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Prezenta inventie se adreseaz& domeniului medical, si se referd la o metoda de
predictie a raspunsului la terapie in cancerul de col uterin.

Cancerul de col uterin reprezinta al treilea cancer cel mai frecvent diagnosticat, si a
patra cauza de deces prin cancer la femei la nivel mondial, reprezentand 9% (529800) din
totalul cazurilor noi de cancer, $i 8% (275100) din totalul deceselor provocate de cancer in
randul femeilor in anul 2008. Dintre acestea, 85% dintre cazuri au fost inregistrate in tarile
in curs de dezvoltare.

in Romania cancerul de col uterin reprezinta o reald problema de sanétate publica,
atat in ceea ce priveste frecventa, cat si mortalitatea, situdndu-ne pe primul loc in Europa
si locul 6 in lume.

Ultimele informatii furnizate de baza de date UpToDate, ce reuneste informatiile din
peste 375 de jurnale de specialitate si alte surse, in domeniul epidemiologiei cancerului de
col uterin invaziv (Epidemiology, clinical features, and diagnosis of invasive cervical
cancer), arata ca incidenta si rata de mortalitate sunt disparate la nivel mondial. in tarile
dezvoltate s-a observat in ultimii 50 de ani o scadere cu 75% atat in incidentd, cat si in
mortalitate produse de cancerul de col uterin. In contrast, in tarile in curs de dezvoltare
cancerul de col uterin reprezinta a doua cauza de mortalitate si morbiditate legate de cancer,
cu 371200 de noi cazuri inregistrate anual, si cu o mortalitate de 50%. De asemenea, in
randul tarilor in curs de dezvoltare si al celor slab dezvoltate este estimatad o crestere
alarmanta, cu triplarea numarului de cancere de col uterin pana in anul 2050.

Discrepanta majora intre aceste date este data de implementarea institutionala a
programelor de preventie a aparitiei cancerului de col uterin la nivelul tarilor puternic
industrializate, respectiv, inexistenta sau slaba implementare a programelor preventionale
in celelalte tari.

Cercetarea in patologia colului uterin vizeaza identificarea de noi tinte moleculare
premergéatoare stabilirii unor terapii individualizate in predictia raspunsului la terapia cu
cisplatind in stadiile avansate 1I1B-III1B. Tratamentul clasic al cancerului de col uterin avansat
loco-regional asigura o supravietuire la 5 ani de 66...76% in stadiul IIB, 45...56% in IlIA si
36...40% in [lIB.

Din cercetarea facuta in bazele de date pentru inventii, s-a constatat c& exista mai
multe inventii care prezintd metode bazate pe analiza moleculara, si care au ca scop
predictia sau diagnoza cancerului, dar nu s-a gasit o metoda care sa permita determinarea
raspunsului la radio-chimioterapie cu cisplatin.

WO 200709365, "Method for the molecular diagnosis of prostate cancer and kit
forimplementing same", prezintd o metoda de analiza moleculara utilizata pentru diagnosticul
cancerului de prostata, bazata pe analiza in vitro, intr-un esantion de testare, si care ia in
considerare actiunea sinergetica a unor subgrupuri de gene selectate dintr-un grup de 60 de
gene determinate de inventatori. Metoda prezentata in aceastéa inventie nu are aplicabilitate
pentru predictia raspunsului la radio-chimioterapia cu cisplatin in cancerul de col uterin.

US 2010/0292087 A1 prezinta o metoda pentru a prezice evolutia clinica a tumorilor
prin furnizarea expresiei genelor dintr-o proba tumoralda. Metoda utilizeaza un nou filtru
genetic pentru a identifica gene care contribuie laraspunsul chimioterapeutic, folosind probe
clinice de cancer epitelial, incorporate in parafina fixatd cu formalina, in special cancer
ovarian seros. Metoda este utila pentru previzionarea reactiei tumorale la agenti chimio-
terapeutici, inclusiv agenti de alchilare, cisplatind, antimetaboliti, alcaloizi din plante si anti-
biotice antitumorale. Un filtru microarray a aratat ca probe incorporate in parafing, imobilizate
in formol, pot identifica gene legate de raspunsul chimioterapic cu randament de 86%.
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EP 1702989 A1 se refera la o metoda de clasificare a pacientilor cu cancer pulmonar
cu celule non-mici (NSCLC), pentru selectarea unei chimioterapii eficiente si pentru
estimarea de supravietuire a acestor pacienti cu NSCLC, bazaté pe determinarea nivelului
de metilare a genei 14-3-3 sigma. Statutul de metilare a genei 34-3-3 sigma poate fi deter-
minat usor intr-o proba de ser.

Aceasta inventie s-a bazat pe un studiu de cercetare finantat de un grant de tip
parteneriate, nr. 42160/2008, acordat de catre Planul National de Cercetare, Dezvoltare si
Inovare I, ,Parteneriate in domeniile prioritare".

Problema pe care orezolva inventia este de a prezenta o metoda eficienta de analiza
moleculara, care s& asigure rezultate bune privind predictia raspunsului la radio-
chimioterapia cu cisplatin in cancerul de col uterin loco-regional avansat.

Metoda de predictie a raspunsului la radio-chimioterapia cu cisplatin in cancerul de
col uterin prin studii de genomica functionala, conform inventiei, inlatura dezavantajele de
mai sus prin aceea ca va cuprinde efectuarea urmatoarelor etape:

a) serecolteaza biopsii de la pacientele cu cancer de col uterin loco-regional avansat;

b) din biopsii se extrage ARN-ul total, prin metoda cu kituri de extractie, cum ar fi
Qiagen Rneasy mini kit

C) se sintetizeaza sonde microarray cu marcaj one-color cu fluorocromul Cy3 cu kituri
Agilent, cum ar fi Low Input Linear Amplification Kit,

d) sondele microarray se hibrideaza pe lame Agilent 4x44k, folosind kituri specifice,
cum ar fi Gene Expression Hybridizalion Kit;

e) se face analiza bioinformatica pentru identificarea setului de gene de interes,
folosind softuri destinate tehnologiei Agilent, cum ar fi Feature Extraction si Gene Sping GX;

f) se face analiza de functionalitate moleculara folosind softul Ingenuity;

g) se stabileste predictia la terapie pe baza rezultatului molecular.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- elaborarea unei metode de analizd predictiva pentru raspunsul la radio-
chimioterapia cu cisplatin in cancerul de col uterin;

- posibilitatea alegerii unei terapii individualizate, bazate pe ¢ analiza moleculara
anterioara.

Metoda se bazeaza pe un studiu prospectiv la care au participat 65 de paciente cu
cancer de col uterin loco-regional avansat (stadiu lIB-IlIB), pe baza unor criterii de includere
stabilite anterior. De la toate pacientele s-au prelevat probe biologice (tesut) inainte de
initierea radio-chimioterapiei cu cisplatin.

Aprobarea studiului s-a facut de catre Comitetul de Etica al Institutului Oncologic
"Prof. Dr. lon Chiricuta" Cluj-Napoca, iar intrarea pacientilor in studiu s-a facut pe baza unui
consimtamant informat si semnat. Diagnosticul pacientilor s-a pus prin examen histologic si
marcare cu Hematoxilina-Eozina.

Se dain continuare un exemplu de aplicare a metodei in legatura cu fig. explicative
1...8, ce reprezinta:

- fig. 1, evaluarea cantitatii si a incarcaturii de Cy3 in sondele de microarray
sintetizate din ARN-ul mesager al probelor de interes;

- fig. 2, imagine lama microarray 4x44k (251485031609_S01_H);

- fig. 3, normalizarea prin metoda Quantile a intensitatilor pentru cele doua grupuri
luate in studiu: raspuns - galben, non raspuns - verde, a. intensitati brute, b. intensitati
normalizate;

- fig. 4, reprezentarea Vulcano plot pune in evidenta gene supra- si subexprimate de
1,5 ori, la un p<0,05in NR vs CR;
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- fig. 5, clusterizarea ierarhicd aglomerativa supervizata, realizatd pentru grupul
genelor diferit exprimate intre NR si CR (albastru - nivel de expresie scazut in NR vs CR,
rosu - nivel de expresie crescut in NR vs CR);

- fig. 6, principalele cai canonice implicate in modularea raspunsului la terapia cu
cisplatin in patologia colului uterin;

- fig. 7, analiza functionala a principalelor molecule implicate in repararea leziunilor
ADN, care stau la baza rezistentei la terapie in cancerul de col uterin locoregional avansat
(analiza Ingnuity);

- fig. 8, schema logica de analiza predictiva.

Exemplu

Recoltarea si prelucrarea probelor

Probele tisulare au fost recoltate in aceleasi conditii, si stocate in azot lichid pana la
utilizarea lor ulterioara. ARN-ul total a fost izolat dupa politronare cu kitul RNeasy minikit
(Qiagen), conform instructiunilor producatorului. Evaluarea de calitate si cantitate s-au facut
prin nanotehnologii (NanoDrop Technologies si Bioanalyzer 2100). Toate probele au trecut
rigorile controalelor de calitate si cantitate. Numarul de integritate ARN (RIN-RNA integrity
number) si raportul celor doua specii ribozomale 28/18 S au fost folosite drept controale de
calitate. Toate probele incluse in acest studiu au avut un RIN cuprins in intervalul 7...9 si un
raport 28/18 S ARN ribozomal mai mare de 1,7. Din punct de vedere cantitativ, toate probele
au avut peste 100 ng ARN total/ul.

Au fost alese pentru studiul de genomica functionala 24 de probe, 12 cu raspuns
complet la terapie (RC) si 12 fara raspuns la terapie (NR), evaluarea fiind facuta la 6 luni
post radio-chimioterapie.

Evaluarea studiului

Studiul de genomica functionala s-a facut prin tehnologia Agilent cu lame 4x44k WHG
(Whole Human Genome), folosind un monocolor cu Cy3.

Sinteza de sonde microarray s-a facut cu kitul Low Input Linear Amplification Kit al
Agilent, conform instructiunilor producatorului, plecand de la o cantitate de 1000 ng ARN
total. Sondele sintetizate au fost evaluate pentru cantitate si activitate, utilizdnd
spectrofotometrul nanodrop ND-1000 (fig. 1). Activitatea sondelor microarray a fost calculata
si pe baza formulelor de mai jos:

(Concentmtia de cARN )x30 yl(volum de elutie)
1000
Concentratia de Cy3
Concentratia de cARN

—ug cARN

x1000 - pmol Cy3/ ug cARN

Activitatea specifica minima pentru sondele microarray utilizate pentru hibridare pe
lame microarray 4x44k a fost de 6 pmol/ug cRNA. Cantitatea de sonda utilizatd pentru
hibridare a fost de 1250 ng, specifica tipului de lama microarray 4x44Kk, intr-un volum maxim
de solutie de hibridare de 8 pl.

Hibridarea sondelor microarray s-a realizat utilizadnd reactivii specifici din kitul Gene
Expression Hvbridization Kit, produs de compania Agilent. Hibridarea s-a facut la o
temperatura de 65°C, timp de 17 h. Post hibridare lamele au fost spalate in doua bai cu
concentratii diferite de triton (Wash Buffer 1 si Wash Buffer 2). Ulterior lamele au fost supuse
unui tratament cu Acetonitril i Stabilization and Drying Solution (produs Agilent), avand drept
scop prevenirea degradarii marcajului fluorescent de catre ozonul atmosferic.
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Dupa uscare, lamele au fost scanate la 2 rezolutii diferite (low and high), cu un scanner
Agilent (model G 2565 BA), pentru a prinde atat semnalele cu intensitati scazute, cat si
semnalele cu intensitati foarte mari (fig. 2).

Doua dintre probe (NR) nu au trecut conditiile de calitate post hibridare, si au fost
eliminate din studiu (fig. 1, pozitia 3).

Tehnica de analiza a datelor microarray

Pentru analiza bioinformatica s-au utilizat softurile Feature Extraction, Gene Spring
GX si Ingenuity. Imaginile lamelor microarray generate de scanner reprezinta datele brute
ale experimentului. Utilizadnd algoritmul implementat in softul Feature Extraction (FE),
intensitatile semnalelor fluorescente au fost transformate in informatii numerice care cuantifica
nivelul de expresie genica din probele analizate. A fost utilizat protocolul GE2_107_Sep09
si designul 014868_D_F_20100804. Post scanare a fost evaluata calitatea procesului de
hibridare. Rapoartele de calitate generate de FE au pus in evidenta erori aditive <10, pentru
cele doua grupuriluate in studiu, ceea ce a corespuns standardelor de calitate pentru lamele
microarray.

Preprocesarea si analiza diferentialé a datelor microarray

Preprocesarea si analiza diferentiald a datelor s-a realizat cu softul Gene Spring GX.
Etapa de preprocesare a cuprins:

- eliminarea controalelor pozitive si negative;

- normalizarea inter-array,

- sumarizarea secventelor duplicate de pe array;

- filtrarea spoturilor saturate si neuniforme.

in procesul de normalizare inter-array a fost folositd metoda Quantile. Aceasta metoda
transforma distributiile datelor in distributii identice pentru a putea fi comparate pe picior de
egalitate (fig. 3).

Dupa normalizare, au fost retinute pentru analiza doar secventele pentru care spoturile
corespunzatoare nu au fost marcate ca saturate si neuniforme in cel putin 19 din 22 de probe
(CR si NR). La finalul etapei de preprocesare s-au obtinut 41089 de secvente.

Diferentele moleculare intre probele luate in studiu au fost puse in evidenta printr-o
metoda nesupervizata, sianume, clusterizarea ierarhica aglomerativa. Scopul metodelor de
clusterizare este de a diviza genele sau probele in grupuri (clustere), pe baza similaritatii dintre
acestea, folosind corelatii sau distante euclidiene. Aceste analize confirma faptul ca probele
cu proprietati biologice similare tind s& aiba un profil molecular asemanator. Pentru aceasta
clusterizare masurarea similaritatii a fost facuta pe baza distantelor euclidiene, iar ca metoda
de grupare a clusterelor a fost aleasa metoda ward. Clusterizarea ierarhica aglomerativa a
pus in evidenta formarea a doua clustere corespunzatoare celor doua grupuri luate in studiu.

Pentru identificarea secventelor diferit exprimate intre grupurile luate in studiu s-a
aplicat testul t nepereche si corectia FDR pentru testari multiple. Cut off-ul pentru valoarea
p ajustat a fost stabilit la 0,05, iar pentru valoarea fold change, la £1,5. Au fost identificate
2896 de gene diferit exprimate intre grupul probelor fara raspuns (NR) si grupul probelor cu
raspuns (CR) recoltate inainte de terapie (fig. 4). Dintre acestea, 1583 de gene au fost
supraexprimate, iar 1313 au fost subexprimate in NR comparativ cu CR.

In continuare s-a realizat o clusterizare ierarhicd aglomerativa supervizata, realizatd
pentru grupul genelor diferit exprimate. Acest tip de analiza supervizaté a pus in evidenta
separarea a doua clustere distincte, unul care integreaza doar probele cu lipsa de raspuns
(NR), si altul care integreaza probele cu raspuns complet (RC) (fig. 5).

Analiza functionald a datelor microarray

Ulterior au fostinvestigate implicatiile acestor gene la nivelul interactiunilor moleculare,
utilizand softul Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Au fostidentificate principalele functii celulare

5

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

RO 128780 B1

simoleculare in care aceste gene suntimplicate. Cea mai importanta cale canonica implicata
in raspunsul la terapie a fost cea care a avut in prim plan gena BRCA1 si setul de gene
implicate in modularea acesteia.

Reprezentarea graficd a retelelor moleculare a facut posibila stabilirea genelor
nodale, a tipului de interactiune dintre acestea si a produsilor acestora. Pentru analiza
functionala s-a avut in vedere evaluarea mecanismelor principale care stau la baza inducerii
rezistentei la cisplatin. Astfel, au fost evaluate retelele moleculare implicate in capacitatea
reparatorie a leziunilor la nivelul ADN. Acest mecanism este considerat ca fiind implicat in
inducerea rezistentei la terapie ca urmare a unor posibile modificéri de fenotip care apar la
nivelul celulelor tumorale, respectiv, la castigarea unor avantaje de reparare a leziunilor la
nivelul ADN, in functie de care este indusa apoptoza.

Prin urmare, accentul principal al acestei analize a tinut cont de clasa de gene
implicate in repararea leziunilor mono- si dublu catenare pe care le induc cisplatinul si
radioterapia la nivelul celulelor tumorale. in functie de tipul de actiune al acestor gene, supra-
sau subexpresie, se poate face o predictie asupra raspunsului sau lipsei de raspuns la
terapie, pachetul de gene identificat fiind parte a unei analize supervizate care a grupat
probele biologice in functie de raspunsul la terapie.

Au fost integrate cinci retele moleculare care au integrat gene diferite, dar care au
creat o retea unica de cooperare intre moleculele tinta.

Analiza retelelor moleculare a dus la identificarea unui numar de gene nodale de
interes in cancerul de col uterin rezistent la terapie (NR), comparativ cu grupul de cancer de
col uterin cu raspuns la terapie (RC). Cele mai importante gene nodale implicate in
modularea repararii leziunilor ADN induse de terapie (cisplatin) au fost: BRCA1, BRCAZ2,
RAD51, BRCC3, HMGB1, BRAT1, ABCB10, FNCI, FANCD2, BLM, ERCC4, ERCC6, PMS2,
MSH6, RFC1. Toate aceste gene identificate au avut niveluri de expresie crescute in probele
NR comparativ cu lotul CR, unde s-au inregistrat niveluri scazute de expresie ale acestor
gene. Nivelurile crescute ale acestor gene semnificad o capacitate crescutd de reparare a
leziunilor mono si dublu catenare induse de terapie si radiatii si cisplatin (fig. 7).

Acest aspect se traduce printr-o actiune redusa a cisplatinului la nivelul celulelor
tratate, ceea ce reprezintd un raspuns partial la terapie. In cazul in care aceste gene sunt
subexprimate, ineficienta de reparare a leziunilor induse de cisplatin poate duce la o
acumulare de leziuni la nivel ADN, ceea ce va duce la o activare a mecanismului de
apoptoza si, in final, la cresterea eficientei terapiei antitumorale.

Metoda predictiva pentru radio-chimioterapia cancerului de col uterin este bazata pe
studiul unui set de gene implicate in capacitatea reparatorie a leziunilor la nivelul ADN in
mecanismul de angiogeneza, si presupune efectuarea urméatoarelor etape (fig. 8):

1. serecolteaza tesut prin biopsie cervicala de la pacientii cu cancer de col locoregio-
nal avansat (stadiul [I1B-I11B);

2. din biopsie se extrage ARN-ul prin metoda kiturilor de extractie RNeasy mini kit
(Qiagen);

3. pe baza reactiei de microarray, tehnologia Agilent, folosind lame pangenomice
4x44Kk, se analizeaza nivelul global de expresie genica intre probe care provin de la paciente
cu raspuns complet la radio-chimioterapie, si paciente fara raspuns la radio-chimioterapie;

4. analiza bioinformaticad si de functionalitate, realizatéd prin softurile Feature
Extraction, Gene Spring si Ingenuity, pune in evidenta clase de gene diferit exprimate. Sunt
alese genele cu nivel de expresie mai mare de £1,5 si un p ajustat de minimum 0,05;
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5. validarea genelor de interes identificate din setul obtinut prin reactia microarray,
prin reactia de qRTPCR,

6. utilizarea setului de gene pentru stabilirea predictiei la terapie. In cazul in care
aceste gene sunt subexprimate, ineficienta de reparare a leziunilorinduse de cisplatin poate
duce la o acumulare de leziuni la nivel ADN, ceea ce va duce la o activare a mecanismului
de apoptoza si, in final, la cresterea eficientei terapiei antitumorale. Niveluri crescute de
expresie ale acestor gene vor previziona un raspuns complet la tratamentul cu radio-
chimioterapie in cancerul de col uterin.



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

RO 128780 B1

Revendicari

1. Metoda de predictie a raspunsului la radio-chimioterapia cu cisplatin in cancerul
de col uterin, prin studii de genomica functionald, caracterizatd prin aceea ca aceasta
cuprinde efectuarea urmatoarelor etape:

a) serecolteaza biopsii de la pacientele cu cancer de col uterin loco-regional avansat;

b) din biopsii se extrage ARN-ul total prin metoda cu kituri de extractie, cum ar fi
Qiagen Rneasy minikit;

C) se sintetizeaza sonde microarray cu marcaj one-color cu fluorocromul Cy3 cu kituri
Agilent, cum ar fi Low Input Linear Amplification Kit,

d) sondele microarray se hibrideaza pe lame Agilent 4x44k, folosind kituri specifice,
cum ar fi Gene Expression Hybridizalion Kit;

e) se face analiza bioinformatica pentru identificarea setului de gene de interes,
folosind softuri destinate tehnologiei Agilent, acum ar fi Feature Extraction si Gene Sping GX;

f) se face analiza de functionalitate moleculara folosind softul Ingenuity;

g) se stabileste predictia la terapie pe baza rezultatului molecular.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca selectarea unui set
de gene de interes, utilizat in analiza biocinformatica, se realizeaza prin analiza retelelor
moleculare care au dus laidentificarea unui numar de gene nodale de interes in cancerul de
col uterin rezistent la terapie, respectiv, NR, comparativ cu grupul de cancer de col uterin cu
raspuns la terapie, respectiv, RC, dintre care s-au selectat cele mai importante 15 gene
nodale implicate in modularea repararii leziunilor ADN induse de terapie: BRCA1, BRCA2,
RAD51, BRCC3, HMGB1, BRAT1, ABCB10, FNCI,FANCD2, BLM, ERCC4, ERCC6, PMS2,
MSH6, RFC1, genele selectate avand niveluri de expresie crescute in probele NR
comparativ cu lotul CR, unde s-au inregistrat niveluri scazute de expresie, iar analiza
bioinformatica se face cu softul Feature Extraction, Gene Spring GX, Ingenuity pentru un
nivel de expresie £1,5 si valoare p<0,05.

3. Metoda conform revendicarilor 1 si 2, caracterizata prin aceea ca analiza genelor
de interes implicate in repararea leziunilor ADN induse de radio-chimioterapie se identifica
prin microarray, prin tehnica de qRT-PCR, gena housekeeping utilizata pentru normalizarea
datelor fiind gena 18 S.

4. Metoda conform revendicarii 2, caracterizata prin aceea ca se bazeaza pe
evaluarea nivelului de expresie a unui set de 15 gene implicate in modularea raspunsului la
repararea leziunilor ADN induse de radio-chimioterapie, supraexpresia setului de gene
indicand o lipsa de raspuns sau un raspuns partial, in timp ce lipsa de expresie a acestora
indica un raspuns complet la terapie.
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