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a) Titlul inventiei
SET DE DOI PRIMERI $1 O SONDA PENTRU DETECTIA S| DOZAREA
EXPRESIEI GENElI NPM1 MUTANTA

b) Domeniul tehnic si definirea termenilor tehnici

Inventia se inscrie in domeniul biologiei moleculare si al analizei genetice a
leucemiei mieloide acute sau a altor patologii asociate cu mutatii in exonul 12 al
genei NPM1. 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 n celula si se pot transmite descendentilor celulari (daca celula
respectiva este un progenitor hematopoietic care se multiplica). Mjoritatea mutatiilor
genetice determina ca unele dintre mecanismele celulare sa se desfasoare anormal.
Acumularea unui set de astfel de mutatii in genomul aceleiasi celule, creste numarul
de mecanisme celulare afectate si, n final, determina 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 mutatiilor 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 NPM1. Gena codifica o
proteind, care are rol in multiple mecanisme celulare, cele mai relevante pentru
patogeneza leucemiei mieloide acuta fiind proliferarea (multiplicarea) celulara si
diferentierea.

Mutatiile NPM1 intalnite in leucemia mieloida acuta sunt variabile ca secventa,
dar toate reprezinta insertia succesiva a patru sau mai multe nucleotide intr-o

regiune localizata in exonul 12. Indiferent de marimea si secventa fragmentului ADN
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inserat, consecinta patologica este aceeasi: mutatia determind modificarea proteinei
NPM1 la capatul terminal in asa fel incat proteina nu mai este localizata in nucleu si
este abundenta in citoplasma celulelor (prin comparatie cu celulele normale).

Unul dintre obiectivele studiilor clinice in domeniul oncologiei este acela de a
stabili metode de prognostic privind evolutia ulterioara a pacientilor. Acest obiectiv
este in mod special important in cazul leucemiei mieloide acute, deoarece rata de
recidiva este ridicata. Pentru a evalua riscul de recidiva este necesara monitorizarea
si cuantificarea prezentei celulelor leucemice in preparatele biologice prelevate de la
pacientii respectivi. In practica, detectia celulelor leucemice se realizeaza la nivel de
ADN sau ARN, prin testarea prezentei mutatiilor specifice pacientului respectiv.
Metodele de analizd moleculara cele mai utilizate se bazeaza pe procedura PCR,
deoarece aceste metode sunt cele mai specifice si pot detecta cantitati foarte mici
ale tintei.

Definitii

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

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

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

intr-o moleculd ADN; prin conventie orice secventa scrisd are capatul 5 in stdnga 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 catend a ADN-ului tintd (catena cu rol de matrita) si
primer-ul complementar; dupa atasarea la capatul 3 al primerului, enzima are
capacitatea de lungi primerul prin adaugarea 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) selectatd de enziméa 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;
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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 capétul 5 o substanta cu proprietati fluorescente, iar la capatul 3 o
substanta cu rolul de a bloca fluorescenta substantei de la capétul opus (capatul 5).
Substanta cu proprietati fluorescente nu poate emite nici un semnal semnal
fluorescent atata timp céat este legata de sonda, pentru ca se afla in apropierea
compusului cu rol de a bloca fluorescenta. Fiecare sondéa functioneazé doar
impreuna cu un primer, ambele fiind cornplementare cu aceeasi catend a ADN-ului
tinta, adicd catena matrita. In raport cu catena matrita, sonda este conceputa astfel
incét 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 nascenta, ADN polimeraza
se deplaseaza de-a lungul catenei matrita pana intélneste sonda legata de matrita
respectiva. In acel moment, enzima desfasoara activitatea de degradare a capatului
5 al sondei si eliberarea in solutie a compusului cu proprietéti fluorescente.
Substanta eliberata poate s& emitd 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 reprezintd o cale de a doza ADN-ul tinta.

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

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

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

semnal cu lungime de unda distincta;
IABKFQ = compus chimic cu rolul de a bloca emisia de fluorescenta a compusilor
atasati de sonde

TagMan PCR (denumirea originala 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
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ingrediente: enzima DNA polimeraza (enzima termorezistenta); 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 tinta devine
monocatenar. in a doua etapa, 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 matrita 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
desfésoara 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 catend matrita, astfel ca dupa
fiecare ciclu, numarul total de molecule ADN tintd se dubleaza. Tn paralel cu
multiplicarea ADN tintd, 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
numarul de molecule ADN tinta (detalii la definitia sondelor). Deoarece ciclurile se
repeta, 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;

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
proteina prin translatie.

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

intreaga proteing;
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Mutatie genetica = orice modificare a genomului, in sensul ca succesiunea de

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

Leucemia mieloidd acutd = patologie a sistemului hematopoietic uman, caracterizata

prin existenta in 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 sa stabileasca un prognostic privind evolutia
ulterioara a pacientului;

Mutatii NPM1 = mutatii la nivelul genei NPM1, reprezentate de insertia aleatoare in

anumite locuri ale exonul 12 a unor fragmente ADN cu secvente si mérimi variabile;

c¢) Stadiul tehnologiei

Inventia se refera la o procedura de detectie si dozare a mutatiilor de tip
insertie care pot apare in gena NPM1. Studiile clinice publicate in ultimii 10 ani au
dovedit ca acest tip de mutatie este frecvent asociat cu leucemia mieloida de tip acut:
frecventa mutatiilor NPM1 este cel putin 20% din totalul cazurilor de leucemie
mieloida acuta. In plus, monitorizarea mutatiilor NPM1 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 prognostica
despre evolutia ulterioara probabila a pacientului.

O serie de laboratoare au dezvoltat tehnici PCR pentru analiza mutatiilor
genei NPM1 mutant, dar in majoritatea cazurilor tehnicile se aplica doar local, cu
poceduri stabilite "in house”. Astfel majoritatea studiilor publicate de catre aceste
laboratoare se bazeaza pe metoda TaqMan, in care detectia si dozarea se
realizeaza cu seturi de primeri cuplate cu o sonda. Deoarece mutatiile NPM1 sunt
variabile ca secventa, analiza se realizeaza cu mai multe seturi de primeri, cate unul
pentru fiecare mutatie. Mai recent, s-a incercat simplificarea procedurii prin utilizarea
unor primeri degenerati, adica primeri care sunt doar partial complementari cu
mutatiile respective. In acest fel se pot detecta mai multe tipuri de secvente mutante

cu un numar mai mic de primeri. Un alt grup a testat un PCR multiplex, adica o
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reactie de amplificare in care sunt amestecati mai multi primeri, fiecare cu secventa
complementara pentru céte una din mutatiile NPM1 cunoscute. incercari de
quantificare a NPM1 mutant s-au realizat si in cazul PCR digital, o metoda in care
rezultatul reactiei se analizeaza la sfarsit. Au fost publicate doua variante ale
metodei: distinctia intre forma normala si forma mutanta s-a realizat la nivelul
primerilor (ca si in cazurile gPCR de mai sus); identificarea formelor mutant sau
normal s-a realizat la nivelul sondei, in functie de secvente. In cele mai recente teste
publicate, PCR-ul digital a fost utilizat impreuna cu PCR-ul multiplex. Toate aceste
metode s-au dovedit eficiente in analiza NPM1, dar fiecare a prezentat si anumite
limite tehnologice Tn situatiile cand cantitatea de NPM1 mutant este redusa.

Alternativa la metodele bazate pe PCR o reprezinta secventierea si
identificarea mutatiei specifice fiecarui pacient. Desi aceasta alternativa se utilizeaza
in cercetarea medicala, ea nu este implementata clinic 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 molecularé si bioinformatica;
metoda trebuie aplicata diferit pentru fiecare pacient.

Inventia se refera la o procedura de detectie si dozare a mutatiilor genei
NPM1 prin aplicarea unei proceduri de PCR modificatd, denumita generic PCR
dependent de endonucleasa H2. Principiul de functionare al metodei PCR a ramas
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 in ultimii 20 ani, prin adaugarea de noi
elemente functionale. O astfel de modificare este utilizarea endonucleazei H2, o
enzima capabild de a desface o secventa de acizi nucleici care are o singura riboza
flancata de minim 4 dezoxiribonucleotide pe ambele parti. Enzima desface legaturile
covalente dintre riboza si dezoxiriboze daca fragmentul respectiv este dublu-catenar.
Procedura PCR dependenta de endonucleaza h2 este descrisd schematic in figura
1. In aceasta metoda, primerii sunt modificati astfel: (i) contin o riboza (figura 1 -
triunghiul negru cu varful in sus), pozitionata cu 5 baze nainte de capatul 3°; (ii) la
capatul 3’ au o modificare (figura 1 — steaua neagra) care impiedica ADN polimeraza
sa polimerizeze si s& extindad fragmentul ADN - astfel reactia de PCR este blocata. In
acest context, reactia de amplificare PCR se va produce doar dupa ce primerii se vor
activa: endonucleaza H2 termorezistenta (figura 1 — semicercul punctat) recunoaste

doar primerii Pmut care sunt legati perfect la gena tinta (figura 1 — Pmut dispus
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paralel cu tinta), desface legaturile covalente dintre riboza si dezxiribozele invecinate
(flancuri) si elimina astfel modificarea de la capatul 3°. Eliminarea inhibitorului din
capatul 3" determina activarea primerului (figura 1 — Pmut activat), care in aceasta
forma poate fi extins prin polimerizarea coordonata de catre ADN polimeraza (figura
1 — sagetile orizontale cu linie intrerupta). Polimerizarea determina degradarea
sondei (figura 1 — S) si astfel particula fluorescenta (figura 1 — cercul gol) se separa
de inhibitorul fluorescentei (figura 1 — cercul negru). Semnalul fluorescent inregistrat
in timp (figura 1 — graficul din dreapta, jos) este proportional cu numarul de molecule
tinta (figura 1 - NPM1 mutant).

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 secventa nucleotidelor regiunii ADN care
cuprinde mutatia analizata, tehnologia PCR se poate aplica doar daca mutatia
analizata este bine cunoscuta. Astfel, in cazurile in care regiunea mutanta a unei
gene poate avea secvente variabile, diferite intre pacienti, este necesara stabilirea
unui set de primeri pentru fiecare variants de secventa. in aceasta categorie este
inclusa si mutatia genei NPM1. Se cunosc peste 24 de variante ale genei mutante
NPM1, dintre care 6 sunt mai frecvente. Diagnosticul molecular prin utilizarea PCR
standard ar presupune realizarea a 24 reactii PCR separate pentru fiecare proba
biologica.

A fost testata si varianta utilizarii primerilor degenerati (un primer se poate
atasa de mai multe variante de secventa) sau varianta in care mai multi primeri sunt
amestecati intr-o singura reactie PCR (PCR multiplex). Principala problema in astfel
de cazuri este scaderea gradului de precizie al metodei si cresterea riscului de a
obtine rezultate false. Majoritatea metodelor sunt performante pentru testele de
diagnostic, atunci cand cantititile de NPM1 mutant sunt sporite. In situatia
monitorizarii evolutiei leucemiei la pacientii sub tratament sau dupa tratament, atunci
cind cantitatea de NPM1 mutant este redusa substantial in probele recoltate, toate
aceste metode prezinta limite.

Alternativa tehnologica este reprezentata de secventierea ADN a pacientilor
pentru identificarea secventei mutanta, urmata de monitorizare prin PCR cu primeri
specifici pentru secventa repectiva. Aceasta procedura este costisitioare si

deocamdata se aplica doar in cercetarea medicala.
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e) Expunerea inventiei

Inventia prezinta o solutie tehnologica pentru detectia si dozarea celor mai
frecvente mutatii NPM1, variabile ca secventa, printr-o singura reactie PCR. Spre
deosebire de metodele publicate in literatura, in acest caz, precizia metodei este
mult crescuta prin utilizarea primerilor activabili de catre endonucleaza H2
termorezistenta.

Inventia reprezinta un set de doi primeri (figura 1 — primerul P1 si primerul
Pmut) si o sonda (figura 1 — sonda S). Primerul P1 este complementar cu o zona din
exonul 11, care nu este afectata de aparitia mutatiilor. Primerul P1 este necesar
pentru amplificarea NPM1 si cresterea exponentiala a cantitatii de produs.

Primerul Pmut este complementar cu regiunea din exonul 12 susceptibild
pentru aparitia mutatiilor patogene (figura 1 — zona susceptibild la mutatii este
marcata cu o linie verticalad in exonul 12 al NPM1, iar zona care include efectiv o
mutatie este hasurata cu linii verticale in exonul 12 al NPM1 mutant). Acest primer
este cel care asigura specificitatea reactiei, in sensul ca fie permite amplificarea PCR
daca exista tinte mutante in proba analizata, fie blocheaza reactia PCR daca toate
moleculele NPM1 sunt normale. in cazul interactiei dintre molecula NPM1 normal3 si
primerul Pmut blocat, zona hasurata vertical a primerului (figura 1) nu are
corespondent de secventa in tintd (deoarece lipseste mutatia), astfel ca zona
respectiva cat si portiunea 3’ (cu riboza) nu se leaga la tintd. Deoarece zona cu
riboza nu interactioneaza cu NPM1 normal si nu realizeaza structuri dublucatenare,
endonucleaza H2 (figura 1 — arcul de cerc punctat) nu este capabila de a elimina
inhibitorul de PCR din capatul (figura 1 — steaua marcata in negru) si astfel primerul
nu poate fi extins prin PCR (figura 1 — marcajul X). in acest fel se asigura precizia
metodei: daca nici una dintre moleculele NPM1 din proba analizatd nu este mutanta
atunci reactia nu are loc.

Céand primerul Pmut (figura 1 — primerul Pmut-blocat) interactioneaza cu
NPM1 mutant, acesta se aliniaza pe intreaga sa lungime cu molecula tinta cu
formarea unei structuri dublucatenare, inclusiv regiunea cu riboza. In aceasts
situatie, endonucleaza H2 termorezistenta recunoaste structura dublucatenara dintre
Pmut si NPM1 mutant, digera legaturile dintre riboza si dezoxiribozele invecinate si
elimina capatul 3' al primerului. in acest mod, primerul Pmut este convertit din forma
blocata in forma activa. Primerul Pmut activat induce activitatea ADN polimerazei

conform séagetii (figura 1 — sdgeata orizontala cu linie intrerupta), iar cand enzima
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intalneste sonda S determina degradarea acesteia. in urma degradarii sondei,
realizata de catre ADN polimeraza, compusul fluorescent este eliberat si va emite
semnalul fluorescent caracteristic. Intensitatea semnalului fluorescent este o masura
a numarului de molecule NPM1 mutante.

Sonda este complementara cu secventa formata prin alipirea exonului 11 la
exonul 12, iar cei doi primeri sunt complementari cu exoni diferiti (figura 1 — primerul
P1 este complementar cu secventa din exonul 11, iar primerul Pmut este
complementar cu secventa existents la nivelul exonului 12). In acest fel se evalueaza
expresia NPM1 mutant, prin dozarea ARN mesager transcris din gena NPM1.
Datorita specificitatii de secventa a primerilor si a sondei, testul nu cuantifica NPM1
la nivelul genomului astfel ca rezultatele reflecta cu mare precizie nivelul de expresie
a genei.

Secventele primerilor si sondelor sunt:

(primer P1) 5°- CAATTATGTGAAGAATTGCTTCCGGATGAC -3

(primer Pmut blocat) 5°-
TACCACATTACACCACACACGAGAGACTTCCTCCACTGCCAGGCAGAGaTCTTC(
C3) -3

(primer Pmut activat) 5°-
TACCACATTACACCACACACGAGAGACTTCCTCCACTGCCAGGCAGAG -3
(sonda S) /56-FAM/ TAG+C+CTCTTGGT+C+AGT/3IABKFQ/,

unde: "a” este riboza, "6-FAM” este compusul fluorescent (fluoresceina), " IABKFQ”
este inhibitorul de fluorescenta, (C3) reprezinta inhibitorul de PCR, "+...” reprezinta
nucleotide modificate LNA, iar restul sunt dezoxiribonucleotide.

f) Realizarea practica a inventiei

Inventia a fost testata practic pentru mutatile NPM1 A (secventa TCTG), B
(secventa CATG) si D (secventa CCTG) folosindu-se setul de plasmide recomandat
Tn clinica (denumite "NPM1 mut A cDNA MutaQuant Stds”, nr catalog 677591,
"NPM1 mut B&D cDNA MutaQuant Stds”, nr catalog 677791, producator
Ipsogen/Qiagen, Hilden, Germania). Aceste plasmide se folosesc in practica
medicala pentru a permite dozarea numarului de copii NPM1 mutant, printr-o
procedura recomandata de societatile europene de hematologie. Cele trei mutatii
testate, reprezinta aproximativ 70-89% dintre mutatiile NPM1. Testarea s-a realizat in
triplicat, de catre doi operatori. Testarea s-a realizat cu setul de reactivi furnizat de

Thermo Fischer Scientific ("TagMan™ Universal Master Mix Il, no UNG”, nr catalog
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4440047, Statele Unite ale Americii), in acord cu indicatiile producatorului.
Concentratia de primeri este de 0,3 micromolari, iar sonda este de 0,5 micromolari,
intr-un volum final de 20 microlitrii. Pentru fiecare mutatie s-a testat un numar variabil
de copii de plasmide, asa cum sunt livrate de catre producator (figura 2 — valorile de
pe axa orizontald, care sunt urmatoarele, in ordine de la stanga la dreapta, 10 copii,
100 copii, 1.000 copii, 100.000 copii, 1.000.000 copii). Pentru fiecare reactie s-au
adaugat 2,3 miliunitati enzimatice de endonucleaza H2 termorezistenta ("Rnase H2",
clonata din organismul termofil extrem Pyrococcus abyssi, producator Integrated
DNA Technologies, Inc., nr catalog 11-03-02-02, Statele Unite ale Americii). In figura
2 sunt prezentate rezultatele calibrarii cu dilutiile seriale, pentru fiecare tip de mutatie
analizata. In toate cazurile, chiar daca secventa mutatiei este diferita, precizia
reactiei PCR este mare (mutatia A — R = 0,998; mutatia B — R = 0,999, mutatia D - R
= 0,998). in figura 3 este prezentat profilul semnalului fluorescent inregistrat pe
parcursul reactiilor PCR care stau la baza curbei de calibrare a NPM1 mutA — cele 5
inregistrari fara sageti. Rezultatele dovedesc ca un singur set de primeri plus sonda
este suficient pentru a detecta NPM1 mutant cu seventa variabila.

Setul de primeri plus sonda a fost testat si pentru probe biologice (ARN total
extras din sangele periferic si convertit in ADN complementar). Figura 3 prezinta un
rezultat tipic pentru o probéa leucemicd cu mutatie la NPM1 si pentru o proba cu
NPM1 normal — doar curbele fluorescente marcate cu sageti: sdgeata orizontala
indica proba mutanta, iar sdgeata verticala indica proba normala. Rezultatul
demonstreaza ca metoda este aplicabila in domeniul medical.

d) Avantajele inventiei

Avantajul principal al inventiei este acela ca printr-o singura reactie PCR se
pot detecta si doza diferite mutatii NPM1, variabile ca secventa. Nu mai este
necesara proiectarea, sinteza si optimizarea primerilor si sondelor pentru fiecare
mutatie in parte. Practic toti pacientii pot fi testati printr-o singura reactie PCR.
Rezultatul obtinut are relevanta clinica, deoarece valoarea prognostica a genei
mutante NPM1 este aceeasi indiferent de secventa mutatiei.

Al doilea avantaj, este ca, prin includerea etapei de activare a primerilor, prin
digestia coordonata de catre endonucleaza H2, precizia metodei este mult crescuta.
Activarea primerilor este strict dependenta de prezenta secventei mutante si astfel se
elimina riscul ca testul sd indice in mod eronat ca proba analizata contine molecule
NPM1 mutante.

10



RO 134998 A2 é/

Metoda ar permite reducerea costurilor diagnosticului NPM1 avind in vedere
ca se reduce numarul de reactii PCR si consumul de materiale si reactivi. in al doilea
rind s-ar reduce costurile privind diagnosticul NPM1 prin secventiere: s-ar putea
realiza o selectie prealabild a probelor prin testarea NPM1 cu metoda PCR expusa
aici si doar probele pozitive sa fie evaluate ulterior, daca este relevant clinic, prin
seventiere.

h) Descrierea figurilor

in figura 1 este prezentat schematic principiul de functionare al reactiei de
PCR dependenta de endonucleasa H2. Astfel, primerii dependenti de activitatea
endonucleazei H2 (Pmut inactiv) prezintd doua trasaturi specifice: la capatul 3" au o
modificare structurala (marcata cu o stelutd neagra) care inhiba legarea ADN
polimerazei; tot in regiunea 3°, dar cu 5 baze mai spre centrul secventei, primerii au o
riboza (marcata cu un triunghi negru), restul nucleotidelor fiind dezoxiriboze. Cand
primerul inactiv recunoaste si se leaga de secventa perfect complementaréa de pe
molecula tintd (NPM1 mutant), se genereaza o structurd ADN dublucatenara, care
are o singura riboza in compunerea ei. Aceasta structura si numai ea este digerata
de catre endonucleaza H2 termorezistenta (marcata cu semicerc punctat), proces in
urma caruia riboza si capatul 3° sunt indepartate din componenta primerului, care
astfel devine activat (Pmut activ) si care este extins de catre polimeraza pana la
celalalt capat al tintei. In timpul polimerizarii are loc fenomenul de fragmentare a
sondei S, ceea ce declanseaza emiterea unui semnal fluorescent care este
inregistrat in timp real de catre instrument. Sonda S este un oligo ADN care are la
capatul §° un colorant fluorescent (cercul alb), iar la capatul 3* are un inhibitor de
fluorescenta (cercul negru). Céat timp sonda este intreagd, semnalul fluorescent este
anulat de inhibitorul invecinat. in urma degradarii sondei, realizats de catre ADN
polimeraza, compusul fluorescent este eliberat si va emite semnalul fluorescent
caracteristic (cercul cu raze). Intensitatea semnalului fluorescent este o masura a
numarului de molecule tinta din momentul inregistrarii.

Daca primerul interactioneaza cu o molecula care nu are secventa
caracteristica (in acest caz, NPM1 normal), atunci legarea acestuia la tintd este doar
partiala (in figurd, primerul nu este paralel cu tinta pe toata lungimea lui) si nu se
formeaza structura dublucatenara care sa includa si riboza. In aceasta varianta,
endonucleaza H2 termorezistentad nu poate digera primerul si nu poate elimina

capatul 3°, iar primerul raméane in forma inactiva. Primerul inactiv (Pmut blocat) nu
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poate fi extins prin polimerizare (fenomen marcat cu X in figura) si, in consecinta, nu
se petrece degradarea sondei, iar semnalul fluorescent este absent.

Termenul ADN complementar din figura 1 desemneaza faptul cad moleculele
NPM1 sunt obtinute din ARN prin conversia acestuia in ADN.

in figura 2 sunt prezentate curbele de calibrare pentru detectia mutatiilor A
(graficul din stanga), B (graficul din stdnga) si D (graficul din stanga) ale NPM1.
Pentru fiecare grafic, pe axa orizontala este indicata cantitatea de NPM1 (nr de
copii), iar pe axa verticala sunt indicate valorile Ct produse de reactiile de PCR.
Fiecare punct este o reactie PCR corespunzatoare unei anumite cantitati de tinta si
unei valori Ct. Liniile reprezinta ecuatia de calibrare stabilite de un soft specializat.

in figura 3 sunt prezentate profilurile fluorescente ale unor reactii de PCR.
Profilurile marcate cu sageti au fost realizate cu probe biologice (sdgeata verticala
indica o proba fara mutatii la NPM1, iar sageata orizontala indica o proba cu mutatia
NPM1 mut A); celelalte ractii PCR au fost realizate cu plasmidele purtatoare de
mutatie NPM1 mut A existente in trusa de calibrare. Valorile Ct se determina automat
de catre instrument si reprezinta nr de cicluri de reactie (de pe axa orizontala)
corespunzator punctului de interactie dintre curba de fluorescenta si linia orizontala
marcata, in acest caz, cu valoarea 0.315.

i) Aplicabilitatea inventiei

Inventia este aplicabila in diagnosticul molecular al leucemiei mieloide acute,
pentru detectia si dozarea celulelor canceroase, purtatoare a mutatiilor NPM1. Testul
se poate aplica pentru analiza ARN obtinut din probele de sdnge sau maduva
hematogena.

Testul PCR se combina cu alte proceduri standard prin care ARN-ul este
convertit in ADN complementar, etapa ce precede reactia de PCR. Alternativ, testul
se poate aplica direct preparatelor ARN, in care ambele procese (conversia ARN si
reactia PCR) se desfasoara intr-o singura etapa.

Deoarece procedura are o limitéd de detectie de minim 10 copii NPM1 mutant,
inventia este aplicabila in orice procedura medicala prin care se monitorizeaza
prezenta celulelor leucemice, la nivel rezidual, in pacientii aflati in tratament sau
post-tratament.

Testul se poate aplica intr-o etapa de preselectie a probelor care sa fie
evaluate ulterior prin secventiere, cu avantajul reducerii numarului de secventieri
pentru gena NPM1.
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REVENDICARI
1. Set de doi primeri si 0 sonda pentru a detecta si doza mutatiile NPM1

intalnite in leucemia mieloida acuta, care au urmatoarea structura:

(primer P1) 5- CAATTATGTGAAGAATTGCTTCCGGATGAC -3

(primer Pmut blocat) 5°-
TACCACATTACACCACACACGAGAGACTTCCTCCACTGCCAGGCAGAGaTCTTC(
C3) -3

(primer Pmut activat) 5°-
TACCACATTACACCACACACGAGAGACTTCCTCCACTGCCAGGCAGAG -3’
(sonda S) /56-FAM/ TAG+C+CTCTTGGT+C+AGT/3IABKFQ/,

unde: "a” este riboza, "6-FAM” este compusul fluorescent (fluoresceina), ” IABKFQ”
este inhibitorul de fluorescenta, (C3) reprezinta inhibitorul de PCR, "+...” reprezinta
nucleotide modificate LNA, iar restul sunt dezoxiribonucleotide.

2. Procedura de detectie si dozare a mutatiilor NPM1 intélnite in leucemia
mieloida acuta, fard a cunoaste in totalitate secventa mutanta si care implica primerii
si sonda precizati in revendicarea 1, impreuna cu utilizarea endonucleazei H2,
naturald sau modificata sau utilizarea oricarei enzime cu activitate enzimatica
similara endonucleazei H2, respectiv, activitatea de eliminare a ribozei din primerii
precizati.

3. Revendicarile 1 si 2 se realizeaza cu probe ARN dupa conversia lor in ADN
complementar, indiferent de metoda de conversie si indiferent dacé sursa ARN este
sange sau maduva hematogena, recoltate in scop de diagnostic sau de monitorizare
a evolutiei populatiilor celulare leucemice in pacienti, inainte, in timpul sau dupa
tratament.

4. Revendicarile 1 si 2 se realizeaza cu orice kit comercial destinat reactiilor
PCR de tip TagMan, precum si la utilizarea oricarui tip de ADN polimeraza termofila

capabila sa degradeze sonda in timpul polimerizarii.

13



RO 134998 A2

Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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