Sposéb amplifikacji DNA w taricuchowej reakcji polimerazy za pomoca

starteréow specyficznych dla genu ITGAM.

Przedmiotem wynalazku jest sposob amplifikacji DNA w fancuchowej
reakcji polimerazy za pomoca starterow specyficznych dla genu ITGAM.

Wynalazek rozwigzuje problem amplifikacji DNA w tfancuchowej reakcji
polimerazy =z jednoczesnym oznaczaniem 3 wybranych polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow (ang. single nucleotide polymorphisms — SNPs):
rs7193943 (c.-323G>A), rs8058867 (c.-1347A>C) oraz rs8057320 (C.-1835C>T)
zlokalizowanych w poblizu genu ITGAM (sekwencja regulatorowa genu) za
pomocg dwoch kolejno wykorzystywanych zestawow nowych specyficznych
starteréw reakciji taricuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction — PCR),
gdzie zestaw 1 zawiera startery (okreslone na potrzeby niniejszego zgtoszenia
patentowego jako: F1, R1, F2, R2, F3, R3) pozwalajgce na jednoczesng
amplifikacje (powielenie) 3 wybranych sekwencji DNA (okreslonych na potrzeby
niniejszego zgtoszenia patentowego jako: PCR1, PCR2, PCR3) osoby badanej w
reakcji multipleks PCR a zestaw 2 zawiera startery (okreSlone na potrzeby
niniejszego zgtoszenia patentowego jako: SN1, SN2, SN3), pozwalajace na
amplifikacje 3 wybranych sekwencji DNA (okreslonych na potrzeby niniejszego
zgtoszenia patentowego jako: SNP1, SNP2, SNP3) w uzyskanych uprzednio
matrycach — produktach PCR (dla starterow SN1, SN2 i SN3 matryce reakgji to
odpowiednio: PCR1, PCR2 i PCR3) w reakcji minisekwencjonowania.

Sekwencja nukleotydowa oznacza nastepujgce po sobie kolejno (w
orientacji 5° > 3°) zasady azotowe (puryny i pirymidyny) gdzie A oznacza adenine,
T tymine, G guanine, C cytozyne.

Gen ITGAM (ang. integrin subunit alpha M) znany réwniez jako czgsteczka
roznicujgca 11B (CD11B), antygen makrofagowy 1 (ang. macrophage-1 antigen,
Mac-1) lub jako receptor uktadu dopetniacza 3 (ang. complement receptor 3, CR3
lub complement receptor 3A, CR3A) jest zlokalizowany na chromosomie 16p11.2.
Gen ten koduje biatko bedgce podjednostkg heterodimerycznej integryny alfa-M-
beta-2. Jako integryna podlega ekspresji na wielu leukocytach [monocytach,
makrofagach, komérkach dendrytycznych (ang. dendritic cells, DCs),

granulocytach oraz komorkach NK] i jest zaangazowany w rozwdj stanu



zapalnego w ramach wrodzonej odpowiedzi immunologicznej.[1] Produkt genu
ITGAM odpowiada za dziatanie receptoréw dla INF-y oraz regulacje wydzielania
mediatoréw stanu zapalnego. Zaobserwowano, ze w przypadku niskiej ekspresiji
ITGAM na powierzchni komérek prezentujgcych antygen (APCs) dochodzi do
wzmozonej produkcji interleukin (IL), m.in.: IL-6 oraz IL-17.[1-2] Wykazano wptyw
SNP (rs1143679) na poziom zardwno transkryptu, jak i biatka ITGAM na
powierzchni monocytow u pacjentdw z toczniem rumieniowatym uktadowym (ang.
systemic lupus erythematosus, SLE). Poziom mRNA zalezat od genotypu (a ilosé
biatka byta proporcjonalna do poziomu transkryptu). Ponad 2-krotny spadek
poziomu biatka wystepowat u chorych z genotypem AA (predysponujgcym do
wiekszego ryzyka) w stosunku do chorych z genotypem GG (z grupy mniejszego
ryzyka). Roznice w ekspresji tego biatka wynika¢ mogg ze specyficznego dla alleli
z grupy ryzyka spadku represji transkrypcii.[3] Produkt genu ITGAM wydaje sie
mie¢ kluczowe znaczenie w patomechanizmie choréb 0 podtozu
autoimmunologicznym, najczesciej SLE.[1-3]. Jednak ze wzgledu na potwierdzony
zwigzek pomiedzy obserwowanymi zmianami w genie ITGAM a rozwojem stanu
zapalnego nie mozna wyklucza¢ potencjalnego znaczenia statusu tego genu
rowniez w innych jednostkach chorobowych w przebiegu ktorych tego typu
procesy sg obserwowane. Przyktadem sg zaburzenia stanu odzywienia, ktore
wystepujg u wiekszosci pacjentdw  onkologicznych.  Najpowazniejszym
zaburzeniem stanu odzywienia jest kacheksja nowotworowa, ktéra w przypadku
nowotwordw gtowy i szyi (ang. head and neck cancer, HNC) wykrywana jest u 44-
88% chorych poddawanych leczeniu radioterapig (ang. radiotherapy, RT),
chemioterapig lub chemioradioterapig.[4] Zaburzenia te sg ponadto czesto
spotykane u chorych z nowotworami ukfadu oddechowego Ilub przewodu
pokarmowego. Poza chorobami nowotworowymi kacheksja moze rozwing¢ sie w
przebiegu wielu innych choréb przewlektych, w ktérych czesto obserwuje sie
diugotrwaty stan zapalny (m.in. kacheksje diagnozuje sie jg u 8-42% chorych na
przewlektg niewydolno$¢ serca).[5-7] Sugeruje sie, ze gtdwnym czynnikiem
sprzyjajacym rozwojowi kacheksji jest toczgcy sie proces zapalny zwigzany z
nasilong produkcjg cytokin prozapalnych m.in. IL-1, IL-6 i TNF-a (regulowang m.in.
za posrednictwem produktu genu ITGAM).[8-10] Okreslenie uzytecznych

markeréw stanu zapalanego uczestniczgcych w rozwoju choréb o podtozu



autoimmunizacyjnym lub zaburzen stanu odzywienia i skfadu ciata, takich jak
niedozywienie i kacheksja oraz wyjasnianie mechanizmow ich dziatania pozwala
na sprawniejsze diagnozowanie, szybsze wdrozenie leczenia, jak rowniez
opracowanie nowych, skuteczniejszych terapii.

Dostepne prace naukowe na temat znaczenia statusu genu ITGAM w
roznych jednostkach chorobowych a przede wszystkim badania wtasne, w tym juz
opublikowane przez autorow niniejszego zgtoszenia patentowego, wskazujg na 3
SNPs genu ITGAM: rs7193943 (c.-323G>A), rs8058867 (c.-1347A>C) oraz
rs8057320 (C.-1835C>T) jako potencjalnie uzyteczne w diagnozowaniu,
roznicowaniu, przewidywaniu efektow terapeutycznych (skutecznosci leczenia,
dziatarn niepozadanych i powiktan) i prognozowaniu w chorobach przewlektych,
ktorym towarzyszy¢ moze przewlekly stan zapalny (m.in. choroby
autoimmunizacyjne, choroby uktadu krgzenia, nowotwory). [11,12]

Sobieszek i wsp. (wérdd ktdrych znajdujg sie wspdtautorzy niniejszego
zgtoszenia patentowego) wykazali istotnie wyzsze ryzyko kacheksji u chorych z
przewlektg niewydolnoscig serca bedacych nosicielami genotypu AA (rs7193943)
genu ITGAM.[11] Z kolei w pracy Mazurek i wsp. (wsrod ktérych takze znajdujg sie
wspétautorzy niniejszego zgtoszenia patentowego) wykazano znamiennie nizsze
ryzyko wystepowania zburzen stanu odzywienia (ewaluowanego za pomocg
subiektywnej globalnej oceny stanu odzywienia — skala SGA) u chorych z HNC
bedacych nosicielami allelu A (rs7193943).[12] Han i wsp. powigzali natomiast
nosicielstwo allelu A (rs7193943) ze znamiennie wyzszym ryzykiem rozwoju SLE
w populacjach europejskich i afrykanskich ale nie azjatyckich. W tej samej pracy
oceniali oni rowniez zwigzek rs8057320 z ryzykiem rozwoju SLE jednak w tym
przypadku okazat sie on nieistotny.[13]. Ponadto, nieopublikowane dotychczas
wyniki badan wiasnych autordw niniejszego zgtoszenia patentowego sugerujg
rowniez potencjalne znaczenie SNPs rs8058867 oraz rs8057320 jako
biomarkeréw zaburzen stanu odzywienia u chorych na nowotwory.

PCR jest powszechnie znang, podstawowg technikg badawczg i
diagnostyczng w biologii molekularnej i medycynie. Umozliwia ona amplifikacje
wybranego fragmentu DNA, zazwyczaj w celu otrzymania zgdanej liczby kopii
matrycy. Bedgce modyfikacjg techniki PCR minisekwencjonowanie jest rowniez

powszechnie znanym sposobem oceny SNPs. Jest to technika szczegdinie



przydatna w tworzeniu profili genowych ztozonych z kilku-klilkunastu réznych
SNPs. Dzieki technice PCR i jej modyfikacjom dysponowanie niewielkimi ilosciami
DNA nie stanowi obecnie bariery w badaniach w dziedzinie biologii molekularnej
oraz w procedurach diagnostycznych opartych na analizie DNA. Znane sg rowniez
sposoby amplifikacji DNA w PCR za pomoca starterow specyficznych dla genu
ITGAM (startery te posiadajg jednak inne sekwencje nukleotydowe niz te bedace
przedmiotem niniejszego zgtoszenia patentowego Ilub nie sg powszechnie

udostepniane jako skfadniki komercyjnie dostepnych sond molekularnych).

Sposdb  amplifikacji  (powielania)  wybranych  sekwencji  DNA
Zlokalizowanych w poblizu genu ITGAM charakteryzuje sie tym, ze stosuje sie dwa
unikalne zestawy starterow specyficznych dla 6 wybranych fragmentow DNA
zlokalizowanych w sekwencji regulatorowej genu ITGAM (PCR1, PCR2, PCRS,
SNP1, SNP2, SNP3), a ponadto proces prowadzi sie w dwoch etapach gdzie w
pierwszym etapie, stosuje sie zestaw starteréw specyficznych dla 3 wybranych
wyzej wymienionych fragmentow DNA (PCR1, PCR2, PCRS3), posiadajacych

nastepujgce sekwencje nukleotydowe (I zestaw starterow):

1a. Starter sensowny F1 pozwalajgcy na uzyskanie produktu PCR - PCR1:
.9 TTACAGGCATGAGCCACCGCACC 37,
1b. Starter antysensowny R1 pozwalajacy na uzyskanie produktu PCR - PCR1:
.9 CAGGCACATGCTGCCATGGCCA 37,
2a. Starter sensowny F2 pozwalajacy na uzyskanie produktu PCR - PCR2:
.9 GAACACGAATTCCAGGAGGCAGGC 37,
2b. Starter antysensowny R2 pozwalajgcy na uzyskanie produktu PCR - PCR2:
.9 GGAGGCTCAGTGAGCACATAGCC 37,
3a. Starter sensowny F3 pozwalajacy na uzyskanie produktu PCR - PCR3:
.9 CACATTGGCGGTCACATAAAGGTGAGG 377,
3b. Starter antysensowny R3 pozwalajgcy na uzyskanie produktu PCR - PCRS3:
.9 TCCAGCCTAGGCGACAGAGCAAGA 37,

nastepnie w drugim etapie (reakcja minisekwencjonowania) stosuje sie tgcznie

startery posiadajgce nastepujgce sekwencje nukleotydowe:



1. Starter antysensowny SN1 pozwalajgcy na uzyskanie produktu PCR - SNP1 w
uprzednio przygotowanej matrycy - produkcie PCR - PCR1:

.9 GACTGTGAGCCACTGCATCCAGCCTATTT 37,

2. Starter sensowny SN2 pozwalajgcy na uzyskanie produktu PCR - SNP2 w
uprzednio przygotowanej matrycy - produkcie PCR - PCR2:

.9 AAAAAGACTGGCCCAAGCATATGAACAAGCTGAA 37,

3. Starter antysensowny SN3 pozwalajgcy na uzyskanie produktu PCR - SNP3 w
uprzednio przygotowanej matrycy - produkcie PCR - PCRS3:

.2 AGACTGACTGTATCATTGAACCATTCCTCTGTTGAATATT 377,

Korzystnie jest gdy amplifikacje 3 wybranych fragmentéw DNA, zlokalizowanych w
sekwencji regulatorowej genu ITGAM (PCR1, PCR2, PCR3), a nastepnie
amplifikacje 3 znajdujgcych sie w ich sekwencji krotszych fragmentéw DNA
(SNP1, SNP2, SNP3) pozwalajgcych na oznaczenie wystepujacych w nich 3
polimorfizméw pojedynczych nukleotyddw prowadzi sie jednoczesnie.

Sposodb wedlug wynalazku pozwala na stosunkowo tatwe i wydajne
otrzymywanie kopii matryc DNA zawierajgcych miejsca przytgczania starteréw
specyficznych dla fragmentéw genu ITGAM. Stosowany w sposobie wediug
wynalazku zbiér starterédw (F1, R1, F2, R2, F3, R3) moze by¢ wykorzystywany, ze
wzgledu na swojg efektywno$¢ w reakcji multipleks PCR jako narzedzie stuzgce
do zamplifikowania wybranych fragmentow genu ITGAM (PCR1, PCR2, PCR3).
Uzyskane fragmenty genu lub cDNA moga nastepnie postuzyé do oznaczania
wybranych SNPs genu ITGAM za pomocg minisekwencjonowania lub do
otrzymania duzych ilosci kopii fragmentow DNA genu ITGAM, ktére nastepnie
mozna poddacé réznym rodzajom analizy DNA. Ponadto, stosowany w sposobie
wedtug wynalazku zbior starterow (SN1, SN2, SN3) moze by¢ wykorzystywany, ze
wzgledu na swojg efektywnosS¢ w reakcji minisekwencjonowania jako narzedzie
stuzgce do zamplifikowania wybranych fragmentow genu ITGAM pozwalajgcych
na okreslenie wariantéw polimorficznych 3 opisanych wyzej SNPs (SNP1, SNP2,
SNP3).

Dodatkowo jednoczesne oznaczanie 3 wybranych polimorfizmdw pojedynczych

nukleotyddw pozwala na: skrocenie czasu oraz ilosci odczynnikow potrzebnych do



przeprowadzenia genotypowania co tym samym przektada sie na redukcje

kosztow analizy.

Celem uproszczenia w opisie i przyktadzie uzywane sg nastepujgce skroty:
A —adenina
C - cytozyna
cDNA — DNA komplementarne do RNA
DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy
G - guanina
PCR - fancuchowa reakcja polimerazy
PCR multipleks — metoda umozliwiajgca amplifikacje wielu SNP lub gendw
podczas jednej reakgciji
pz — pary zasad
SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu
T —tymina
Wynalazek wyjasniony jest blizej w przyktadzie, ktéry jednak nie ogranicza

jego zakresu.

Przyktad 1. Reakcja multipleks PCR z wykorzystaniem unikalnego zestawu
starteréw (F1, R1, F2, R2, F3, R3) do amplifikacji specyficznych sekwencji DNA
(PCR1, PCR2, PCR3) uzywanych nastepnie wraz z kolejnym unikalnym zestawem
starteréw (SN1, SN2, SN3) jako matryce w reakcji minisekwencjonowania stuzgcej
do oznaczania 3 wybranych SNPs genu ITGAM (SNP1, SNP2, SNP3).



Etap | — uzyskanie produktéw PCR w reakcji multipleks PCR (PCR1, PCR2,
PCR3)
W celu przeprowadzenia reakcji niezbedne byty:
1) Wyizolowany z materiatu biologicznego ludzki DNA.
2) Unikalna mieszanina reakcyjna zawierajgca wymienione wyzej startery oraz
inne odczynniki chemiczne w odpowiednich proporcjach.
3) Termocykler z mozliwo$cig ustawienia optymalnych warunkow termicznych.
Reakcje multipleks PCR w wariancie do powielania wybranych fragmentow
genu ITGAM wedlug wynalazku prowadzono przy uzyciu opisanych wyzej 6
starteréw (F1, F2, F3, R1, R2, R3). W probéwce PCR 200ul przygotowano
odpowiednig mieszanine reakcyjng o objetosci 25ul dodajac kolejno: bufor Taq ( z
dodatkiem KCl/ bez MgClz), mieszanine nukleotyddw (ANTP mix), roztwdr MgClz,
termostabilng polimeraze Taq DNA oraz startery: sensowne (F1, F2, F3),
antysensowne (R1, R2, R3), wyizolowane DNA, w proporcjach podanych w tabeli
1. Nastepnie, probowki z przygotowang mieszaning przeniesiono do termocyklera
i ustawiono program sktadajgcy sie z 6 etapow: wstepnej denaturacji DNA,
denaturacji witadciwej, przytaczania starterébw, wydtuzania produktu PCR,
koricowego wydtuzania produktu PCR, chtodzenia prébki. Reakcja prowadzona
jest cyklicznie od etapu wtasciwej denaturacji do etapu wydtuzania produktu PCR
33 razy w warunkach temperaturowych podanych w tabeli 2. Po zakonczeniu
reakcji otrzymane produkty PCR (PCR1: 201 pz; PCR2: 294pz; PCR3: 316 pz)
rozdzielono elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym.
Na skutek rozdziatu elektroforetycznego w $wietle UV widoczne sg 3 prazki o
odpowiedniej dtugosci ocenianej wzgledem markera wielkosci. Przykfadowy
rozdziat elektroforetyczny produktdw multipleksowej reakcji PCR powstatych przy
uzyciu zaprojektowanej mieszaniny starterow (F1, F2, F3, R1, R2, RS3)
przedstawia Fig. 1, gdzie otrzymano po 3 produkty PCR dla réznych 9 prébek
DNA.

W zataczonej tabeli 1 przedstawiono proporcje odczynnikow stosowanych
podczas powielania wybranych fragmentdw genu ITGAM w reakcji multipleks

PCR, za$ w tabeli 2 warunki temperaturowe jej prowadzenia.



Tabela 1. Proporcje odczynnikdédw stosowanych podczas powielania 3 wybranych

fragmentéw genu ITGAM w reakcji multipleks PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej (stezenie) ilos¢
Bufor Taqg (10x) 3 ul
Mieszanina nukleotyddw (2 mmol/pl) 3l
Jony Mg?* (25 mmol/pl) 3,6 pl
Polimeraza Tag DNA (5U/pl) 0,14 pl

Startery F1, F2, F3 (po 100 pmol/ul) 3x0,5-1,5ul
Startery R1, R2, R3 (po 100 pmol/ul) 3x0,5-1,5ul

Woda wolna od nukleaz 11,26 pl
DNA (20-200ng/ul) 1l
Suma 25 ul

Tabela 2. Warunki temperaturowe prowadzenia reakcji multipleks PCR w
wariancie przystosowanym do powielania 3 wybranych fragmentoéw genu ITGAM.

(Etapy prowadzone cyklicznie wyrézniono pogrubiong czcionka).

Etap Temp. Czas Liczba cykli
1. Wstepna denaturacja DNA 96°C 8 min. -
2. Whasciwa denaturacja DNA 96 °C 30 sek.
3. Przytgczanie starteréw 61°C 30 sek. 33
4. Wydtuzanie produktu PCR 72°C 45 sek.
5. Koncowe wydtuzanie produktu PCR 72°C 12 min. -
6. Chtodzenie probki 4°C w0 -




Etap Il — uzyskanie produktow PCR w reakcji minisekwencjonowania (SNP1,

SNP2, SNP3)

W celu przeprowadzenia reakcji niezbedne byty:

1)} Przygotowane uprzednio produkty PCR (PCR1, PCR2, PCR3).

2) Unikalna mieszanina reakcyjna zawierajgca wymienione wyzej startery oraz
inne odczynniki chemiczne w odpowiednich proporcjach.

3) Termocykler z mozliwo$cig ustawienia optymalnych warunkow termicznych.

4) Sekwenator umozliwiajacy przeprowadzenie elektroforezy kapilarnej (wraz z

odpowiednim oprogramowaniem).

Reakcja poprzedzajgcag wiasciwe minisekwencjonowanie jest
enzymatyczne oczyszczanie produktow (PCR1, PCR2, PCRS3) uzyskanych na
drodze multipleks PCR za pomocg ExoSAP (ang. exonuclease | - shrimp alkaline
phosphatase) (Affymetrix’USB, USA). Do 5 pl prébki zawierajacej produkty PCR
dodaje sie 2 ul mieszaniny ExoSAP. Oczyszczanie prowadzi sie termocyklerze w
temperaturze 37°C przez 15 minut (reakcje konczy 15 minutowa inaktywacja w
temperaturze 80°C). Oczyszczone produkty stanowig matryce dla witasciwe;
reakcji minisekwencjonowania prowadzonej w odpowiednio zaprogramowanym
termocyklerze zgodnie z przedstawionymi w tabeli 3 progami temperaturowymi.
Reakcje minisekwencjonowania w wariancie do powielania wybranych fragmentéw
genu ITGAM (SNP1, SNP2, SNP3) wedtug wynalazku prowadzi sie przy uzyciu
opisanych wyzej 3 starterow (SN1, SN2, SN3). W prébéwce PCR 200l
przygotowano odpowiednig mieszanine reakcyjng o objetosci 10ul dodajac
kolejno: 3 ul mieszaniny oczyszczonych produktow multipleks PCR, 5 pl gtéwnej
mieszaniny reakcyjnej multipeks SNaPshot™ PCR (Life Technologies, USA), 1 ul
mieszaniny specjalnie zaprojektowanych starterow specyficznych dla badanych
SNPs (SN1, SN2, SN3) oraz 1 pl wody wolnej od nukleaz. Nastepnie przenosi sie
mieszanine do termocyklera i ustawia program sktadajgcy sie z 4 etapdw:
denaturacji DNA, przytaczania starteréw, wydtuzania produktu PCR, chtodzenia
probki. Reakcja prowadzona jest cyklicznie od etapu denaturacji DNA do etapu
wydtuzania produktu PCR 25 razy w warunkach temperaturowych podanych w
tabeli 3. Po zakoriczeniu reakcji minisekwencjonowania prowadzi sie oczyszczanie

uzyskanych produktéw. Do 7 pl produktéw minisekwencjonowania dodaje sie 3 ul
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mieszaniny SAP (2 pul Buforu i 1 pul SAP) sluzacej do oczyszczania
enzymatycznego (Affymetrix’USB, USA). Reakcje prowadzi sie w termocyklerze w
temperaturze 37°C przez 55 minut (reakcje konczy 15 minutowa inaktywacja w
temperaturze 65°C). Po oczyszczeniu do 3 pl produktdw minisekwencjonowania
dodaje sie 7 pl formamidu i poddaje sie 3 minutowe] denaturacji w 96°C w
termocyklerze. Otrzymane w reakcji minisekwencjonowania oczyszczone i
zdenaturowane produkty (wydtuzone o 1 nukleotyd startery SN1, Sn2, SNQ3)
rozdziela sie nastepnie za pomocg elektroforezy kapilarnej (np. na sekwenatorze
3130 Genetic Analyzer; Life Technologies, USA). Rozdziat prowadzi sie ok. 20
minut na kolumnach kapilarnych (np. o diugosci 36 cm wypetnionych polimerem
POP-4). Wewnetrzny standard wielkosci (0,5 pl na kazdg probke) stanowi
przygotowana przez producenta gotowa mieszanina fragmentéw réznej wielkosci
— GeneScan™ 120 LIZ (Life Technologies, USA). Wyniki analizuje sie za pomocg
odpowiedniego oprogramowania (np. GeneMapper® Software Version 4.0 oraz
SNaPshot® Kit Analysis; Life Technologies, USA), co pokazano w postaci

elektroforegramow pikowych na Fig. 2.

Tabela 3. Progi temperaturowe reakcji minisekwencjonowania.

Prog temperaturowy Czas . .

Lp. Etap ©C) (sek.) Liczba cykli

1 Denaturacja 96 10

Hybrydyzacja ze
2 starterami >0 > 25
Wydluzanie produktow
3 SNaPshot® PCR 36 30
4 Chtodzenie 4 0 -
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