REECZEOSEOHTA 12 OPIS PATENTOWY 9PL (11237994
13 B1

A (51) Int.CI.
(21) Numer zgtoszenia: 432230 C12Q 1/686 (2018.01)

C12Q 1/6886 (2018.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 16.12.2019
Rzeczypospolitej Polskiej

Sposoéb amplifikacji komplementarnego DNA w reakcji fancuchowej polimerazy
(54) w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcja za pomocg starteréw genowo
i regiono-specyficznych dla prekursora miRNA-944

(73) Uprawniony z patentu:

UNIWERSYTET MEDYCZNY W LUBLINIE,
Lublin, PL

(43) Zgtoszenie ogtoszono:

22.02.2021 BUP 04/21
(72) Twérca(y) wynalazku:

TOMASZ POWROZEK, Debica, PL

TERESA MALECKA-MASSALSKA,
(45) O udzieleniu patentu ogtoszono: Jakubowice Koninskie, PL

28.06.2021 WUP 13/21

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Anna Belz

PL 237994 B1



2 PL 237 994 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b amplifikacji uzyskanego cDNA w reakcji tancuchowej poli-
merazy w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcjg (ang. quantitative reverse transcriptase poly-
merase chain reaction; RT-qPCR) za pomocg starterédw genowo i regiono-specyficznych.

Prekursory miRNA (pri-miRNA) naleza do rodziny dtugich, niekodujgcych biatek czgsteczek
kwasu rybonukleinowego (ang. long non-coding RNA; IncCRNA) oraz stanowig pierwszy, jagdrowy produkt
transkrypcji genu kodujgcego okreslone miRNA (stad okre$lenie prekursor). W procesie jadrowej i cy-
toplazmatycznej obrébki pri-miRNA przeksztaicane sg w dojrzate miRNA. miRNA regulujg funkcje ge-
néw na poziomie potranskrypcyjnym, tzn. posiadajg zdolno$¢ do wigzania sie do matrycowego RNA
(ang. messenger RNA; mRNA), wptywajac przez na to na poziom syntezowanych w organizmie biatek.
Rola miRNA w molekularnej regulacji funkcjonowania ludzkich genéw zostata dotychczas opisana
w wielu pracach naukowych. Na szczegdlng uwage zastuguje jednak rola miRNA w procesie rozwoju
chordéb nowotworowych, w ktérych obserwuje sie zaburzenie ekspresji tych czgsteczek w poréwnaniu
do stanu fizjologii. Istotne réznice w profilu ekspresji miRNA miedzy osobami zdrowymi oraz chorymina
nowotwory zto$liwe, a takze mozliwo$¢ ich badania we krwi obwodowej czynig je obiecujgcymi marke-
rami diagnostycznymi umozliwiajgcymi wczesne i nieinwazyjne wykrycie raka [Chang TC. i wsp. Geno-
mewide annotation of microRNA primary transcript structures reveals novel regulatory mechanisms,
Genome Res 2015;25(9): 1401-1409 oraz Peng Y. i wsp. The role of microRNAs in human cancer.
Signal Transduct Target Ther 2016; 1:15004 ]

Ze wzgledu na obiecujgce wyniki badan dotyczgcych oceny miRNA jako markeréw nowotworo-
wych, coraz wiekszg uwage poswieca sie rowniez ich prekursorom, ze wzgledu na ich odmienng biolo-
gie w poréwnaniu do miRNA. pri-miRNA w odréznieniu od dojrzatych miRNA sg strukturami dwunicio-
wymi o dtugosci ok. 100 par zasad, zlokalizowane sg w jadrze komérkowym oraz sg bezpos$rednimi,
niezmodyfikowanymi produktami genéw kodujgcych miRNA [O’Brien J i wsp. Overview of microRNA
biogenesis, mechanisms of actions, and circulation. Front Endocrinol 2018;9:402.]. Mimo ze ich rola
w procesie rozwoju raka jest dotychczas niejasna, to ostatnie doniesienia naukowe zdajg sie potwier-
dzadé istotng role pri-miRNA w procesie rozwoju choréb nowotworowych. W liniach komérkowych oraz
materiale komérkowym pobranym od chorych z ostrg biataczkg szpikowg Rommer i wsp. odnotowali
istotnie wiekszg ekspresje prekursora miRNA-221/222 (pri-miRNA-221/222) w poréwnaniu do dojrza-
fych czgsteczek miRNA-221 i 222. Obecnie pri-miRNA-221/222 uznaje sie za obiecujgcy onkogen zwig-
zany z rozwojem ostrej biataczki szpikowej, a ocena jego ekspresji moze by¢ uzyteczna w ocenie stop-
nia zaawansowania choroby [Rommer A. i wsp. Overexpression of primary microRNA 221/222 in acute
myeloid leukemia. BMC Cancer 2013; 13:364]. W materiale tkankowym pobranym z guzéw od chorych
na niedrobnokomérkowego raka ptuca o utkaniu gruczotowym odnotowano natomiast istotnie wyzszg
ekspresje prekursora miRNA-3662 (pri-miRNA-3662) w poréwnaniu do tkanek o utkaniu ptaskonabton-
kowym i tkanki ptucnej nieobjetej procesem nowotworowym. Ocena ekspresiji pri-miRNA-3662 umozli-
wita odrdznienie tkanki raka gruczotowego od tkanki zdrowej ze 80% czutoScig oraz swoistoscig na
poziomie 96% oraz od tkanki raka ptaskonabtonkowego z czuto$cig 100% i swoistoscig 80%. Wiekszg
warto$¢ diagnostyczng zdaje sie posiada¢ jednoczesna analiza ekspresji prekursora i dojrzatego
miRNA. Ocena pri-miRNA-3662 i miRNA-3662 umozliwita odréznienie tkanki raka gruczotowego od pta-
skonabtonkowego z czuto$cig 96% i swoistoscig 85,7% oraz od tkanki zdrowej z czuto$cig i swoistoscig
odpowiednio 92% i 92% [Powrdzek T. i wsp. Analysis of primary-miRNA-3662 and its mature form may
improve detection of the lung adenocarcinoma. J Cancer Res Clin Oncol 2017; 143( 10): 1941-1946].
Pri-miRNA-3662 podobnie jak jego dojrzata forma miRNA-3662 jest uwalniany do krgzenia, stagd moze
stanowié potencjalny marker diagnostyczny gruczotowego raka ptuca. Ocena ekspresji krgzgcego pri-
miRNA-3662 we krwi obwodowej umozliwia wykrycie wczesnych stadiéw zaawansowania raka gruczo-
towego (operacyjne stadia choroby | i ll) z czuto$cig 71,4% oraz swoisto$cig 98,5%. Ekspresja pri-
miRNA-3662 we krwi obwodowej jest istotnie wyzsza u chorych z rakiem gruczotowym ptuca w porow-
naniu do chorych z rakiem ptaskonabtonkowym i 0séb zdrowych [Powrézek T. i wsp. The diagnostic
role of plasma circulating precursors of miRNA-944 and miRNA-3662 for nonsmall cell lung cancer de-
tection. Pathol Res Pract 2017;213(11): 1384-1387].

Gen kodujgcy pri-miRNA-944, ktdry nastepnie zostaje przeksztatcony w dojrzate miRNA-944 zlo-
kalizowany jest w sekwenciji intronowej genu TP63 (ang. tumor protein 63) kodujgcego biatko p63, ktdre
jest regulatorem proliferacji komérek podstawnych nabtonka. Zwiekszong ekspresje TP63 oraz p63 od-
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notowuje sie w guzach nowotworowych o utkaniu ptaskonabtonkowym, a w rutynowej diagnostyce hi-
stopatologicznej uzywane sg przeciwciata przeciwko biatku p63 w celu okreslenia typu histologicznego
nowotworu.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie sposobu amplifikacji cDNA w reakcji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcjg (RT-gPCR) za pomocg okreslonych starteréw genowo
i regiono-specyficznych dla pri-miRNA-944. Amplifikacje cDNA pri-miRNA-944 stuzgcg badaniu jego
ekspresji przeprowadza sie za pomocg reakcji taricuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym z od-
wrotng transkrypcjg (RT-qPCR), ktéra jest technikg dwuetapowg. Zgodnie z zatozeniami RT-qPCR am-
plifikacji cDNA sekwencji badanej (w tym przypadku pri-miRNA-944) musi towarzyszyé réwnolegta am-
plifikacja sekwencji cDNA kontrolnej, ktéra jest niezbedna jest do wyznaczenia ekspresji badanego pri-
miRNA. W wynalazku jako kontrole reakcji wykorzystano cDNA genu GAPDH (ang. Glyceraldehyde-3-
-Phosphate Dehydrogenase). Sposob prowadzenia RT-QPCR oraz kontrole reakcji opisano szczego6-
fowo w dalszej czesci.

Sposéb amplifikacji cDNA w reakcji faricuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym z odwrotng
transkrypcja (RT-qPCR) za pomocg starteréw genowo i regiono-specyficznych dla pri-miRNA-944 we-
dtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze stosuje sie startery genowo-specyficzne (stuzgce przepisaniu
sekwencji RNA pri-miRNA-944 oraz GAPDH na komplementarne dla nich DNA — cDNA) wykorzysty-
wane w pierwszym etapie RT-qPCR oraz startery regiono-specyficzne (stuzgce amplifikacji cDNA pri-
miRNA-944 oraz GAPDH) wykorzystywane w drugim etapie RT-qPCR posiadajgce sekwencje nukleo-
tydowe przedstawione w zatgczniku.

Powyzsze startery genowo-specyficzne stosowane sg jednocze$nie podczas trwania reakcji od-
wrotnej transkrypcji, tzn. do kazdej probki RNA pochodzgcej od osoby badanej dodawane sg oba star-
tery (G1 i G2). Natomiast startery regiono-specyficzne stosuje sie w parach (F1 z R1 oraz F2 z R2)
podczas trwania reakcji qPCR stuzgcej amplifikacji cDNA (startery umozliwiajg uzyskanie nastepuja-
cych produktéw qPCR: cDNA o dtugosci odpowiednio 87 par zasad (pri-miRNA-944) oraz 118 par zasad
(GAPDH)). W tym etapie kazda uzyskana prébka cDNA (pochodzgca od jednej badanej osoby) ozna-
czana jest osobno w czterech dotkach na ptytce reakcyjnej PCR. W pierwszym dotku prowadzona jest
reakcja ze starterami regiono-specyficznymi dla cDNA pri-miRNA-944 (startery: F1 i R1), natomiast
w drugim dotku amplifikowane jest cONA genu kontrolnego (GAPDH) (startery F2 i R2). Trzeci i czwarty
dotek na ptytce reakcyjnej stanowig powtérzenia powyzszych reakcji. Zabieg ten ma na celu poprawe
jakosci uzyskanych wynikdw, ktore zostajg nastepnie matematycznie usrednione. Sposéb rozmieszcze-
nia badanych prob oraz powtérzen reakcji przedstawiono na przyktadzie - rycina 1. Dzieki prowadzeniu
reakcji amplifikacji cDNA w aparacie Real-time PCR, wszystkie reakcje mogg by¢ prowadzone w tym
samym czasie, co umozliwia biezgcy przebieg procesu amplifikacji CONA oraz zapewnia obiektywng
analize uzyskanych wynikow.

Zastosowanie powyzszych starteréw genowo-specyficznych umozliwia szybkie, wydajne i selek-
tywne przepisanie tylko sekwencji RNA pri-miRNA-944 i GAPDH na komplementarne dla nich sekwen-
cje DNA. Dzieki wykorzystaniu sposobu wedtug wynalazku spo$rdd dziesigtek tysiecy RNA obecnych
w prébce pacjenta, na cDNA przepisywane sg tylko dwie sekwencje niezbedne do dalszych ekspery-
mentéw. Znane metody przepisywania RNA, chocéby te wykorzystywane w cytowanych publikacjach
oparte sg na globalnym przepisywaniu RNA na cDNA, tzn. przepisane na cDNA zostajg wszystkie se-
kwencje RNA obecne w probce badanej osoby. Wynalazek dzieki zastosowaniu starteréw genowo-spe-
cyficznych umozliwia selektywne przepisanie na cDNA tylko sekwencji RNA pri-miRNA-944 i GAPDH.
Zapewnia to po pierwsze wydajne uzyskanie cDNA wytgcznie badanych RNA, a po drugie zwieksza to
efektywno$¢ amplifikacji w kolejnym etapie eksperymentu, gdyz nie jest ona zaburzana przez inne nie-
pozadane cDNA. Natomiast zastosowanie starteréw regiono-specyficznych dzieki korzystaniu ze spo-
sobu wedtug wynalazku umozliwia szybkie, wydajne i stosunkowe tanie otrzymywanie kopii matrycy
cDNA pri-miRNA i GAPDH. Znane metody stuzgce amplifikacji cDNA pri-miRNA-944 i GAPDH dotyczg
innych fragmentéw badanych sekwencji oraz sg bardziej kosztowne gtéwnie ze wzgledu na wykorzy-
stanie sond znakowanych fluorescencyjnie w drugim etapie RT-gPCR. Wynalazek dzieki wykorzystaniu
regiono-specyficznych starteréw umozliwia szybkg i czutg, a przede wszystkim specyficzng amplifikacje
cDNA krazgcego pri-miRNA-944 krwi obwodowej z wykorzystaniem barwnika interkalujgcego, tzn. wy-
sycajgcego powstajgcego podczas reakcji PCR cDNA. Uzyskane w reakcji wyniki sg odpowiednie do
wyznaczenia ekspresiji pri-miRNA-944. Opis metody amplifikacji pri-miRNA-944 za pomocg wynalazku
opisano ponize;j.
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Wynalazek moze mie¢ zastosowanie w wykrywaniu nowotwordw ptaskonabtonkowych zwtaszcza
regionéw gtowy i szyi.

Opis metody RT-gPCR

RT-gPCR jest jedng z podstawowych technik badawczych zarédwno w badaniach eksperymental-
nych jak i w rutynowej praktyce diagnostycznej. Metoda ta umozliwia gtéwnie badanie i ocene ekspresiji
genow na poziomie mRNA, ale réwniez ocene ekspresji RNA: IncCRNA, miRNA i pri-miRNA. Omawiana
metoda skfada sie dwéch etapoéw: odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription; RT) oraz reakc;ji
faricuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. quantitative polymerase chain reaction,; qPCR).
Pierwszy etap RT-qPCR to odwrotna transkrypcja (RT). W etapie tym dzieki wykorzystaniu enzymu
odwrotnej transkryptazy oraz starteréw reakcji RT wyizolowane z probek biologicznych RNA przepisy-
wane jest na cDNA. Drugi etap RT-gPCR stanowi PCR w czasie rzeczywistym (QPCR) podczas ktdrego
uzyskane w poprzednim etapie cDNA jest amplifikowane, tj. namnazane dzieki zastosowaniu starteréw
reakcji specyficznych dla sekwencji badanych i kontrolnych. Dzieki zastosowaniu barwnika interkaluja-
cego (wysycajgcego) cDNA, ktére jest namnazane podczas PCR, wynalazek umozliwia szybkg, czutg
i tanig ocene ekspresji badanych RNA.

Jak wspomniano wczes$niej, ocena ekspresji wybranych do badania sekwencji RNA wymaga réw-
nolegtej oceny ekspresji genu kontrolnego, np. GAPDH, ktérego ekspresja w komdrkach jest stata i nie-
zalezna od stanu zdrowia i choroby, co czyni go idealng i uniwersalng czgsteczka kontrolng. Poniewaz
wydajnos$¢ amplifikacji oraz namnazanie nowych kopii cDNA w reakcji PCR zalezy gtéwnie od jakosci
przeprowadzonej izolacji RNA oraz reakcji odwrotnej transkrypcji, to bez zastosowania kontroli reakcji
uzyskany wynik mégtby by¢ nierzetelny i nieobiektywny. Dzieki rownoczesnej analizie cDNA genu kon-
trolnego z cDNA badanej sekwencji RNA z tej samej prébki badanej, mozliwa jest normalizacja wyniku
ekspresji badanego RNA. Poprzez normalizacje nalezy rozumie¢ wyznaczenie cyklu progowego (Ct),
tzn. okreslenie, w ktérym cyklu qPCR rozpoczyna sie wykfadniczy przyrost produktu amplifikacji cDNA
kontroli i badanej sekwencji (w tym przypadku GAPDH i pri-miRNA-944), a nastepnie poréwnanie obu
uzyskanych Ct wzgledem siebie, poprzez obliczenie ACt (ACt = Ct dla pri-miRNA-944 - Ct dla GAPDH).
Dzieki procesowi normalizacji ostateczny wynik, czyli warto$é ekspresji badanego RNA jest rzetelny
i obiektywny. Im wieksze wartosci ACt, tym mniejsza jest relatywna ekspresja badanej czgsteczki (za-
lezno$é odwrotnie proporcjonalna). Ekspresje badanego pri-miRNA-944 oblicza sie matematycznie
z uproszczonego wzoru Pffafl’a (Pffafl MW. A new mathematical model for relative quantification in re-
altime RT-PCR. Nucleic Acids Res 2001, 29(9): e45.):

Relatywna ekspresja pri-miRNA-944 = 2:4%

gdzie ACt— Ctpri-mirna-944 - CteapDH

Opis dziatania wynalazku przedstawiono i omoéwiono na ponizszym przyktadzie.

Przyktad1. RT-gPCR z wykorzystaniem unikalnych starteréw genowo i regiono-specyficznych
dla oznaczenia ekspresji pri-miRNA-944
W celu przeprowadzenia reakcji niezbedne sg:

Wyizolowane z osocza krwi obwodowej catkowite RNA

2. Unikalna mieszanina reakcyjna RT zawierajgca startery genowo-specyficzne (G1 i G2) oraz
inne odczynniki chemiczne w odpowiednich proporcjach i stezeniach (tabela 1)

3. Termocykler z mozliwoscig ustawienia optymalnych warunkéw termicznych (tabela 2)

4. Unikalna mieszanina reakcyjna qPCR zawierajgca startery regiono-specyficzne (F1 i R1 oraz
F2 i R2) oraz inne odczynniki chemiczne w odpowiednich proporcjach i stezeniach (tabela 3)

5. Aparat real-time PCR z mozliwo$cig ustawienia optymalnych warunkéw termicznych gPCR (ta-
bela 4)

RT-gPCR w wariancie oznaczania poziomu ekspresji pri-miRNA-944 oraz GAPDH wedtug wyna-
lazku, prowadzono z wykorzystaniem opisanych wyzej starterbw genowo i regiono-specyficznych.
W omawianym przyktadzie oceniono ekspresje pri-miRNA-944 w osoczu krwi obwodowej u 40 chorych
na nowotwory okolicy gtowy i szyi o utkaniu ptaskonabtonkowym oraz u 40 oséb zdrowych. W 8-stano-
wiskowych probéwkach typu strip (pojemnos$¢é probéwek po 0,2 ml; kazde stanowisko odpowiada jednej
badanej osobie) przygotowano mieszanine reakcyjng dla RT zgodnie z proporcjami przedstawionymi
w tabeli 1. Do przygotowanych mieszanin reakcyjnych dodano startery reakcji RT (starter G1 i G2) oraz
wyizolowane wczesniej RNA. Reakcje RT prowadzono w termocyklerze zgodnie z warunkami czaso-
wymi i temperaturowymi przedstawionymi w tabeli 2. W wyniku przeprowadzonej reakcji RT w kazdej
z probowek uzyskano cDNA sekwencji pri-miRNA-944 oraz GAPDH dla badanych chorych oraz oséb
zdrowych.

—_
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W 96 kotkowej ptytce przystosowanej do odpowiedniego aparatu Real-time PCR przygotowano
mieszanine reakcyjng zgodnie z proporcjami przedstawionymi w tabeli 3. W celu lepszego zrozumienia
dziatania wynalazku oraz oméwienia przebiegu ostatniego etapu RT-gPCR, tzn. qPCR, opis przyktadu
oraz interpretacje wynikéw omoéwiono na wyniku dwéch oséb: chorej na raka z wysokg ekspresjg pri-
miRNA- 944 oraz osoby zdrowej z niskg ekspresjg badanej sekwenciji. Dla osoby chorej na raka w dotu
nr A1 sporzadzono mieszanine ze starterami regiono-specyficznymi dla pri-miRNA-944 (starter F1 oraz
R1), natomiast w dotku nr A2 ze starterami regiono-specyficznymi dla GAPDH (starter F2 oraz R2).
Dotki nr A3 i A4 stanowig powtdrzenia wspomnianych reakcji. W analogiczny sposéb przygotowano
mieszaniny reakcyjne dla osoby zdrowej: w dotkach nr B1 i B3 dodano startery dla pri-miRNA-944 (F1
oraz R1), a w dotkach nr B2 i B4 startery dla GAPDH (F2 oraz R2). Przygotowang ptytke zabezpieczano
folig ochronng, umieszczono w aparacie Real-time PCR i zaprogramowano parametry reakcji g°PCR
(tabela 4). Po zakonczeniu gPCR wyniki interpretowano na monitorze komputera podtgczonego do apa-
ratu Real-time PCR. Wyznaczone przez oprogramowanie cykle progowe (Ct) reakcji zapisywano w ar-
kuszu programu Microsoft Excel, ktéry wykorzystano réwniez do wyliczenia $rednich wartosci Ct
z dwdch powtarzanych oznaczen oraz w celu wyznaczenia relatywnej ekspresji pri-miRNA-944 wpro-
wadzajgc do arkusza kalkulacyjnego uproszczony wzér Pffafl’'a. U osoby chorej po usrednieniu Ct dla
pri-miRNA-944 i GAPDH wynosit odpowiednio 28 i 26 cykl qPCR, natomiast dla osoby zdrowej odpo-
wiednio 28 i 22 cykl gPCR (rycina 2 oraz rycina 3). Nastepnie obliczono ACt dla osoby chorej i zdrowe;.
Wynosity odpowiednio dla osoby chorej ACtosoba chora = Ctpri-mirnA-944 - CtearpH (ACtosoba chora = 28 Cykl - 26
cykl = 2 cykle) oraz zdrowej ACt osoba zdrowa = Ctpri-mirna-944 - CtcapDH (ACtosoba zdrowa =28 Cykl - 22 cykl = 6
cykli). Podstawiajgc uzyskane ACt do wzoru Pffafl’a wyliczono ekspresje pri-miRNA-944.

Relatywna ekspresja pri-miRNA-944 = 2:4%

Ekspresja pri-miRNA-944 osoba chora= 274t = 22= 0,25

Ekspresja pri-miRNA-944 osoba zdrowa = 272! = 2°6= 0,016

Poréwnujgc warto$é ekspresji pri-miRNA-944 u obu badanych os6b (Ekspresja pri-miRNA-
944 50ba chora / Ekspresja pri-miRNA-944os0ba zarowa) Mozna stwierdzi¢, ze ekspresja pri-miRNA-944 jest
ok. 15,63 raza wieksza (0,25/0,016) u osoby chorej na raka w poréwnaniu do osoby zdrowe;j.

W badanej grupie 40 chorych na nowotwory gtowy i szyi oraz 40 zdrowych ochotnikéw, Srednig
ekspresje z wszystkich pomiaréw pri-miRNA-944 wykorzystano jako warto$¢ progowa, tzn. u badanych
0s0b, u ktérych ekspresja badanego pri-miRNA byfa nizsza niz warto$¢ ekspresji dla catej grupy eks-
presje uznawano za niskg, natomiast u 0s6b z wynikiem powyzej Sredniej, ekspresje uznawano za wy-
soka. Nastepujgce wyniki uzyskano dla grupy 40 chorych na raka oraz 40 0s6b zdrowych:

ekspresja pri-miRNA-944 chorzy (40 oséb) zdrowi (40 os6b)
ekspresja wysoka (wynik dodatni) 35 (87,5%) 2 (5%)
ekspresja niska (wynik ujemny) 5(12,5%) 38 (95%)

Obecnos¢ niskiej ekspresji pri-miRNA-944 (wynik ujemny) u os6b zdrowych moze Swiadczy¢
0 braku rozwijajgcego sie procesu nowotworowego w obrebie gtowy i szyi lub innego raka o utkaniu
histologicznym typu ptaskonabtonkowego. Natomiast u zdrowych oséb z wysokg ekspresjg (wynik do-
datni) pri-miRNA-944, zalecana jest dalsza diagnostyka, np. w oparciu o badanie obrazowe oraz wywiad
i badanie lekarskie majgce na celu ustalenie przyczyny nieprawidtowego wyniku badania genetycznego.
W przypadku chorych z niskg ekspresjg (wynik ujemny) pri-miRNA-944, nalezy ustali¢ przyczyne uzy-
skania wyniku ujemnego badania genetycznego - moze by¢ to zwigzane, m.in. z wielko$cig i lokalizacjg
guza oraz innymi cechami kliniczno-demograficznymi chorych. Obecnos$¢ produktu qPCR potwierdza
prawidtowe przeprowadzenie reakcji RT ze starterami genowo-specyficznymi oraz odpowiednio skon-
struowane startery regiono-specyficzne dla badanych sekwencji. Metoda oceniajgca ekspresje pri-
miRNA-944 z wykorzystaniem opisanych starteréw genowo i regiono-specyficznych charakteryzuje sie
wysokg czutoscig i swoistoscig diagnostyczng, odpowiednio 87,5% i 95%.



T abela1 Stezenia i objetosci odczynnikéw stosowanych podczas reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) dla
oznaczania ekspresji pri-miRNA-944 oraz GAPDH (pierwszy etap reakcji RT-qPCR)
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Sktad mieszaniny reakcyjnej RT ilosé

Bufor RT (10x) 3ul

Mieszanina nukleotyddw (25x) (100 mmol) 0,8 pl
Enzym odwrotna transkryptaza — MultiScribe (50 U/pl) 1l
Inhibitor RNAz (20 U/pul) 1l

Starter RT (G1) dla pri-miRNA-944 (100 pmol/pl) 1yl
Starter RT (G2} dla GAPDH (100 pmol/pl) 1ul

woda wolna od nukleaz 4,2 pl

Badane mRNA (>1ng/ul) 8 ul

Razem 20 pt

T a b el a2 Warunki temperaturowe prowadzenia reakcji RT w wariancie przystosowanym do oznaczania eks-
presji pri-miRNA-944 oraz GAPDH

Etap reakcji RT Temperatura Czas

Przytaczenie o .

' starteréw genowo- 3rc 60 minut
specyficznych

I oraz g95°C 5 minut

przepisanie RNA na cDNA

in Chtodzenie prébki 4°C )

ofzenie prodki {do momentu schtodzenia)

T ab ela3. Stezenia i objetosci odczynnikdéw stosowanych podczas reakcji qPCR dla oznaczania ekspresji pri-
miRNA-944 oraz GAPDH (drugi etap reakcji RT-qPCR)

Sktad mieszaniny reakcyjnej gPCR ilo$¢

Mix PCR z barwnikiem SYBR Green 13 pi
Starter F1 dla pri-miRNA-944 lub F2 dla GAPDH 0,8 Wi
Starter R1 dla pri-miRNA-944 [ub R2 dla GAPDH 0,8 ul
woda wolna od nukleaz 1,4 ul

Badane cDNA (>1ng/ul) 4l

Razem 20 pl

T a b e |l a4. Warunki temperaturowe prowadzenia qPCR w wariancie przystosowanym do oznaczania ekspresji
pri-miRNA-944 oraz GAPDH

Etap Temperatura Czas Liczba cykli reakcji
Aktywacja polimerazy DNA oraz wstepna
95°C 30 sekund 1
denaturacja DNA
Witasciwa denaturacja DNA 95°C 10 sekund
40
Przytaczanie starterow regiono-specyficznych 60°C 45 sekund

Rysunek przedstawia na Fig. 1 reprezentatywny przyktad przygotowania ptytki reakcyjnej dla
gPCR w celu oznaczenia ekspresiji pri-miRNA-944 oraz kontroli (GAPDH) w pojedynczej probce cDNA
(jedna osoba badana). W dotkach ptytki oznaczonych A1-A4 znajduje sie mieszanina reakcyjna dla
przeprowadzenia qPCR, do dotkéw A1 i A3 dodano startery F1 i R1 (dla pri-miRNA-944), natomiast do
dotkdw- A2 i A4 startery F2 i R2 (dla GAPDH). Sekwencje badang (pri-miRNA-944) oraz kontrolng
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(GAPDH) oznacza sie w dwdch powtérzeniach, odpowiednio pary A1i A3 oraz A2 i A4. Wynik ekspresji
uzyskany w badanych dotkach zostaje matematycznie usSredniony.

Fig. 2 obejmuje przyktadowy wynik reakcji gqPCR (drugi etap RT-gPCR), a mianowicie wynik cho-
rego na nowotwor ztoSliwy okolicy glowy i szyi — obecno$¢ wysokiej ekspresji pri-miRNA-944 we krwi
obwodowej (wynik dodatni). Na rycinie widoczne sg krzywe obrazujgce obecnos¢é amplifikacji produktu
gPCR przy uzyciu starteréw regiono-specyficznych dla pri-miRNA-944 oraz kontroli reakcji — GAPDH.
Zaznaczono rowniez cykle progowe (Ct) dla obu badanych sekwenciji, kiedy produkt reakcji qPCR na-
rasta wyktadniczo. W celu obliczenia ACt od Ct pri-miRNA-944 odejmuje sie Ct GAPDH, w tym przy-
padku réznica wynosi 2 cykle.

Fig. 3 pokazuje przyktadowy wynik reakcji QPCR (drugi etap RT-gPCR), a mianowicie wynik
osoby zdrowej — obecnos$¢ niskiej ekspresiji pri-miRNA-944 we krwi obwodowej (wynik ujemny). Na ry-
cinie widoczne sg krzywe obrazujgce obecnos¢ amplifikacji produktu qPCR przy uzyciu starteréw re-
giono- specyficznych dla pri-miRNA-944 oraz kontroli reakcji — GAPDH. Zaznaczono réwniez cykle pro-
gowe (Ct) dla obu badanych sekwencji, kiedy produkt reakcji gqPCR narasta wyktadniczo. W celu obli-
czenia ACt od Ct pri-miRNA-944 odejmuje sie Ct GAPDH, w tym przypadku réznica wynosi 6 cykli.

Wykaz sekwencji nukleotydowych:

a) startery genowo-specyficzne (stuzgce przepisaniu sekwencji RNA pri-miRNA-944 oraz
GAPDH na komplementarne dla nich DNA - cDNA) wykorzystywane w pierwszym etapie RT-
gPCR:

1. starter genowo-specyficzny (G1) dla RNA pri-miRNA-944.

5'- ATGGGAGACACAGC - 3’

2. starter genowo-specyficzny (G2) dla RNA GAPDH:

5 - GGACTGAGATTGGC - 3

b) startery regiono-specyficzne (stuzgce amplifikacji cDNA pri-miRNA-944 oraz GAPDH wyko-
rzystywane w drugim etapie RT-qPCR:

1. starter sensowny (F1) dla cDNA pri-miRNA-944.

5- GTTCCAGACACATCTCATCTGATA - 3’

2. Starter antysensowny (R1) dla cDNA pri-miRNA-944:

5'- TCCCAGACACAGCTCATCCG - &

3. Starter sensowny (F2) dla cDNA GAPDH:

5'- CCATCTCAGTCGTTCCCAAAGT - 3

4. Starter antysensowny (R2) dla cDNA GAPDH:

5- AGGTGATCGGTGCTGGTTCC-3’

Zastrzezenie patentowe

1. Sposo6b przepisywania sekwencji RNA oraz amplifikacji cDNA w reakcji faricuchowej polime-
razy w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcja (RT-qPCR) za pomocg starteréw genowo
i regiono-specyficznych dla prekursora miRNA-944, znamienny tym, ze stosuje sie startery
genowo-specyficzne (stuzgce przepisaniu sekwencji RNA pri-miRNA-944 oraz GAPDH na
komplementarne dla nich DNA-cDNA) posiadajace sekwencje nukleotydowe przedstawione
w zafgczniku, wykorzystywane w pierwszym etapie RT-qPCR oraz startery regiono-specy-
ficzne (stuzace amplifikacji cDNA, pri-miRNA-944 oraz GAPDH) wykorzystywane w drugim
etapie RT-qPCR zawierajgce sekwencje nukleotydowe przedstawione w zatgczniku.
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