ20 (bp)

1 142.59 123.68 1,661,227 85 197 167
2 180.07 153.88 2,125,563 84 195 170
3 78.93 65.52 983,722 80 202 166
4 14.65 13 173,907 84 195 169
5 27 24.2 327,619 82 190 165
6 208.91 191.85 2,731,127 76 368 270
7 217.34 195.63 2,878,130 75 389 241
8 50.8 47.26 666,223 76 340 252
9 201.16 175.6 2,728,373 73 377 265

Odatd ce variantele prezentate in proba de secventiere au fost identificate prin
aplicarea unor ,,plug-in”-uri prezente in programul Torrent Suite, aceste modificari de
nucleotide au trebuit caracterizate. in acest sens, fisierele .vcf generate pentru fiecare din cele
31 de probe au fost descarcate si transferate pe un calculator pe care ruleaza Ubuntu 10.04,
iar pentru a analiza datelor si adnotarea variantelelor a fost folosit programul ANNOVAR in
linie de comanda (44). Aceste unelte folosesc informatii din diferite baze de date precum
COSMIC, 1000genomes, refGene, dbSNP, sau ClinVar, pentru a adnota mutatiile
descoperite in experimentul de secventiere, dar si pentru a atribui un scor PolyPhen-2
(Polymorphism Phenotyping version2) mutatiilor nonsinonime, estimand astfel posibilele

daune si statusul benign.
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Rezultate si discutii

Experimentul de secventiere condus pe cele 31 de probe de tesut la parafina de la
pacienti diagnosticati cu cancer de san triplu negativ a evaluat mutatiile din 46 de oncogene
si gene supresoare de tumori, din care s-au evidentiat mutatii in 37 de gene. Dupa filtrarea
variantelor cu parametri de calitate redusi, numarul total de mutatii gasite in cele 37 de gene
a ajuns la 165. Variantele sinonime au fost de asemenea excluse, datorita faptului ca aceste
tipuri de substitutii nucleotidice nu determind nicio modificare a aminoacizilor.

Evaluarea clinica a acestor mutatii a fost facuta conform scorului PolyPhen-2, ce
prezice modificarile functionale de la nivelul proteinelor ca rezultat al mutatiilor punctiforme
non-sinonime (NSSNP). Din cele 165 de mutatii identificate in probele TNBC, 70 au fost
clasificate ca si daunatoare, 22 posibil ddunatoare si 27 au fost considerate benigne, conform
scorului PolyPhen-2 pentru mutatii somatice. Celelalte 46 de mutatii nu au avut semnificatie

clinica conform acestui algoritm (Figura 3.1.8).

no clinical assesment 46

damaging 70

posible damaging 22

benign 27

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Figure 3.1.8 Semnificatia clinica a mutatiilor identificate conform scorului
PolyPhen-2

Din numarul total de variante, 25 erau cunoscute — din care 16 au fost deja descrise
in baza de date COSMIC - 1in timp ce celelalte 140 erau mutatii noi. Cele 138 de mutatii
exonice au fost grupate in patru categorii: mutatii missense — ce de obicei sunt mutatii
punctiforme ce cauzeaza schimbarea unui aminoacid; mutatii nonsense — unde schimbul de
nucleotida conduce la aparitia unui codon stop prematur, ducand la aparitia unui ARNm
nefunctional; mutatii de decalare a cadrului de citire (frameshift) — unde se modifica codonul
si se schimbd cadrul de citire, generand un model translational diferit, si deletii fara
schimbare a cadrului de citire (no frameshift deletions) — ce reprezinta deletii de multipli de
trei nucleotide, ce nu modificd citirea codonilor, dar conduc la deletii in numdrul

corespunzator de aminoacizi, generand astfel o proteind modificata.
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Majoritatea mutatiilor ce nu au avut niciun impact clinic ca rezultat al analizei datelor
au fost observate in proba 14. Dintre aceste mutatii, cea cu cea mai mare frecventa in grupul
studiat s-a regasit in gena AKT1, o mutatii intronica G > A, deja prezenta in baza de date
dbSNP, ce a fost identificata in 9 probe.

Mutatiile posibil daunatoare, carora li s-a atribuit un scor PolyPhen-2 ce variaza intre
0.505 si 0.956, au fost observate in 13 gene, dintre care cele mai frecvent mutante au fost
KDR, cu mutatii observate in 12 probe. Celelalte mutatii au fost observate in mare parte doar
ntr-o singura proba, cu exceptia unora —una in ATM si una in SMADA4, ce au fost observate
in doud probe din 31. Mutatiile cu cel mai mare scor PolyPhen-2, incadrat intre 0.965 si 1.0,
au fost observate Tn 29 dintre gene, majoritatea fiind gasite doar intr-o proba.

Din totalul de 37 de gene ce au fost gasite mutante n acest experiment, genele ce au
prezentat cele mai frecvente mutatii au fost TP53 (mutant in 19 probe), KDR (in 13 probe),
PIK3CA (in 12 probe), AKT si ATM (fiecare mutante in 11 probe), JAK3 (in 5 probe), MET,
SMAD4, FGFR2 si FGFR3 (fiecare mutante in 4 probe), PTEN, ABLI1 si ERBB4 (fiecare
gasite mutante in 3 probe). Aceste gene prezintd un interes nu doar prin faptul ca sunt cel
mai frecvent mutante in probele noastre si fiecare avand cel mai mare numar de mutatii
individuale, dar si prin faptul ca au fost caracterizate in numeroase studii ca gene cu mutatii
legate de cancer. Fiind implicate in multe cdi de semnalizare si procese celulare precum
ciclul celular, repararea ADN, crestere si proliferare, orice modificare ce apare in aceste gene
are potentialul de a genera sau de a fi implicate in modificari conectate cu tumorigeneza,
progresia sau raspunsul la terapie (45, 46).

Aplicarea metodelor de bioinformatica cu scopul de a descoperi mutatii prezente in
oncogene sau gene supresoare de tumori de la pacienti cu cancer de san si cu accent asupra
sub-tipului mai agresiv triplu negativ, prezinta chiar mai multa importanta atunci cand sunt
corelate rezultatele cu informatiile clinice ale pacientilor, precum existenta unor posibile
metastaze. Genele ce au prezentat cele mai multe mutatii in probele de la pacienti cu
metastaze au fost TP53, KDR, AKT1 si PIK3CA, ce de asemenea coincid cu cele mai
mutante gene din din toate cele 31 de probe.

Rezultatele generate de studiul present au fost in concordantd cu activitatea de
cercetare condusa de alte echipe de cercetare. Analizand probe tisulare de cancer de san sau
plasma de la pacienti cu malignitdti mamare si folosind aceeasi platforma de secventiere, lon
Torrent Personal Genome Machine, si aceleasi kituri de preparare a librariilor — reactivi

AmpliSeq, alte echipe au descoperit de asemenea cd numadrul cel mai mare de mutatii
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somatice se regasesc in genele PIK3CA, PTEN, AKT1, TP53, SMADA4, oferind un prim grad
de validare acestui studiu (47, 48).

Validarea mutatiilor identificate

a datelor SNG 1in date cu semnificatie clinica pentru diagnostic, prognostic sau cu scop de
biomarkeri, este obligatoriu s se valideze mutatiile obtinute cu ajutorul unei tehnici bazate
pe alte principii moleculare decét secventierea. In aceastd situatie, metoda aleasa a fost
validarea TagMan SNP Genotyping de la Life Technologies. Activitatea acestui test este
bazata pe doud sonde ce sunt complementare cu alelele salbatice si respective cu cele
mutante. Prin folosirea unor coloranti fluorescenti diferiti pentru fiecare proba, testul
dezvaluie prezenta celei mai frecvente alele, validand sau infirmand mutatiile identificate in
timpul analizei bioinformatice a datelor.

Am ales un numar total de 9 mutatii diferite gasite in mai mult de o proba, din top 13
cele mai frecvent mutate gene. Validarea prin genotipare SNP a fost efectuata pentru toate
cele 31 de probe supuse secventierii de noua generatie. O comparatie intre frecventa
mutatiilor, exprimata in procente, obtinuta dupa efectuarea celor doud metode este prezentata

in figura 3.1.11.

KIT rs 3822214AC
TPS53 rs28934576
TPS53 rs11540652
MET rs56391007
JAK3 rs3213409
KDR rs342231037
ATM rs1800056
AKT rs3730358
KDR rs1870377

o
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validation msequencing

Figura 3.1.11. Frecventa mutatiilor identificate in analizele de secventiere si
validare

Mutatiile obsevate dupa analiza datelor NGS au fost validate folosind testul de
genotipare SNP, cu exceptia genei JAK3. Pentru aceasta, mutatia ce a fost identificata cu
tehnologia NGS in céteva din probele analizate, nu a fost gasita in timpul procesului de

validare, cel mai probabil din cauza lipsei amplificarii in etapa de PCR a studiului. Acest
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fapt se poate datora cantitatii si/sau calitdtii insuficiente a probei de ADN folosita, tinand
cont cd acizii nucleici au fost extrasi direct din sectiuni obtinute din blocuri de parafina, fara
a mai trece printr-o microdisectie preliminara.

Cu toate acestea, faptul ca o buna majoritate a mutatiilor punctiforme ce au fost
identificate 1n timpul secventierii au fost validate cu testul de genotipare, demonstreaza ca
datele obtinute in urma Secventierii de Nouad Generatie, analizate cu instrumente
bioinformatice potrivite si interpretate correct, au potentialul de a deveni un instrument clinic

folositor, ducand in final la un management mai bun al bunastarii pacientilor.

Limitari si considerari ulterioare

Ca si o limitare pentru acest studiu — ce reprezinta in acelasi timp o motivare in a
continua — este amintit faptul ca a fost condus pe un numar relativ mic de pacienti, marimea
cohortei fiind constransa de nevoia de a avea, pe langad material biologic potrivit, rezultate
semnificative ce pot fi urmarite si informatii recente despre starea vitala a subiectilor. O alta
limiatare a fost reprezentata de informatiile relativ incomplete despre pacienti, ce a ingreunat
realizarea de corelatii semnificative dintre mutatiile observate in probe, datele clinice si
rezultatul final. Aceste limitari trebuie depasite de studii ulterioare pe grupuri mai mari de
pacienti, cu rezultate ulterioare si informatii clinice suficiente, pentru a fi posibila corelarea

semnificativa intre mutatii si fenotipurile pe care le-ar putea determina.

Concluzii

Prin secventierea a 31 de probe tisulare de cancer de san triplu negativ provenite din
blocuri de parafind, folosind platforma Ion Torrent PGM pentru secventierea de noua
generatie, am obtinut atdt mutatii cunoscute cat si necunoscute in 34 de gene implicate In
numeroase cai de semnalizare ce au loc in timpul dezvoltarii si progresiei tumorale. Prin
folosirea metodelor de bioinformaticd pentru analiza datelor cu ajutorul unor alinieri
succesive cu diferite baze de date, am reusit sd identificdm o serie de mutatii, o parte
regasindu-se 1n literatura ca fiind implicate in cancerul de san, fapt ce demonstreaza, pana la
un anumit punct, eficienta acestei metode. Prin folosirea metodei de genotipare SNP bazata
pe tehnologia PCR, am validat o parte din mutatiile prezente in mai mult de o proba, in opt
dintre cele 13 cele mai frecvent mutate gene, demonstrand eficienta analizelor de
bioinformatica aplicate datelor obtinute in urma Secventierii de Noua Generatie. Aceste

rezultate preliminare generate de studiul ce se situeaza printre primele desfasurate asupra
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populatiei din Roménia, demonstreaza ca bioinformatica reprezinta o unealta puternica ce
poate completa golul dintre cantitatea mare de date obtinutd in urma efectudrii secventierii
de noud generatie si interpretarea si integrarea informatiei semnificative ce poate fi folosita

n final in beneficiul pacientilor.
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3.2. STUDIU MICROARRAY: Analiza bioinformatici a datelor microarray si
extrapolarea porc-om in relatie cu expunerea la Zearalenone si Escherichia coli
(Parti din acest capitol au fost submise spre publicare in PLOS ONE)

Modele animale — cand si de ce le folosim?

Modelele animale au ajutat la intelegerea unui numar mare de boli, precum cancerul,
diabetul, boli cardiovasculare, osteoporoza, HIV, dar si a unor diferite tulburiri ale
sistemului nervos. Multe studii comparative au condus nu numai la progresul medicinei
umane, dar si la acumularea rapida de cunostinte referitoare la medicina veterinara, ajutandu-
ne astfel sa diagnosticdm mai precis si sd ingrijim animalele noastre de companie si cele ce
impart habitatul cu noi. In acelasi timp, multe specii de animale sunt crescute de citre oameni
ca hrana sau pentru a fi folosite in procese biotehnologice farmaceutice. Aceste efective de
animale trebuie tinute in conditii optime de sanatate, iar rezultatele studiilor comparative pot
fi de asemenea folositoare si pentru aceste tipuri de intreprinderi (49-51).

Pe langa animale traditionale de laborator pentru precum soareci sau sobolani, si alte
specii au devenit folositoare pentru diferite studii preclinice, cum ar fi primatele, porcii,
vacile si alte animale domestice. in primul rind, multe dintre ele impart aceleasi boli si
acelasi tip de raspuns la tratamente corespunzatoare cu oamenii. Aceste similaritati
avanseaza si mai profund, la nivel celular si subcelular, impartind cai moleculare si procese
biochimice echivalente (52-54). Dar aceste similaritati exista si la scard mai larga, tinand
cont de faptul ca oamenii si animalele locuiesc in acelasi habitat, fiind expusi la aceiasi
factori ecologici si la aceleasi conditii de trai.

In consecinta, folosirea modelelor de animale pentru cercetiri preclinice, in special
n cazul studiilor de tip ”proof of concept”, este necesara si detine promisiuni pentru viitoare
dezvoltari interdisciplinare. Dar, asa cum vom demonstra in continuare, rezultatele generate
de aceste studii pot fi analizate si interpretate folosind unelte de bioinformatica cu scopul de

a le extrapola la oameni.

Introducerea si motivatia acestui studiu

Zealarenona (ZEA) este un metabolit secundar produs de anumite specii ce apartin
genului Fusarium, un grup comun de fungi (55, 56). Acestea sunt toxine comune prezente
in aproape toate tipurile de recolte, inclusiv cele folosite pentru hrana animalelor de ferma,

dar si cereale consumate de catre oameni (57-59). Alta sursa de contaminare pentru ambele
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specii este bacteria Escherichia coli, un bacil Gram negativ ce include numeroase tulpini ce
populeaza majoritar intestinele multor specii de animale. Intestinul reprezintd o bariera
importantd intre organism si mediul inconjurdtor, asadar interactioneaza extins atat cu
microflora existenta, dar si cu eventualii agenti patogeni ce pot sa apara (60-62).

Modelul animal folosit in acest studiu este porcul, datoritd asemanarilor
histopatologice amintite mai devreme dintre Sus scrofa si Homo sapiens. De asemenea,
porcii consuma cantitati mari de porumb, cereald ce este predispusa la infectia micotoxica

cu Fusarium (63) si care este si un aliment de baza in alimentatia oamenilor.

Tehnologia Microarray — Privire de ansamblu

Tehnologia microarray poate fi folositd pentru caracterizarea profilului expresiei
genice a tumorilor, ludnd in considerare faptul ca expresia genelor — in special a celor
implicate in oncogeneza, precum oncogenele si genele supresoare de tumori — este direct
responsabila de comportamentul celulelor transformate (22, 64). Prin analiza simultand a
unui numar mare de transcripti si producerea consecutivd a unei cantitati mari de date,
aceastd tehnologie detine abilitatea de a captura modificarile relationate cu tumorigeneza la

nivel de genom complet.

Materiale, metode si protocoale

Probele biologice ce constau in 15 probe tisulare de splind si 15 de duoden au fost
colectate de la porci nou-nascuti. Animalele au fost expuse anterior unei contaminari
experimentale de 100 ppb cu zearalenone (ZEA) si  Escherichia coli, fie ca si agenti de

contaminare singulari, fie in combinatie.

Extractia de ARN total cu TRI Reagent (Sigma-Aldrich)

Probele tisulare au fost omogenizate in prezenta TRI Reagent-ului folosind mixer-ul

Polytron. Apoi, cantitatea totala de ARN a fost extrasa folosind metoda fenol-cloroform.

Purificarea ARN folosind RNeasy Mini Kit (Qiagen)

Purificarea cantitatii totale de ARN a fost condusd in concordantd cu protocolul

recomandat de producatorul kitului de extractie.
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Cuantificarea ARN

Evaluarea cantitativda a ARN extras si purificat este realizatd prin folosirea
spectrofotometrului NanoDrop-1000 (Thermo Scientific), in timp ce calitatea probelor ARN
a evaluata folosind Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) ce practica o tehnica bazata pe
electroforeza, miniaturizata la nivel de chip — tehnologia in sine fiind patentata sub numele
de “Lab-on-a-Chip”. Prepararea sondelor pentru microarray, hibridizarea, scanarea si pre-
procesarea datelor au fost conduse urmarind protocolul recomandat furnizat de catre
producator (Agilent).

Sinteza sondelor

Sondele folosite pentru evaluarea expresiei genice prin microarray, ARNc-Cy3, au
fost generate folosind metoda unei singure culori, metoda realizata cu ajutorul Agilent Low

Input Quick Amp Labeling Kit (5190-2305).

Purificarea sondelor

Kit-ul folosit pentru purificarea sondelor de microarray a fost RNeasy Mini Kit de la
Qiagen.

Cuantificarea sondelor si dilutia

Cu scopul de a asigura parametrii potriviti pentru probele ARNc, a fost condus un
control de calitate folosind aparatul NanoDrop-1000, prin selectarea sectiunii Mdasurare
Microarray, iar apoi randamentul si dilutiile au fost calculate folosind drept orientare datele

furnizate de catre producator in protocolul original (Agilent manual: G4140-90040).

Hibridizarea sondelor

Sondele au fost hibridizate pe lame Agilent 8 x 60k, continand un panel personalizat
(AMADID 056850) compus din 60 de oligomeri pentru mai mult de 59,000 de sonde
reprezentative pentru un numar mare de transcripti de Sus scrofa, folosind Gene Expression

Hybridization Kit de la Agilent, conform protocolului.

Procesarea datelor

Scanarea lamelor microarray genereaza un fisier de tip .tiff pentru fiecare proba, fisier

ce poate fi incarcat In programul Feature Extraction, versiunea 11.0.1.1. Acest program
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citeste, interpreteaza si integreaza fisierele microarray tip imagine prin introducerea in mod
automat a grilei potrivite, marcare si excluderea pixelilor ce se gasesc ca fiind aberanti si
prin calcularea intensitatii si ratei fiecarei trasaturi. Dupa generarea parametrilor pentru
raportul de control al calitatii, programul genereaza apoi un fisier de iesire tip .txt ce contine

date numerice pentru analiza datelor.

Analiza datelor

Analiza bioinformatica a datelor de microarray din probele porcine de duoden si
splina a fost condusa cu ajutorul programului GeneSpring GX, versiunea 13.0, dezvoltat de
Agilent Technologies. Fisierul .txt ce corespune fiecarei probe a fost incarcat in program, iar
fiecare proba a fost identificatd si adnotatd conform tipului de tratament/expunere la
contaminare. Abordarea din studiul prezent a constat in tratarea probelor din fiecare tip de
tesut diferit, fapt ce creeaza in consecintd doud experimente diferite: unul pentru tesutul
duodenal si unul pentru cel splenic. Analiza diferentiala a fost efectuata dupa ce s-au aplicat
filter si teste statistice.

Un factor de expresie (fold change) de 2.0 a fost aplicat intregilor liste pentru cele
trei perechi de conditii din fiecare experiment: ZEA vs control, E coli vs control, si ZEA+E
coli vs control, atat pentru duoden cét si pentru splina, iar transcriptii au fost considerati

semnificativi atunci cand aveau o valoare p mai mica de 0.05.

Table 3.2.5. Numarul de transcripti exprimati diferential si semnificativi din punct de

vedere statistic In toate perechile de conditii

Valoare Nr de gene Numr de gene
Tip de tesut Perechi de conditii FC nroed - semnificative
p semnificative statistic -
statistic cu FDR
E coli_vs_ctrl 2.0 | 0.05 3,058 2,875
Duoden Zea vs_ctrl 2.0 | 0.05 4,023 0
Zea_E coli_vs_ctrl 2.0 | 0.05 804 316
E coli_vs_ctrl 2.0 | 0.05 3,677 3,446
Splina Zea_vs_ctrl 2.0 | 0.05 467 23
Zea_E coli_vs_ctrl 2.0 | 0.05 570 141
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Dintre acesti transcripti a caror expresie a fost considerata modificata ca rezultat la
expunerea la contaminanti, unii sunt suprexprimati, in timp ce pentru unii transcrierea este

semnificativ redusa.

Rationamentul pentru metoda de extrapolare

Tn experimentul nostru de genomica functionali si structurald am folosit paneluri de
gene personalizate, fapt ce prezintd numeroase avantaje, dar si dezavantaje, datorita lipsei
Astfel, doar o parte din secventele sondelor continea un nume de gena corespunzator
nomenclaturii cunoscute, iar unele dintre sonde contineau nume de identificare ce variau din

punct de vedere taxonomic, multe din ele nefiind incluse Tn bazele de date comune.

Succesiunea de metode pentru extrapolare

Pentru a putea extrapola rezultatele obtinute, cu scopul de a identifica echivalentul la
om al transcriptilor exprimati diferit fata de grupul de control din experiment, a fost necesara
efectuarea unor etape succesive de alinieri si conversii, folosind programe ca si Galaxy Suite

si Linux.

Rezultate si discutii

Ca rezultat al acestei metode, am obtinut un fisier ce contine lista de ID-uri pentru
probele originale intr-o coloana, iar in cealaltd, numele genei corespunzatoare la om. Cu
ajutorul programului Excel, am adnotat in continuare fiecare din transcriptii originali porcini

exprimati diferentiat ce au fost generati de catre analiza GeneSpring, cu ortologul sau uman.

Concluzii partiale pentru metoda de extrapolare

Am reusit sd identificam echivalentul genelor umane ce sunt exprimate diferentiat
intr-o maniera semnificativa din punct de vedere statistic, intelegand astfel mai bine
modalitatea prin care co-contaminarea poate afecta atat porcii, cat si oamenii, doua specii ce
impart multe similarititi anatomice, fiziologice, de diet si de mediu. In aceasti erd “omics”,

unde situatii similare pot fi intilnite de catre cercetatori ce folosesc diverse modele animale,
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noua noastrd metoda de extrapolare de la animal la om a numelor de gene oferd o solutie

inovativa pentru analiza eficienta si interpretarea datelor.

Efectul extrapolarii co-contaminarii la oameni

Dupa ce procesul de extrapolare s-a finalizat, a fost posibila deducerea potentialelor
efecte ale micotoxinei zearalenone, singulare sau atunci cand intalneste tulpini patogene de
E coli, asupra unor parti importante ale tractului digestiv uman. Genele au fost ordonate

conform status-ului lor, sub- sau supraexprimate, si tindnd de asemenea cont de valoarea p.

Modelul de evaluare a expresiei genice in experimentul pe duoden

Din cauza numarului mare de gene ale caror alterari influenteaza un numar la fel de
mare de cai de semnalizare, precum si din cauza constrangerilor de spatiu, interpretarea
rezultatelor a fost concentratd pe efectul zearalenonei asupra probelor de duoden.
Rationamentul din spatele alegerii acestui organ se regaseste n faptul cad duodenul este
primul segment al intestinului subtire, reprezentand una din interfetele dintre organism si
potentialii patogeni, prima barierd intestinala ce protejeaza corpul.

Uitandu-ne la transcriptii ce prezinta alterari semnificative, modelul ce reiese consta
in implicarea acestor transcripti in cdi de semnalizare ce includ procese moleculare conectate
cu evenimente celulare ca si apoptoza, ciclul celular, replicare si diferentiere. Corelarea cu
anumite semne distinctive ale cancerului confirma ipoteza noastra conform careia efectele
zearalenonei contribuie la transformarea maligna, atat singura, cat si in co-contaminare cu E

coli.

Analiza retelelor de semnalizare

Folosind programul Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Qiagen), am reusit sa
investigdm 1n continuare implicatiile moleculare si celulare a acestor gene a caror expresoe
a fost semnificativ alterata ca si raspuns la expunerea la ZEA la nivelul duodenului. Asadar,
am identificat cele mai importante cai canonice de semnalizare, la fel ca si topul functiilor
biologice si patologice ale celor mai afectate gene, prin introducere in programul IPA a listei

de gene generate dupa aplicarea unui fold change de 2.0.
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Tabel 3.2.7. Top 5 céi canonice modulate de ZEA la nivelul duodenului

Cai canonice Valoare-p Suprapunere
Rolul macrofagelor, fibroblastilor si celulelor
1 0.0000000181  18.1 % 54/298
endoteliale in artrita reumatoida
2 Semnalizarea TREM1 0.00000145 26.7 % 20/75
3 Semnalizarea kinazei proteice A 0.00000163 15.3% 59/385
4 Reglarea cancerului de san de catre Stathminl 0.00000429  18.3 % 35/191
Feedback-ul Dopamine-DARPP32 in
5 0.00000522  19.3 % 31/161

semnalizarea cAMP

Precum se poate observa, majoritatea moleculelor cu un pattern de expresie alterat
apartin cailor de semnalizare implicate in inflamatie, crestere celulard si diferentiere,

apoptoza, formarea citoscheletului, etc., procese ce sunt conectate cu transformarea maligna

(65-67).

Concluzii

Multi dintre transcriptii ce au prezentat niveluri de expresie alterate fac parte din cai
de semnalizare implicate in procese celulare si moleculare cheie, dar si in promovarea
inflamatiei, ce, dupd cum a fost demonstrat de numeroase studii, este conectatd direct cu
dezvoltarea si1 progresia tumorilor maligne. Asadar, se poate concluziona ca expunerea
prelungita la zearalenona, o micotoxind comuna gasita ca si contaminant in cereale, e posibil
sa fie corelatd cu activarea unor procese moleculare inflamatorii de promovare a dezvoltarii
tumorilor (68).

Cu toate ca informatia In sine este importanta, valoarea studiului se poate regasi in
metoda noud de bioinformaticd ce a fost dezvoltata pentru acest experiment, fiind astfel
posibild extrapolarea rezultatelor la oameni, avand in vedere faptul ca aceste doua specii
impart numeroase caracteristici, de la anatomie, fiziologie, patologie, pand la factori de
mediu si contaminanti. Asadar, folosirea bioinformaticii pentru descifrarea informatiilor de
tip “high throughput”generate de tehnologiile moleculare moderne si studiile pe modele de

animale, pot contribui In final la imbunatatirea vietii umane.
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4. CONCLUZII GENERALE

Scopul prezentei teze a fost de a evidentia modalitatea in care analizele
bioinformatice pot sa contribuie la personalizarea diagnosticului si terapiilor, prin folosirea
de tehnologii bio-moleculare de tip "high throughput” cu scopul de a analiza profilul
molecular al conditiilor fiziologice si patologice. Prin folosirea uneltelor si metodelor de
analiza bioinformatice pentru interpretarea si integrarea cantitatii mari de date generate de
aceste tehnologii, va fi in curand posibila developarea de metode rapide si eficiente aplicabile

n special in domeniul oncologiei.

Analiza, integrarea si interpretarea rezultatelor obtinute in urma acestor experimente

de cercetare duc la formularea urmatoarelor concluzii generale:

Pentru experimentul ce contine secventierea de noua generatie, prin folosirea
metodelor de bioinformaticd pentru analiza datelor cu ajutorul alinierilor succesive cu
diferite baze de date, am reusit sd identificam o serie de mutatii, o parte din ele fiind deja
descrise in literaturd ca fiind implicate In cancerul de san, fapt ce dovedeste pana la un
anumit punct, eficienta metodei folosite. Unele mutatii gasite nu au putut fi corelate in mod
direct cu cancerul de san, bazandu-ne explusiv pe literature, insa au fost descrise ca fiind
implicate in afectarea unor cai de semnalizare tumorigenice. Metoda de genotipare SNP
bazata pe tehnologia PCR a contribuit la validarea unor mutatii identificate, demonstrand
eficienta analizelor bioinformatice a datelor obtinute in urma Secventierii de Noud
Generatie. Mutatiile noi ce au fost descoperite sunt supuse nevoii de caracterizare ulterioara,
dar aceste rezultate preliminare, printre primele de acest gen din Roménia, demonstreaza ca
bioinformatica reprezinta o unealta puternicda, capabila sa completeze golul dintre
cantitatea mare de date generate de secventierea de noua generatie si interpretarea §i
integrarea lor sub forma unor informatii semnificative ce pot fi folosite apoi in beneficiul

pacientilor.

In ceea ce priveste studiul microarray, multi dintre transcriptii ce au prezentat
niveluri de expresie alterate sunt implicati in cai de semnalicare cruciale pentru anumite
procese celulare si moleculare, corelate cu dezvoltarea si progresia tumorilor maligne.
Asadar, se poate sustine ca expunerea prelungita la zearalenond, o micotoxind comuna gasita
ca si contaminant in cereale, poate fi conectatd cu activarea proceselor moleculare
inflamatorii de promovare a tumorilor. Cu toate cd informatia in sine este importantd,

valoarea studiului se poate regasi si in metoda noua de bioinformatica ce a fost dezvoltata
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pentru acest experiment, fiind astfel posibila extrapolarea rezultatelor la oameni, avand in
vedere ca aceste doua specii impart numeroase caracteristici, de la anatomie, fiziologie,
patologie, pana la factori de mediu si contaminanti. Asadar, folosirea bioinformaticii pentru
descifrarea informatiilor de tipul “high throughput” generate de tehnologiile moleculare
moderne si studiile pe modele animale, pot contribui in final la imbunatdtirea vietii umane.
Tn era “omics”, atunci cand situatii similar pot fi des intlnite de catre cercetitori ce folosesc
diferite modele animale, metoda noastra noua de extrapolare a genelor de la animal la om

ofera o solutie inovativa pentru analiza si interpretarea eficienta a datelor.
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