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FLT3 din amestecul de reactie, si un control pozitiv al
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a) Titlul inventiei
SET DE DOI PRIMERI S| DOUA SONDE S| O METODA PCR DIGITAL iN
EMULSIE, PENTRU DETECTIA SPECIFICA, IN EXONUL 14 AL GENEI FLT3, A
DUPLICARII UNEI REGIUNI CU SECVENTA TERMINALA
GAGAATATGAATATGATCTCA
b) Domeniul tehnic si definirea termenilor tehnici

Inventia se inscrie in domeniul biologiei moleculare si in domeniul
diagnosticului molecular al leucemiei mieloide acute, precum si al altor patologii
asociate cu mutatii genetice de tip IDT. Leucemia mieloida acuta, ca orice alt tip de
cancer, este consecinta acumularii in celule a unor mutatii genetice. Mutatiile
genetice pot apare oricand pe durata vietii unei celule. O parte sunt corectate de
catre mecanismele de reparare, iar altele persista in celula si se pot transmite
descendentilor celulari (daca celula respectiva se multiplicd). Unele dintre mutatiile
genetice pot determina ca unele dintre mecanismele celulare sa se desfasoare
anormal. Acumularea unui set de astfel de mutatii Tn genomul aceleiasi celule,
precum si combinarea aleatorie a mecanismelor celulare afectate, determina la un
moment dat ca celula respectiva sa devina tumorala. O paleta foarte larga de mutatii
genetice, desi diferite ca natura si locatie in genom, pot conduce in final la aparitia
cancerului. Consecinta acestui fenomen este aceea ca leucemia mieloida acuta
difera ca manifestare patogena, al tratamentului, al gradului de severitate, al
prognosticului si al sperantei de viata a pacientului in functie de natura mutatiilor.
Prin urmare, identificarea in biopsii a unor mutatii cunoscute pentru diferite tipuri de
cancer (inclusiv leucemia mieloida acuta) ofera informatii esentiale medicului pentru
a stabili un diagnostic precis, un tratament cat mai potrivit si un prognostic realist.

Ca urmare a dezvoltarii tehnologiei de secventiere, au fost descoperite foarte
multe mutatii asociate cu leucemia mieloida acuta. Pentru cateva dintre ele, s-a
dovedit ca apar foarte frecvent in leucemia mieloida acuta si, in acelasi timp, au
valoare prognostica (evolutia probabila a pacientului dupa tratament). In aceasta
categorie se afla si mutatiile care se petrec la nivelul genei fit3 (fms related tyrosine
kinase 3). Gena codifica o proteind, care are rol in multiple mecanisme celulare, cele
mai relevante pentru patogeneza leucemiei mieloide acuta fiind proliferarea
(multiplicarea) celulara si hematopoieza.
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Proteina codificatad de gena flt3 este localizata la suprafata celulara, fiind
inclusa Tn categoria proteinelor transmembranare (adica au parti expuse in afara
celulei, precum si parti citoplasmatice). Proteina este organizata astfel: zona
extracelulard, urmata de zona membranara, zona juxtamembranara (definitd ca zona
de langa membrana celulard) si zona cataliticd. In mod natural, zona
juxtamembranara are rolul de a bloca functionarea domeniului catalitic. Eliberarea
domeniului catalitic se face controlat, doar atunci cand proteina transmite n interiorul
celulei un semnal pe care I-a receptionat din exteriorul celulei. Regiunea genei flt3 cu
cea mai mare ratéa de mutageneza este zona exonului 14, care codifica partea
juxtamembranara a proteinei. Mutatiile sunt denumite generic FLT3-ITD si sunt foarte
variabile de la un pacient la altul. Toate mutatiile de tip FLT3-ITD au in comun faptul
ca fiecare dintre ele apare prin insertia unui fragment suplimentar de ADN intr-un
locus din exonul 14. Secventa fragmentului suplimentar este identica cu o parte din
secventa exonului 14 localizatd in amonte fata de locul de insertie. Cu alte cuvinte,
un fragment de ADN genomic este duplicat, iar duplicatul se insera imediat dupa
fragmentul original (de unde provine si denumirea de duplicare interna in tandem).
Variabilitatea este generata de faptul ca duplicarea se poate petrece in aproape orice
locus a exonului 14, iar marimea insertului poate fi de orice dimensiune pe un interval
intre 2 si 200 nucleotide. Tn consecinta, secventa duplicatului variaza in functie de
locusul inserarii si al marirnii fragmentului ADN adaugat.

Definitii

ADN = acid dezoxiribonucleic = polimer format prin legarea covalenta a doua sau

mai multor dezoxiribonucleotide; exista patru tipuri de dezoxiribonucleotide: adenina
(A sau a), citozind (C sau c), guanina (G sau g), timina (T sau t);

Secventa ADN = ordinea n care cele patru tipuri de dezoxiribonucleotide se succed

intr-o moleculd ADN; prin conventie orice secventa scrisa are capatul 5 in stanga si
capatul 3 in dreapta;

ADN dublucatenar = format din doua catene complementare una fata de cealalta,
care stau impreuna la temperaturi de sub 45 grade Celsius, prin interactii de tip punti
de Hidrogen,; fiecare catena este un fragment de ADN;

ADN tintd = molecule ADN dublucatenar care vor fi detectate si multiplicate prin
desfasurarea unei reactii PCR;

ADN polimeraza = proteina cu activitate enzimatica, care se leaga de structuri ADN

dublucatenare formate dintr-o catena a ADN-ului tinta (catena cu rol de matritd) si
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primer-ul complementar; dupa atasarea la capatul 3 al primerului, enzima are
capacitatea de lungi primerul prin addugarea succesiva de dezoxiribonucleotide
(polimerizare), pe care le leaga covalent, una cate una, de capatul 3 al secventei in
crestere; tipul de dezoxiribonucleotida (A, C, G sauT) selectata de enzima precum si
ordinea lor de atasare la fragmentul ADN in crestere sunt astfel alese incat secventa
noului ADN sa fie perfect complementara cu catena matrita, atasata de primer;
Primeri = fragmente monocatenare scurte de ADN (in general formate din mai putin
de 35 dezoxiribonucleotide) a caror secvente sunt complementare cu ADN-ul tinta si
care au rolul de a amorsa activitatea enzimatica a ADN polimerazei; totdeauna se
folosesc cel putin doi primeri, fiecare fiind complementar cu una din cele doua
catene.

Sonde = fragmente monocatenare scurte de ADN (in general formate din mai putin
de 35 dezoxiribonucleotide) ale caror secvente sunt complementare cu ADN-ul tinta.
Sonda are la capatul 5 o substanta cu proprietati fluorescente, iar la capatul 3 o
substanta cu rolul de a bloca fluorescenta substantei de la capatul opus (capatul 5).
Substanta cu proprietati fluorescente nu poate emite nici un semnal semnal
fluorescent atata timp cat este legatad de sonda, pentru ca se afld in apropierea
compusului cu rol de a bloca fluorescenta. Fiecare sonda functioneaza doar
impreund cu un primer, ambele fiind complementare cu aceeasi catena a ADN-ului
tintd, adic catena matrita. In raport cu catena matritd, sonda este conceputa astfel
incat sa fie complementara cu o regiune a matritei situata in amonte fata de secventa
complementara cu primerul. Astfel, in timpul etapei de polimerizare (vezi definitia
PCR), pe masura ce adauga dezoxinucleotide la catena nascentd, ADN polimeraza
se deplaseaza de-a lungul catenei matritéd pana intalneste sonda legata de matrita
respectiva. in acel moment, enzima desfisoara activitatea de degradare a capétului
5 al sondei si eliberarea in solutie a compusului cu proprietati fluorescente.
Substanta eliberatad poate sa emita semnalul fluorescent caracteristic, iar intensitatea
semnalului este proportionald cu numarul de sonde degradate. Deoarece raportul
stoechiometric dintre numarul de sonde degradate si numarul de molecule ADN tinta
este 1:1, intensitatea semnalului fluorescent reprezinta o cale de a doza ADN-ul tinta.

Proprietate fluorescentd = capacitatea unui compus chimic de a emite un semnal cu

0 anumita lungime de unda numai atunci cand este stimulat printr-un alt semnal, cu o
alta lungime de unda;



a 2018 01065 06/12/2018 é(

FAM, HEX = compusi chimici care au proprietati fluorescente; fiecare emite un

semnal cu lungime de unda distincts;

IABKFQ = compus chimic cu rolul de a bloca emisia de fluorescenta a compusilor
atasati de sonde

TagMan PCR (denumirea originald este ,TagMan polymerase chain reaction”) =
metoda enzimatica ciclica prin care ADN-ul tinta este detectat cu mare specificitate si
multiplicat. Amestecul de reactie pentru PCR contine minim urmatoarele tipuri de
ingrediente: enzima DNA polimeraza (enzima termorezistentd); primeri; sonde
fluorescente; molecule ADN tinta; dezoxiribonucleotide din cele 4 categorii precizate
mai sus, subtante anorganice cu rolul de a asigura taria ionica si pH-ul solutiei de
reactie, optime pentru functionarea enzimei. Fiecare ciclu al PCR este format din 3
etape: etapa de desfacere a catenelor ADN; etapa de legare a primerilor si sondelor;
etapa de polimerizare. In prima etapa, care corespunde unor temperaturi de peste 95
grade Celsius, interatiile necovalente dintre catene dispar, iar ADN-ul tintd devine
monocatenar. In a doua etapé, cand temperatura scade la 60 grade Celsius, primerii
si sondele se leaga de zonele complementare existente pe catenele ADN-ului tinta.
in etapa a treia are loc polimerizarea primerilor atasati de catena matriti si generarea
unei noi catene ADN (detalii la definitia ADN polimerazei). in general, temperatura
etapei trei este de 72 grade Celsius; frecvent, etapele doi si trei coincid si se
desfasoara la temperatura la care primerii si sondele se leaga de catena matrita (cel
mai des, 60 grade Celsius). La sfarsitul etapei trei al unui ciclu, ca urmare a
polimerizarii, apare cate o catena noua pentru fiecare catena matrita, astfel ca dupa
fiecare ciclu, numarul total de molecule ADN tint4 se dubleaza. Tn paralel cu
multiplicarea ADN tinta, in etapa a treia are loc si degradarea sondelor fluorescente
si eliberarea compusilor cu proprietati fluorescente (detalii la definitia sondelor).
Semnalul fluorescent masurat al compusii eliberati din sonde, este proportional cu
numéarul de molecule ADN tinta (detalii la definitia sondelor). Deoarece ciclurile se
repetd, in timpul desfasurarii PCR are loc cresterea cantitatii de ADN tinta, iar din
acest punct de vedere, numarul moleculelor sonda degradate, precum si intensitatea
fluorescentei, cresc exponential.

Aparatul PCR = dispozitiv dedicat reactiilor PCR, care determina si controleaza cu
mare precizie temperatura amestecului de reactie;

Genom = totalitatea ADN dublucatenar din interiorul unui nucleu organizat sub forma
de cromozomi;
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Gena codificatoare = parte a genomului care codifica o proteina, adica prin
transcriptia genei se genereaza un ARN mesager, care, la randul lui, este convertit in
proteind prin translatie.

Exon = regiune ADN dintr-o gena, care contine o parte din informatia necesara
sintezei proteinei coficate de gena respectivd; o gena poate avea un exon sau mai
multi, iar totalitatea exonilor unei gene se convertesc in ARN mesager si codifica
intreaga proteina;

Mutatie geneticd = orice modificare a genomului, in sensul ca succesiunea de

dezoxiribonucleotide dintr-o regiune oarecare a ADN-ului este diferita fata de
succesiunea normala;

Leucemia mieloida acutd = patologie a sistemului hematopoietic uman, caracterizata

prin existenta n corpul pacientului a unor celule tumorale provenite din celule
precursoare mieloide si care, datoitd unor mutatii genetice, au capatat capacitatea de
a se multiplica necontrolat; celulele precursoare mieloide sunt celulele imature din
maduva oaselor care, in mod normal, se transforma in monocite, neutrofile sau ale
celule albe ale singelui din categoria celulelor mieloide;

Diagnostic molecular = orice procedura tehnica moleculara prin care se detecteaza

prezenta unei mutatii genetice, cu scopul de a caracteriza genetic patologia
investigata si de a ajuta medicul s stabileasca un prognostic privind evolutia
ulterioara a pacientului;

Mutatie de tip ITD (denumire originald a ITD este ,internal tandem duplication”) =
reprezintd o modificare a genomului normal (natural / sdnatos) prin faptul ca o
portiune de ADN genomic se repeté prin dublare; cele doua fragmente ADN cu
aceeasi secventd se afla in genom unul dupa celdlalt fard a mai exista altceva intre
ele;

FLT3-ITD = mutatii la nivelul genei flt3, reprezentate de insertia aleatoare in diferite
locuri ale exonilor 14 si 15 a unor fragmente ADN cu secvente si marimi variabile,;
ddPCR = PCR digital in emulsie (,digital droplet PCR") = metodad PCR in care
amestecul de reactie este amestecat cu o solutie uleioasa si din care rezulta o

emulsie formata din zeci de mii de picaturi lipidice. Fiecare picatura lipidica contine
solutia apoasa a amestecului de reactie. Deoarece in timpul reactiei PCR, picaturile
isi pastreaza integritatea si nu fuzioneaza intre ele, fiecare picatura poate fi
consideratd o reactie PCR independenta. Cu alte cuvinte, prin aceastd metoda
amestecul de reactie este impartit in zeci de mii de reactii PCR separate, desfasurate
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simultan. Dupa terminarea reactiei PCR, fiecare picatura este evaluata cu ajutorul
unui dispozitiv special daca este fluorescenta sau nu (PCR digitalizat). Emisia unui
semnal fluorescent demonstreaza c3, la momentul partitionarii, picatura respectiva a
inclus cel putin o molecula de ADN tinta.

c) Stadiul tehnologiei

Inventia se refera la o procedura de detectie si dozare a mutatiilor de tip FLT3-
ITD din gena fit3. Studiile clinice publicate Tn ultimii 10 ani au dovedit ca acest tip de
mutatie este foarte frecvent asociat cu leucemia mieloida de tip acut: frecventa
mutatiilor FLT3-ITD este de 25-35% in cazul pacientilor adulti si de 5-15% la copii
(procente din totalul cazurilor cu acest tip de leucemie). Diagnosticul molecular
pentru FLT3-ITD, corelat cu alte tipuri de analize medicale, este foarte util pentru
stabilirea de catre medic a tratamentului adecvat. in plus, monitorizarea prezentei
mutatiilor FLT3-ITD in celulele din sangele periferic recoltate de la pacienti, in timpul
si dupa tratament, ofera informatii esentiale cu privire la eficacitatea tratamentului,
precum si informatii cu valoare prognosticad despre evolutia ulterioara probabilad a
pacientului.

Analiza literaturii de specialitate aratd ca nu existd o metoda validata clinic si
utilizata in diagnosticul molecular pentru detectia si dozarea mutatiilor FLT3-ITD. In
baza tehnologiilor actuale, singura posibilitate ar fi identificarea secventei si locatiei
fragmentului mutant pentru fiecare pacient in parte, urmata de proiectarea unor
primeri si sonde utilizabile pentru monitorizarea ulterioara a mutatiei in biopsiile
prelevate de la pacientul respectiv. Dar aceasta procedura nu se utilizeaza in scop
clinic (numai in cercetare) datoritd unor dezavantaje: schema de lucru este complexa
si foarte costisitoare; procedurile pot fi aplicate doar de catre specialisti cu foarte
buna expertiza in biologia moleculara si bioinformatica; metoda trebuie aplicata diferit
pentru fiecare pacient, iar instrumentele moleculare proiectate (primerii si sondele)
nu se pot utiliza pentru mai multi pacienti.

Inventia se refera la o procedura de detectie si dozare a mutatiilor de tip FLT3-
ITD privind utilizarea unei metode denumita generic PCR digital in emulsie (,digital
droplet PCR”; ddPCR). Principiul de functionare al metodei PCR a rdmas neschimbat
de la inventarea metodei (1983, dr. Kary Mullis — utilizarea primerilor; 1986, dr.
Randall Saiki — utilizarea polimerazelor termorezistente). Totusi tehnologia bazata pe
PCR a evoluat semnificativ Tn ultimii 20 ani, prin addugarea de noi elemente
functionale. Cea mai recenta imbunatatire a procedurii este ddPCR. Tn varianta PCR
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standard, amestecul de reactie este supus direct protocolului de amplificare ADN prin
PCR. Tn cazul ddPCR, amestecul de reactie este intai fragmentat (partitionat) in
20000 de picaturi prin amestecare cu lipide si emulsionare, iar apoi se aplica
protocolul PCR (detalii la definitia ddPCR). La final, proba sub form& de emulsie este
introdusa intr-un instrument care detecteaza fluorescenta fiecarei picaturi in parte.
Prezenta unor picaturi cu fluorescentd demonstreaza existenta ADN-ului tinta in
proba biologica analizata, iar numarul total de picéturi fluorescente permite dozarea
numarului de molecule de ADN tinta.

d) Problemele tehnologiei actuale

Diagnosticul molecular pentru detectia si caracterizarea mutatiilor genetice se
bazeaza in marea majoritate a cazurilor pe tehnologia PCR. Deoarece primerii si
sondele sunt proiectate in functie de natura mutatiei analizate si de natura genei
respective, tehnologia PCR se poate aplica doar dacd mutatia analizata este bine
caracterizatd. Tehnologia PCR se utilizeaza in diagnosticul molecular deoarece
pentru cele mai multe dintre mutatiile genetice cunoscute, proprietétile raman
neschimbate de la un pacient la altul si, irnplicit, o singurd metoda PCR, dupa
optimizare si validare, se poate aplica pentru analiza tuturor probelor biologice care
au Tn structura genomului mutatia respectiva.

Existd mutatii genetice pentru care procedurile actuale bazate pe metoda PCR
nu se pot aplica la nivel clinic, in scopul detectiei si dozarii anomaliei genetice
respective. Motivul principal este acela ca mutatiile respective nu sunt identice de la
un pacient la altul, chiar daca sunt aseméanatoare. In aceasta categorie este inclusa
si mutatia de tip ITD de la nivelul genei fit3 (detaliat in paragraful 2 de la sectiunea c.
Stadiul tehnologiei). Cu alte cuvinte, nu existd o0 metoda de diagnostic molecular
pentru monitorizarea mutatiilor FLT3-ITD, desi prezenta acestui tip de mutatie
genetica la pacienti are foarte mare importanta prognostica.

Cea mai recenta tehnologie PCR, denumitd PCR digital in emuisie (ddPCR),
este si cea mai performanta, cu o precizie de peste 100 de ori mai mare decéat
metoda PCR utilizata actual in practica medicald (PCR cu monitorizarea
fluorescentei in timp real). Desi studiile privind tehnica ddPCR, majoritatea publicate
dupé 2015, au dovedit avantajele metodei in raport cu cerintele diagnosticului
molecular, procedura nu a fost inca optimizata pentru majoritatea testelor genetice

A w A
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n alte baze de date publice, o metoda de detectie si dozare a mutatiilor FLT3-ITD cu
ajutorul ddPCR.

Tn concluzie, inventia prezentata prezinta solutii tehnologice pentru detectia si
dozarea mutatiilor de tip FLT3-ITD prin PCR, precum si pentru utilizarea metodei
ddPCR 1n scopul detectiei cu mare precizie a unei cantitati cat mai mici de ADN cu
mutatia FLT3-ITD.

e) Expunerea inventiei

Inventia are doua componente: (1) protocolul pentru detectia unei mutatii de
tip ITD, adica o secventa care se repeta (a se vedea definitia ITD); (2) un set de
fragmente ADN (denumite primeri sau sonde, Tn functie de rolul lor in reactia PCR)
proiectate si sintetizate pentru a fi folosite impreuna cu tehnologia ddPCR pentru
detectia oricarei mutatii ITD din gene flt3, daca fragmentul ADN repetitiv se termina
cu secventa GAGAATATGAATATGATCTCA.

1) protocolul pentru detectia unei mutatii de tip ITD

Inventia revendica procedura PCR cu doud sonde (sonda-REF si sonda-MUT)
si doi primeri (primer-REF si primer-MUT) pentru detectia unei mutatii de tip IDT.

Inventia revendicd procedura PCR in care un primer (denumit primer-MUT) si
o sonda (denumitd sonda-MUT) sunt fiecare complementare cu doué portiuni din
aceeasi catend a ADNului tinta, iar cele doua portiuni se suprapun partial, astfel incat
primerul-MUT si sonda-MUT nu se pot lega, pe toata lungimea lor, simultan de
catena complementara fara mutatia ITD, dar se pot lega simultan de catena
complementara cu mutatia ITD. Astfel, degradarea sondei-MUT cu eliberarea
substantei fluorescente se petrece doar cand, atat sonda-MUT cét si primerul-MUT
se leagd simultan de catena ADN tint&. in acest fel, semnalul fluorescent generat prin
degradarea sonda-MUT, ca urmare a desfasurarii reactiei PCR, apare doar daca in
amestecul de reactie existd una sau mai multe molecule ADN tintd care au o mutatie
de tip ITD. Schema pozitiilor relative ale primerului MUT si sondei MUT in raport cu
catena ADN tinta este prezentata in figura 1.

Inventia revendica procedura PCR pentru detectia unei mutatii de tip ITD care
utilizeaza doua sonde marcate cu substante fluorescente distincte: sonda-MUT este
complementara cu o catena a ADN {inta, iar sonda-REF este complementara cu
cealaltd catena a ADN tintd. Sonda-REF este complementara cu ADN tinta
indiferent de prezenta sau absenta mutatiei ITD, iar semnalul fluorescent generat de
degradarea sonda-REF, ca urmare a desfasurarii reactiei PCR, este parametrul de
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dozare a numarului de molecule ADN tinta, atat natural cat si mutant. In acelasi timp,
sondei-REF are si rolul de control pozitiv al reactiei, deoarece semnaiul fluorescent
generat de degradarea sonda-REF trebuie sd apara dacé reactia PCR se desfasoara
in mod corespunzator.

Inventia revendica procedura de detectie a mutatiei de tip ITD, cu doua sonde
(sonda-REF si sonda-MUT) si doi primeri (primer-REF si primer-MUT) prin utilizarea
metodei ddPCR. Pentru ddPCR, amestecul de reactie, care contine toate
componentele necesare unei reactii PCR, inclusiv primerii, sondele, ADN {inta si
ADN polimeraza, este amestecat cu o solutie uleioasa (hidrofoba). Rezultatul
amestecului, care este 0 emulsie de picaturi uleioase, este supus unei reactii PCR cu
urmatorii parametrii: initierea prin incubarea amestecului la 95 grade Celsius timp de
10 minute, urmat de 40 cicluri repetate succesiv, fiecare ciclu fiiind incubare la 94
grade Celsius pentru 30 secunde, urmat de 60 grade Celsius pentru 60 secunde.
Reactia PCR se termina prin incubarea amestecului de reactie la 98 grade Celsius
timp de 10 minute. Viteza de scadere sau crestere a temperaturii este de 2 grade
Celsius per secunda. Volumul de reactie este de 20 microlitrii, concentratia primerilor
este de 1 micromolar, iar concentratia sondelor este de 350 nanomolar. Rezultatul
reactiei PCR se realizeaza prin detectia fluorescentelor caracteristice substantelor
eliberate prin degradarea sondelor, la nivelul fiecarei picaturi de ulei din amestecul
de reactie. Interpretarea datelor se realizeaza prin raportarea numarului de picaturi
fluorescente la numarul total de picéaturi analizate.

2) protocol pentru detectia mutatiilor ITD din gene fit3, in care fragmentul ADN
repetitiv se termind cu secventa GAGAATATGAATATGATCTCA

Inventia revendica un set de doi primeri si douad sonde utilizate cu un protocol
ddPCR descris la pct (1) pentru a detecta mutatiile FLT3-ITD in care fragmentul ADN
repetitiv se termind cu secventa GAGAATATGAATATGATCTCA. Secventele
primerilor si sondelor sunt:

(primer FLT3-for) GGTGACCGGCTCCTCAG

(primer FLT3-MUT-rev) GGAAACTCCCATTTGAGATCATATTC

(sonda FLT3-REF) /56-FAM/TC+T+AC+G+TTGATT+T+C+AG/3IABKFQ/
(sonda FLT3-MUT) /SHEX/AT+CAT+ATTCA+T+AT+T+C+TC/3|ABKFQ/

Primerul FLT3-MUT-rev si sonda FLT3-MUT se leaga simultan de catena ADN
tintd doar pentru moleculele cu mutatia FLT3-ITD, astfel ca fluorescenta markerului

HEX este o masura a numarului de molecule FLT3 mutante din amestecul de reactie.
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Sonda FLT3-REF se leaga de ADN tinta indiferent de prezenta sau absenta mutatiei,
astfel ca fluorescenta markerului (FAM) este o0 masura a numarului total de molecule
FLT3 din amestecul de reactie si un control pozitiv al rectiei PCR.

f) Avantajele inventiei

Avantajul principal al inventiei este acela ca permite detectia si dozarea unor
mutatii de tip ITD, care au variabilitate de secventa, fara a fi necesara proiectarea,
sinteza si optimizarea primerilor si sondelor pentru fiecare mutatie in parte.

Al doilea avantaj, este ca primerii si sondele revendicate pentru detectia
mutatiilor FLT3-ITD in care fragmentul ADN repetitiv se termind cu secventa
GAGAATATGAATATGATCTCA functioneaza eficient in reactia ddPCR. Acest tip de
reactie PCR este mai eficient decat metodele bazate pe PCR folosite in prezent in
diagnosticul molecular.

g) Descrierea figurilor

In figurd este prezentat schematic principiul de functionare al reactiei de PCR
care permite detectia si dozarea mutatiilor de tip ITD, inclusiv mutatia FLT3-ITD.
Substanta cu proprietati fluorescente atasatd sondei-REF / FLT3-REF este marcata
printr-un cerc verde, iar substanta cu proprietati fluorescente atasata sondei-MUT /
FLT3-MUT este marcata printr-un cerc rosu. Substanta care anuleaza proprietatile
fluorescente este marcata printr-un cerc negru. Primerii primer-REF / FLT3-for sunt
segmentele cu culoarea negru exclusiv, iar primerii primer-MUT / FLT3-MUT-rev sunt
segmentele cu culoarea negru si rosu. Catenele ADNului tinta, naturale sau cu
mutatia de tip ITD, sunt segmentele lungi de culoare albastra, care nu au atasate
cercuri la capete. Segmentele de culoare rosie localizate pe catenele ADN,
reprezinta secventa ADN care se duplica in cazul mutatiei de tip ITD. Segmentele de
culoare rosie prezente pe sonde si primeri, reprezintad secventele ADN
complementare cu secventele repetitive (tot rosii) de pe catenele ADN. Graficul de la
mijlocul figurii, partea drepata, este o reprezentare schematica a evolutiei semnalelor
fluorescente (verde sau rosu) generate de compusii chimici marcati cu cerc verde
sau, respectiv, rosu, eliberati prin degradarea sondelor, pe masura ce numarul de
cicluri ale reactiei PCR creste (linia orizontald a graficului reprezintd numarul de
cicluri, care creste de la stanga la dreapta). Figura explica de ce sonda-MUT / FLT3-
MUT nu se va degrada si nu va elibera substanta fluorescenta simbolizata cu cerc
rosu prin legare la zona complementara de pe catena ADN naturala (fara mutatia
ITD): daca se leaga de catena naturala atunci impiedica steric legarea primerului-
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MUT / FLT3-MUT, iar in lipsa primerului nu are loc polimerizarea si degradarea
sondei; daca primul care se leaga de catena naturala este primerul (primerul-MUT /
FLT3-MUT), atunci acesta impiedica legarea sondei (sonda-MUT / FLT3-MUT),astfel
cd, desi polimerizarea se petrece, sonda nu se degradeaza (nefiind legata de
catend). In cazul catenei cu mutatia ITD (secventa repetitivd, marcata cu rosu pe
catena, este prezentad de doua ori), atunci, cum este indicat si in figura, primerul
(primerul-MUT / FLT3-MUT) si sonda (sonda-MUT / FLT3-MUT) se pot lega simultan,
astfel ca polimerizarea are loc si cand enzima ajunge in dreptul sondei, o
degradeaza. Figura explica rolul sondei-REF / FLT3-REF, care este acela de a
detecta si doza totalitatea moleculelor ADN tinta din proba biologica: deoarece atit
primerul-REF / FLT3-for cat si sonda-REF / FLT3-REF se pot lega simultan de
catena ADN tinta, indiferent de prezenta sau absenta mutatiei, degradarea sondei si
eliberarea substantei cu proprietati fluorescente, marcata cu cerc verde, este
proportionald cu numarul total de catene tinta cu sau fara mutatie. in acelasi timp,
sondei-REF / FLT3-REF are si rolul de control pozitiv al reactiei, deoarece semnalul
fluorescent al compusului marcat cu cerc verde trebuie sa apara daca reactia PCR
are loc in mod corespunzator.

h) Realizarea practica a inventiei

Inventia a fost testata practic pentru mutatia FLT3-ITD folosindu-se fragmente
de ADN corespunzatoare exonului 14 al genei fit3, care au (ADN mutant) sau nu
(ADN normal) mutatia. Testele s-au facut cu tehnica ddPCR, in care amestecul de
reactie (cu toate componentele necesare — enzima, nucleotide, primeri, sonde si
ADN tinta) a fost amestecat cu ulei si partitionat in cel putin 17000 de picaturi lipidice.
Reactia de PCR s-a desfasurat conform protocolului descris la pct. e.1, ultimul
paragraf. Rezultatul reactiei de PCR a fost evaluat automat, cu ajutorul unui program
de calculator, prin determinare si inregistrarea fluorescentei sau fluorescentelor
pentru fiecare picatura lipidica in parte. Au fost comparate probe care aveau doar
ADN natural cu probe care aveau ADN natural si cantitdti variabile de ADN mutant.
Pentru dozare si analiza cantitativa, s-au realizat dilutii seriale ale probelor, asfel
fncat cantitatea totala de ADN tinta sa fie aceeasi an probe, iar cantitatea de ADN
mutant sa descresca costant de la o proba la alta (de 10 ori diferenta intre oricare
doua probe succesive). Testele, realizate Th mod repetat, de operatori diferiti, au
aratat ca fluorescenta produsului din sonda FLT3-REF este constanta si reflecta cu

mare acuratete cantitatea totala de ADN tinta. Testele, realizate in mod repetat, de
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operatori diferiti, au aratat ca au aratat ca nici o picatura lipidica nu emite
fluorescenta produsului din sonda FLT3-MUT in probele care nu au ADN mutant, iar
in probele generate prin dilutia seriald, numarul de picaturi cu fluorescenta creste sau
scade de aproximativ 10 ori de la o proba la alta.

i) Aplicabilitatea inventiei

Inventia este aplicabild in diagnosticul molecular pentru detectia si dozarea
celulelor purtatoare a mutatiilor FLT3-ITD in genomul lor, in probele biologice de
sange periferic sau maduva oaselor. Inventia este aplicabild in orice procedura
medicala care presupune detectia si/sau dozarea mutatiilor FLT3-ITD in care
fragmentul ADN repetitiv se termind cu secventa GAGAATATGAATATGATCTCA.

Inventia este aplicabild in orice procedurd medicald care presupune detectia
si/sau dozarea mutatiilor de tip ITD in genomul lor, in probele biologice de sange
periferic sau maduva oaselor.

Inventia este aplicabild pentru detectia si dozarea ADN tinta din probele
biologice, atat in cazul ADNului genomic cit si in cazul ADNului generat din ARN,
prin transcriere inversata.
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REVENDICARI

1. Procedura de detectie si dozare a unei mutatii genetice de tip IDT, in care o
portiune de ADN genomic se repeta prin dublare si cele doua fragmente ADN cu
aceeasi secventa se afla in genom imediat unul dupa celalalt, fara a cunoaste in
totaliate secventa care se repetd, prin reactia de polimerizare ciclica (PCR) in
prezenta a doua tipuri de primeri ADN si a doua tipuri de sonde ADN, fiecare sonda
fiind cuplatd cu un compus cu proprietati fluorescente distincte.

2. Set de doi primeri si douad sonde pentru a detecta si doza mutatiile de tip
ITD Tn care secventa ADN repetitiva se termind cu GAGAATATGAATATGATCTCA,
de la nivelul exonului 14 al genei fIt3 si de la nivelul regiunii din ARN-ul mesager
corespunzatoare exonului 14 al genei fIt3, prin reactia de polimerizare ciclica (PCR).

3. Revendicarile 1 si 2 se realizeaza cu amestecuri de reactie apoase
fractionate Tn mici picaturi independente, prin emulsionare cu o solutie uleioasa
(hidrofobd). Analiza cantitativa a rezultatelor se face in functie de numarul total al
picaturilor existente la sfarsitul reactiei, numarul de bile fluorescente existente la
sfarsitul reactiei, cantitatea de ADN existenta in proba.

4. Secventele primerilor si sondelor corespunzatoare revendicarii 2 sunt:
(primer FLT3-for) GGTGACCGGCTCCTCAG
(primer FLT3-MUT-rev) GGAAACTCCCATTTGAGATCATATTC
(sonda FLT3-REF) /56-FAM/TC+T+AC+G+TTGATT+T+C+AG/3IABKFQ/

(sonda FLT3-MUT) /SHEX/AT+CAT+ATTCA+T+AT+T+C+TC/3IABKFQ/

5. Revendicarile 1 si 2 se realizeazd cu amestecuri apoase de reactie de 20
microlitrii, care contin minim urmatoarele: enzima ADN polimeraza, clorurd de sodiu,
clorurd de magneziu, dezoxinucleotide (toate cele 4 tipuri), doua tipuri de primeri
(fiecare la concentratia 2,5 micromolar), doua tipuri de sonde (fiecare la concentratia
350 nanomolar), proba ADN.

6. Revendicarile 1 si 2 se realizeaza cu primeri care amorseaza ADN
polimeraza si, astfel, participa la multiplicarea catenelor ADN tintd, cu sau fara
mutatie.

7. Revendicarile 1 si 2 se realizeaza cu o sonda (sonda-REF sau FLT3-REF)
care se alipeste de catena ADN tinta, cu sau fara mutatie, iar dupa degradarea ei,
indusa de ADN polimeraza, elibereaza un compus cu proprietati fluorescente.
Fluorescenta compusului atasat de sonda-REF, este 0 masura a numarului total de
molecule ADN {intd, cu sau fara mutatie.
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8. Revendicarile 1 si 2 se realizeaza cu o sonda (sonda-MUT sau FLT3-MUT)
care se alipeste de catena ADN tinta impreuna cu primerul-MUT sau FLT-MUT-rev
doar daca mutatia de tip ITD este prezenta in catena respectiva. Sonda-MUT sau
FLT3-MUT nu se poate degrada in timpul polimerizarii catenelor ADN tinta fara
mutatie; degradarea ei, este indusa de ADN polimeraza doar in cazul catenelor ADN
complementare cu ea si care au mutatia de tip IDT. Fluorescenta compusului atasat
de sonda-MUT sau FLT3-MUT, este o masura a numarului total de molecule ADN
tinta cu mutatie.

9. Revendicarile 1 si 2 se realizeaza cu probe ADN provenite din ADN-ul
genomic sau ADN-ul generat din ARN prin transcriere invesata.

10. Revendicérile 1 si 2 se aplica probelor biologice recoltate in scop de
diagnostic sau de monitorizare a evolutiei patologiilor respective in pacienti.

11. Revendicarea 2 se aplica probelor biologice recoltate in scop de
diagnostic sau de monitorizare a evolutiei patologiilor de natura hematologica
asociate cu mutatile FLT3-ITD. Probele biologice pot fi sdnge, maduva hematogena
sau din alta sursa de celule cu mutatia FLT3-ITD.

12. Revendicarile 1 si 2 se realizeaza cu un protocol PCR cu urmatoarea
configuratie: etapa 1, incubare intre 5 si 10 minute la temperaturi intre 95 si 98 grade
Celsius; etapa 2 subetapa-1, incubare intre 15 si 30 secunde la 95 grade Celsius;
etapa 2 subetapa-2, incubare intre 30 si 60 secunde la 60 grade Celsius; etapa 3,
incubare 10 minute la 98 grade Celsius. Etapa 2 incepe doar dupa ce s-a terminat
etapa 1, iar etapa 3 incepe doar dupa ce s-a terminat etapa 2. Subetapele din cadrul
etapei 2 se repeta ciclic de 40 ori: dupa terminarea subetapei 2 se repeta subetapa-
1, atita timp cat subetapa-2 s-a desfasurat de maxim 39 ori. Viteza de scadere sau
crestere a temperaturi intre oricare doua etape sau subetape este de 2 grade Celsius
per secunda.
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