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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zestaw diagnostyczny do identyfikacji komérek nowotworowych
oraz jego zastosowanie w medycynie, zwtaszcza podczas przeprowadzania wczesnej diagnostyki pro-
cesOw nowotworzenia, przerzutowania i monitorowania leczenia.

Dotychczas gtéwnym problemem profilaktyki i leczenia nowotworéw pozostaje brak mozliwosci
wystarczajaco wczesnego wykrywania choroby — zadna z dotychczasowych strategii nie jest wystarcza-
jaco specyficzna i czuta. Stad zaistniata potrzeba opracowania nowego zestawu diagnostycznego obej-
mujacego najbardziej charakterystyczne i unikatowe, a jednoczesnie uniwersalne markery choroby no-
wotworowej w postaci podjednostki beta hormonu gonadotropiny kosméwkowej oraz podjednostki en-
zymu telomerazy.

Podjednostka beta ludzkiej gonadotropiny kosmoéwkowej (hCGp) oraz katalityczna podjednostka
enzymu telomerazy (hTERT) sg markerami, ktére charakteryzujg zaréwno guzy pierwotne, przerzuty
jak i komorki nowotworowe krazace we krwi pacjenta (CTC — ang. Circulating Tumor Cells). Stad analiza
obu jednoczes$nie moze znalez¢ zastosowanie w diagnostyce (pozwala na detekcje komérek nowotwo-
rowych z guzéw, przerzutow oraz CTC), ocenie odpowiedzi na leczenie, dtugoterminowej obserwacji po
leczeniu i prognozowaniu ewentualnej wznowy.

Ludzka gonadotropina kosméwkowa (hCG) jest hormonem zbudowanym z dwdéch podjednostek:
o (hCGa) i B (hCGR), produkowanym przez komorki tozyska.

Oprocz tozyska, rozrostow i nowotwordw trofoblastu takze szereg guzéw réznego pochodzenia
charakteryzuje zdolnos¢ wydzielania hCG, zwtaszcza jej podjednostki beta. Jej obecnos¢ wyrdznia
przerzuty nowotworowe, w tym komorki raka krgzace we krwi, oraz koreluje ze staba odpowiedzig na
leczenie i ztym rokowaniem.

Przyjmuje sie, ze podstawowym efektem biologicznym dziatania hCGp w nowotworach jest za-
blokowanie proceséw apoptozy, czyli programowanej smierci komorek, co promuje ich wzrost i pozwala
na rozwdj guza. Wolna podjednostka beta przyczynia sie takze do neoangiogenezy tj. tworzenia nowych
naczyh krwiono$nych guza oraz prowadzi do uniewrazliwienia uktadu immunologicznego pacjenta na
komorki nowotworowe. Ekspresja hCG3 w komérkach nowotworowych promuje rowniez tranzycje epi-
telialno-mezenchymalng (EMT - epithelialmesenchymal transition). Stransformowane komorki naby-
waja zdolnosci do inwazji i tworzenia przerzutow w odlegtych narzadach. W trakcie EMT czesto docho-
dzi takze do nabywania chemio- i radioopornosci przez komorki odpowiedzialne za tworzenie przerzu-
téw, co drastycznie zmniejsza szanse pacjentéw na skorzystanie ze skutecznej terapii onkologiczne;.
Wolna podjednostka 8 ludzkiej gonadotropiny kosmdéwkowej jest takze biomarkerem komorek raka kra-
zacych we krwi pacjentéw — CTC. Obecnos¢ wolnej podjednostki beta ludzkiej gonadotropiny kosmow-
kowej we krwi lub moczu wykrywana jest wytgcznie w ciazy i w chorobie nowotworowe;j.

Biosynteza hCG wymaga ekspresji genow kodujacych podjednostke alfa i beta. Podjednostka
alfa kodowana jest przez pojedynczy gen CGA, a podjednostka beta kodowana jest przez szes¢ alle-
licznych genow (CGB3, CGB5, CGB6, CGB7, CGB8, CGB9) znajdujacych sie w klastrze LHB/CGB.
Ponadto, w rejonie LHB/CGB znajduja sie jeszcze dwa geny CGB1 i CGB2, do niedawna uwazane za
pseudogeny. Produkty biatkowe tych gendw nie zostaty dotychczas zidentyfikowane, jednak transkrypty
CGB1 i CGB2 odnaleziono w tkankach prawidtowych takich jak: tozysko, jadra i przysadka mézgowa
oraz zmienionych nowotworowo; do tej pory potwierdzono ich obecnosé¢ w komérkach raka sutka, pe-
cherza moczowego oraz rakach jajnika.

Geny CGB cechuje rozny poziom ekspresji. Najbardziej aktywnym transkrypcyjnie genem jest
CGBS5, z ekspresjg wyzszg nawet dwadziescia razy, w porownaniu do pozostatych genéw CGB. Poziom
ekspresji CGB1 i CGB2 jest nizszy niz ekspresja pozostatych gendw az tysiac razy.

Mimo, ze poziom ekspresji CGB1 i CGB2 jest nieproporcjonalnie nizszy w porownaniu do catko-
witej ekspresji pozostatych CGB, wykazano, ze transkrypty tych gendw odgrywaja istotna role w proce-
sie inwazji kosmowki | implantacji zarodka.

Zwiazek ekspresji hCGpB z nowotworzeniem jest dobrze udokumentowany, jednak dane literatu-
rowe dotycza najbardziej aktywnych transkrypcyjnie genoéw, takich jak CGB3, CGB5 i CGB8. Tymcza-
sem najnowsze badania pokazujg, ze czasteczka indukujaca wzrost guza i zwiekszajaca potencjat me-
tastatyczny komorek nowotworowych o dziataniu autokrynnym moze by¢ produkt biatkowy genow CGB1
i CGB2. O ile ekspresja CGB3-9 wydaje sie cechowac wszystkie rodzaje nowotworow, to aktywnosé
transkrypcyjna CGB1-2 wyrdznia prawdopodobnie raki o podwyzszonym potencjale metastatycznym.
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Specyficzne zahamowanie ekspresji gendw CGB1 i 2 in vitro jest znacznie bardziej skuteczne w zmniej-
szaniu liczby komorek rakowych niz wyciszanie pozostatych genéw CGB. Dlatego to te geny mozna
uznac za kluczowe dla rozwoju raka.

hTERT to katalityczna podjednostka enzymu telomerazy, ktérej ekspresja jest charakterystyczna
dla komérek nowotworowych. Ekspresja i aktywnos¢ telomerazy koreluja z potencjatem proliferacyjnym
oraz migracyjnym i adhezyjnym komaérek nowotworowych.

Telomeraza jest ztozonym kompleksem rybonukleoproteinowym utworzonym m.in. przez dwie
kluczowe podjednostki — podjednostke katalityczng (hnTERT, ang. human telomerase reverse transcrip-
tase) wykazujaca aktywnos¢ odwrotnej transkryptazy oraz czasteczke RNA (hTR, z ang. human telo-
merase RNA) stanowigca matryce dla syntezy telomeréw.

Telomeraza w ludzkich komdrkach odpowiedzialna jest za synteze wielokrotnie powtérzonej sze-
Scionukleotydowej sekwencji telomerowej 5-TTAGGG-3' znajdujacej sie na koncach chromosomoéw.
Enzym zapobiega tym samym skracaniu telomeréw po kazdym podziale komorkowym (wynik ,problemu
replikacji konca”); jego aktywnos¢ warunkuje zdolno$¢ do przeprowadzania podziatéw komorkowych.

Ekspresja i aktywnos¢ telomerazy sg ograniczone do bardzo niewielkiej liczby prawidiowych ko-
morek cztowieka (identyfikowana jest na niskim poziomie ekspresji w komoérkach ptodu w okresie roz-
woju zarodkowego oraz w komdrkach macierzystych: bazalnej warstwy naskérka, hematopoetycznych,
krypt jelitowych oraz linii piciowej). Co najwazniejsze jednak, telomeraza wykrywana jest w ponad 85%
wszystkich nowotwordw, wliczajac w to komérki rakowe guza oraz komérki krazgce we krwi.

Jak wykazano, aktywnos¢ telomerazy jest warunkowana miedzy innymi przez obecno$¢ kluczo-
wej podjednostki biatkowej hTERT, stad moze ona stanowi¢ dobry marker diagnostyczny, jak rowniez
potencjalny punkt uchwytu dla terapii przeciwnowotworowych.

W komdrkach nowotworowych do znaczacego wzrostu biosyntezy telomerazy dochodzi dopiero
po rozpoczeciu niekontrolowanych podziatéw, juz po znacznej utracie podjednostek telomeru. Z tego
wzgledu w komérkach nowotworowych, ktére w trakcie transformacji przeszty juz szereg podziatéw ko-
moérkowych, dtugos¢ telomerdw jest mniejsza niz w komérkach prawidtowych. Z kolei sam fakt skrocenia
zakonczen chromosomow moze powodowac zmniejszenie stabilnosci genetycznej DNA, co moze byé
kolejnym czynnikiem zaburzajacym homeostaze komarki i prowadzgcym do dalszych patologicznych
zmian. Przywrdcenie ekspres;ji i aktywnosci enzymatycznej telomerazy jest uznawane za krytyczny mo-
ment w procesie nowotworzenia. Zaktywowany kompleks telomerazy stabilizuje konce chromosomow,
pozwalajac tym samym na nabycie przez komaorki niesmiertelnosci (w kontekscie nieograniczonej liczby
podziatow). Samo unie$miertelnienie nie oznacza fenotypu nowotworowego, jednakze sprzyja uzyska-
niu przez komorke cech nowotworowych. Wykrycie ekspres;ji i/lub aktywnosci telomerazy sg mozliwe
juz na wczesnym etapie rozwoju choroby nowotworowej, ale mogg réwniez stanowi¢ marker zmian
resztkowych u chorych poddanych chemioterapii, dzieki czemu informuja o skutecznosci prowadzonego
leczenia. Ekspresja katalitycznej podjednostki telomerazy hTERT jest takze uznawana za charaktery-
styczna ceche komorek CTC.

Mimo odmiennosci nowotworédw, a nawet réznorodnosci komérek w obrebie jednego guza,
wszystkie typy rakéw aktywuja okreslone geny, ktére zapewniajg im przetrwanie, wzrost i rozprzestrze-
nianie sie. Takimi genami sa geny kodujace podjednostke beta ludzkiej gonadotropiny kosmowkowej
i katalitycznej podjednostki telomerazy — CGB i hTERT. Dlatego zestaw diagnostyczny umozliwiajacy
analize ekspresji tych genéw w komorkach nowotworowych, ze szczegdinym uwzglednieniem CTC,
stanowi podstawe przedmiotu wynalazku.

CTC to komorki nowotworowe, ktére odrywajg sie od pierwotnego ogniska juz na wczesnych
etapach tworzenia guza, a po przedostaniu sie do krwioobiegu sg przenoszone do odlegtych narzaddéw.
Wykazano, ze nawet guzy bez klinicznie zaznaczonej metastazy uwalniaja do krwiobiegu komaorki no-
wotworowe.

To wiasnie rozsiew komoérek nowotworowych jest uwazany za jedng z wazniejszych przyczyn
postepu choroby, niepowodzen leczenia i, w konsekwencji, zgonow pacjentéw. Proces metastazy zwia-
zany jest z pozyskiwaniem przez komorki nowotworowe zdolnosci do funkcjonowania niezalezenie od
masy guza. Uwaza sie, ze komorkami posiadajgcymi potencjat do zasiedlania nowych nisz w organi-
zmie sg inwazyjne komorki nowotworowe krazace we krwi. Stad przyjmuje sie, ze ich obecnos¢ jest
wyznacznikiem zaawansowania choroby i rozsiewu nowotworu z ogniska pierwotnego do odlegtych na-
rzadow. Stwierdzenie obecnosci CTC ma zatem istotne znaczenie w diagnostyce choroby nowotworo-
wej, ocenie stanu jej zaawansowania i ewentualnego rozsiewu komdérek nowotworowych, dzieki czemu
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moze pomoéc w doborze odpowiedniej terapii. Identyfikacja CTC stwarza takze mozliwo$¢ monitorowa-
nia i modyfikacji prowadzonej terapii. Co rownie istotne, monitoring taki moze by¢ prowadzony w mato
inwazyjny dla pacjenta sposéb — pozwala na identyfikacje CTC wyizolowanych z krwi obwodowej po-
branej od pacjenta. Dodatkowo, dzieki zaangazowaniu nowoczesnej metody opartej na farcuchowe;j
reakcji polimerazowej prezentowany wynalazek charakteryzuje sie bardzo duzg czutoscia i wiarygod-
noscig uzyskiwanych wynikow.

Szacunkowo, juz na wczesnych etapach nowotworzenia, z jednego grama tkanki nowotworowe;
do uktadu krazenia wydostaje sie codziennie od 10 000 do 3 000 000 CTC. Zwazywszy na fakt, ze
wiekszos¢ komorek CTC ginie, ich ostateczna liczba jest niewielka — jest to okoto 1-10 CTC na 1 ml
petnej krwi. Mimo to identyfikacja CTC jest mozliwa, dzieki zastosowaniu metody gPCR, zapewniajace;
zwielokrotnienie sygnatu pochodzacego z pojedynczej komorki. Sygnat ten stanowi ekspresja swoistych
genow aktywnych w CTC.

Wykorzystanie markerow umozliwiajacych identyfikacje CTC moze stanowi¢ przetom w diagno-
styce nowotwordw oraz monitorowaniu przerzutéw nowotworowych i skutecznosci terapii.

Opracowany nowy zestaw diagnostyczny pozwala na wczesng diagnostyke nowotworow, ze
szczegolnym uwzglednieniem proceséw przerzutowania, oparta na identyfikacji CTC na podstawie ba-
dania aktywnosci genéw CGB i hTERT.

Analiza ekspresji genow kodujacych hCGB prowadzona jest dla dwoch grup genow CGB:
(i) CGB3-9, najaktywniejszych transkrypcyjnie we wszystkich typach nowotworéw oraz (ii) CGB 1-2,
aktywnych w mniejszym odsetku guzdéw, charakteryzujacych sie podwyzszonym potencjatem metasta-
tycznym. Rozdzielenie badania tych grup genéw moze odegrac¢ znaczaca role w diagnostyce raka, réz-
nicujac guzy agresywne od nieagresywnych.

Z europejskiego zgtoszenia patentowego nr EP2994540 (A2) znany jest sposob badania raka,
ktory obejmuje wykrywanie i/lub pomiar produktu ekspresji genu CGB2 i/lub CGB1. Metody te maja
zastosowanie do badan przesiewowych, diagnozowania lub monitorowania innych powszechnych no-
wotwordw nabtonka, w tym raka pecherza, piersi, szyjki macicy, okreznicy, endometrium, nerek, ptuc
(w tym raka drobnokomérkowego ptuca — SCLC), nosa/gardta, jamy ustnej/twarzy, jajnika, prostaty,
trzustki, pochwy i sromu. Ujawniono takze sposoby leczenia nhowotworéw poprzez obnizenie poziomu
ekspresji CGB2 i CGB1 lub ich produktow.

W europejskim zgtoszeniu patentowym nr EP1108789 (A2) ujawniono natomiast metode iloscio-
wego wyrazania ekspresji mMRNA, kodujacego aktywne biatko hTERT, ktére jest przydatne do diagno-
zowania i prognozowania raka.

Z kolejnego europejskiego zgtoszenia patentowego nr EP0687898 (A2) znany jest immunocyto-
chemiczny test analityczny dla beta hCG w ustalonej prébce tkanek lub komorek, ktéry jednolicie i nie-
zawodnie wykazuje obecnos¢ hCG beta we wszelkiego rodzaju komérkach nowotworowych.

Z polskiego opisu patentowego nr PL233963 (B1) znany jest zestaw starteréw i sond do wykry-
wania mutacji w genie BRCA1 oraz zastosowanie starteréow i sond do genotypowania mutacji genu
BRCA1 oraz wykrywania raka sutka.

Polskie zgtoszenie patentowe nr P401271 (A1) ujawnia sposoby i produkty znajdujace zastoso-
wanie w diagnozowaniu genetycznej predyspozycji do chordb u ludzi i polega na ocenie czy w materiale
biologicznym badanej osoby wystepuje specyficzna zmiana konstytucyjna w genie NBS1. Wynalazek
obejmuje nowg metode diagnostyczna wykrywajacg predyspozycje do agresywnego raka prostaty
0 ztym rokowaniu oraz sposéb i zestaw diagnostyczny dotyczacy opracowania nowego markera ztego
rokowania dla raka stercza.

W kolejnym polskim zgtoszeniu patentowym nr P405648 (A1) ujawniono sposob diagnozowania
raka watroby i réZznicowania raka watrobowokomadrkowego od przerzutéw raka z jelita grubego do wa-
troby u pacjenta. Sposéb obejmuje: — dostarczanie pochodzacej od pacjenta probki biologicznej, — okre-
$lenie ilosci jednego lub wiecej miIRNA wybranego z grupy obejmujacej miR-146a-5p, miR-125b-5p,
miR-141-3p, miR-1269a w prdébce biologicznej, — poréwnanie ekspresji miRNA z poziomem ekspresji
miRNA otrzymywanym w grupie kontrolnej, w ktérym to sposobie u pacjenta diagnozuje sie wystgpienie
nowotworu i réznicuje jego podtoze, jesli poziom ekspresji miRNA w prébce biologicznej jest zmieniony
wzgledem poziomu ekspresji obserwowanej w probkach ptynéw biologicznych pochodzacych od zdro-
wych pacjentéw. Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania markera miRNA oraz zestawu zawieraja-
cego markery.
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Z polskiego opisu patentowego nr PL234915 (B1) znany jest sposob wykrywania zwiekszonego
ryzyka zachorowania na raka nerki oraz zastosowania genotypowych wariantoéw genéw GRHL1 i/lub
GRHL2 i/lub GRHL3.

Pomimo istnienia w stanie techniki kompozycji czy testéw diagnostycznych do identyfikacji komo-
rek nowotworowych (w tym CTC), obejmujacych zastosowanie analizy jednego genu czy markera no-
wotworowego celem wynalazku byto opracowanie zestawu diagnostycznego, ktéry taczytby markery
nowotworowe: hCGp i hTERT. Jednoczesna analiza markeréw moze znalez¢ zastosowanie w diagno-
styce, ocenie odpowiedzi na leczenie, dtugoterminowej obserwacji po leczeniu i prognozowaniu ewen-
tualnej wznowy.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze opracowany nowy zestaw diagnostyczny rozwigzuje nastepujace
problemy techniczne:

1. niskiej wykrywalnosci CTC. Znane ze stanu techniki testy bazujace na wykrywaniu pojedyn-
czych markeréw nie pozwalajg na identyfikacje wszystkich komorek nowotworowych. Nie
wszystkie komorki nowotworowe, przez wzglad na dynamike ich zmian morfologicznych i mo-
lekularnych, charakteryzuje ekspresja kazdego z gendw uwazanych za markery nowotwo-
rowe, wigczajac w to CGB i hTERT. Dlatego zestaw diagnostyczny taczacy dwa markery istot-
nie zwieksza szanse wykrycia komérek raka.

2. niskiej czutosci. Zastosowanie metody ilosciowego PCR, specyficznych starteréw i sond
umozliwiajacych wykrycie ekspresji badanych markeréw na poziomie transkryptu znacznie
podnosi czuto$¢ metody (w poréwnaniu do analiz opartych na pomiarach biatka) i umozliwia
wykrycie pojedynczej komérki nowotworowej.

3. niskiej specyficznosci. Aktywnos¢ CGB i hTERT jest konieczna dla rozwoju nowotworu, ale
poszczegolne geny kontroluja odmienne funkcje komoérkowe: CGB — blokowanie apoptozy,
neoangiogeneze, utrate adhezyjnosci i migracje, unikanie rozpoznania przez komorki uktadu
immunologicznego; hTERT — niesmiertelnos$é, tj. nieograniczona proliferacje, adhezyjnos¢
i migracje. Stad panel obejmujacy analize aktywnosci genéw CGB i hTERT pokrywa petne
spektrum procesow charakteryzujacych nowotworzenie, na réznych etapach jego rozwoju.

4. braku uniwersalnych markeréw nowotworzenia. Ze wzgledu na fakt, ze hCGp i hTERT kon-
trolujg rozwoj i metastaze réznych rakéw, niezaleznie od pochodzenia, proponowana kompo-
zycja umozliwia diagnostyke wszystkich typow ztosliwych nowotwordw.

5. braku mozliwosci przewidzenia przebiegu choroby i efektywnosci terapii. Proponowany ze-
staw diagnostyczny, dzieki badaniu obecnosci transkryptéw gendw CGB1-2, wyrdzniajace;
raki o zwiekszonym potencjale metastatycznym, pozwala na wyodrebnienie rakéw agresyw-
nych, co z kolei wptynie na dobo6r odpowiedniej, skutecznej terapii (zastosowanie leczenia
bardziej agresywnego lub eksperymentalnego).

Istote wynalazku stanowi zestaw diagnostyczny do wykrywania krgzacych komorek nowotworo-
wych (CTC) charakteryzujacy sie tym, ze zawiera: pare starteréw specyficznych wzgledem genow
CGB3/CGB9, CGB5, CGB6/CGB7 i CGB8 (CGB3-9): startery o sekwencji CGB3-9 F nr 1, CGB3-9 R
nr 2 lub startery o sekwencji CGB3-9 F nr 3, CGB3-9 R nr 4 oraz

— pare starterow specyficznych wzgledem gendéw CGB1 i CGB2: startery o sekwencji CGB 1/2
F nr5, CGB 1/2 R nr 6 lub startery o sekwencji CGB 1/2F nr7, CGB 1/2R nr 8

[

— pare starterow specyficznych wzgledem sekwencji mMRNA katalitycznej podjednostki enzymu
telomerazy hTERT: startery o sekwencji TERT F nr 9, TERT R nr 10 lub startery o sekwenc;ji
TERT F nr 11, TERT R nr 12.

Korzystnie, gdy zestaw dodatkowo zawiera sonde CGB1/2 o sekwencji nr 13 lub sonde CGB3-9

o sekwencji nr 14 lub sonde hTERT o sekwencji nr 15.

Korzystnie, gdy zestaw zawiera dodatkowo barwnik fluoroscencyjny wybarwiajacy dwuniciowy
DNA.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez zastosowanie zestawu diagnostycznego okreslonego po-
wyzej do diagnozowania in vitro nowotworéw u ludzi poprzez identyfikacje komérek CTC. Korzystnie
diagnozowanie obejmuje nowotwory wybrane z grupy: rak piersi, rak jajnika, rak prostaty, rak jelita gru-
bego, rak ptuca.

Otrzymany wedtug wynalazku zestaw diagnostyczny do identyfikacji komorek nowotworowych
cechuje sie: (i) wysoka wykrywalnoscig CTC — zwazywszy na fakt, iz potwierdzenie ekspresji jednego
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z badanych genow jest juz wskazéwka obecnosci CTC oraz, ze nie wszystkie CTC charakteryzuje eks-
presja CGB i hTERT jednoczesnie, to zestaw diagnostyczny taczacy oba markery pozwala na istotne
zwiekszenie wykrywalnosci tych komorek we krwi pacjenta; (ii) wysoka czutoscig wynikajaca z zastoso-
wania metody ilosciowego PCR, specyficznych sond i starteréow, co umozliwia wykrycie badanych mar-
keréw na poziomie pojedynczej komorki nowotworowej; (iii) wysoka specyficznoscig wynikajaca z faktu,
ze poszczegolne markery kontrolujg odmienne funkcje komorkowe niezbedne dla wzrostu nowotworu
na réznych etapach jego rozwoju; (iv) uniwersalnoscia, jako ze hCGp i hTERT kontrolujg rozwdj i meta-
staze réznych rakow, niezaleznie od pochodzenia, zatem proponowana kompozycja umozliwia wykry-
wanie i diagnostyke wszystkich typow nowotwordw; (v) mozliwoscig wyodrebnienia rakéw o zwiekszo-
nym potencjale metastatycznym, co wptynie na dobér odpowiedniej terapii.

Proponowany zestaw diagnostyczny daje réwniez mozliwos¢ wczesnego rozpoznania nowotworu
W sposob szybki, precyzyjny, czuty i matoinwazyjny; badanie opiera sie ha molekularnej analizie eks-
presji genow metoda ilosciowego PCR w CTC wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od pacjenta.

Nalezy podkresli¢, ze nie ma w diagnostyce réwnie uniwersalnego, specyficznego i czutego ze-
stawu jak prezentowany wynalazek, ktéry pozwala na bardzo wczesne wykrycie ewentualnych zmian
nowotworowych w organizmie pacjenta. Poniewaz hCGp i hTERT biorg udziat w kontroli szeregu pro-
cesow na réznych etapach rozwoju nowotworu, stanowia one zaréwno marker rozwijajacej sie choroby
nowotworowej, jak i przerzutéw, zmian resztkowych czy wznowy u chorych poddanych chemioterapii/ra-
dioterapii, dzieki czemu informujg o skutecznosci prowadzonego leczenia.

Dzieki zastosowaniu technik opartych o amplifikacje, tj. powielenie nawet niewielkich ilosci mate-
riatu biologicznego (PCR), wynalazek pozwala na analize obecnosci komorek raka krazacych we krwi
z o wiele wieksza czutoécia niz dotychczas stosowane metody, wliczajac w to cytometrie przeptywowa
czy testy typu ELISA, ktore opieraja sie na wykrywaniu biatkowych produktéw ekspresji genéw, a zatem
wymagajace znacznie wiekszych iloéci materiatu badawczego. Ponadto, wymienione powyzej metody
opieraja sie przede wszystkim na wykrywaniu obecnosci markeréw komérek nabtonkowych; tymczasem
komorki nowotworowe odrywajace sie od guza, aby méc zasiedli¢ nowa nisze, przechodzg proces tran-
zycji epitelialno-mezenchymalnej (EMT), co wigze sie z utratg biatek epitelialnych, na ktérych obecnosci
zasadza sie zdecydowana wiekszos¢ testow majacych na celu wykrywanie CTC.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach wykonania i na podstawie przepro-
wadzanych badan jednoczesnie nie ograniczajac jego zakresu oraz w wykazie sekwencji, w ktérym:

sekwencje 16, 17 i 18 przedstawiaja sekwencje mMRNA genoéw CGB1 i CGB2 (dwa warianty tran-
skrypcyjne genu) kodujacych podjednostke beta ludzkiej gonadotropiny kosmoéwkowe] zdeponowane
w bazie danych NCBI (ang. National Center for Biotechnology Information) oraz sekwencje, do ktérych
komplementarne sa startery i sonda,

sekwencje 19-23 przedstawiaja sekwencje mRNA genow CGB3, CGB5 CGB7 (dwa warianty
transkrypcyjne genu) i CGB8 kodujacych podjednostke beta ludzkiej gonadotropiny kosmoéwkowej zde-
ponowane w bazie danych NCBI oraz pozycje starterow i sond,

sekwencja 24 przedstawia sekwencje mRNA genu hTERT kodujacego katalityczna podjednostke
enzymu telomerazy zdeponowang w bazie danych NCBI oraz sekwencje, do ktérych komplementarne
sg pary starterow i sonda.

Metodyka

Zestaw diagnostyczny wedtug wynalazku opiera sie na wykrywaniu przedstawionych ponizej mar-
kerow w jednej prébie za pomoca zestawu specyficznych starteréw (i sond hydrolizujacych) wykrywa-
jacych ekspresje nastepujacych genéw: CGB1/CGB2 i CGB3-CGB9 i hTERT.

1. Identyfikacja transkryptow genow CGB1 i CGB2

Starter 1 CGB 1/2 F — sekwencja nr 5

Starter 1 CGB 1/2 R — sekwencja nr 6

LUB para starterow:

Starter 2 CGB 1/2 F — sekwencja nr 7

Starter 2 CGB 1/2 R — sekwencja nr 8

Sonda CGB1/2 — sekwencja nr 13

Obie pary starteréw i sonda zostaty zaprojektowane w sposéb pozwalajacy na jednoczesne wy-
krycie mRNA obu genodw, tj. CGB1 i CGB2. Dodatkowo ich specyfika umozliwia identyfikacje obydwu
znanych wariantoéw transkrypcyjnych genu CGB2.

2. Identyfikacja transkryptow genow CGB3-CGB9

Starter 1 CGB3-9 F — sekwencja nr 1
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Starter 1 CGB3-9 R — sekwencja nr 2

LUB para starterow:

Starter 2 CGB3-9 F — sekwencja nr 3

Starter 2 CGB3-9 R — sekwencja nr 4

Sonda CGB3-9 R - sekwencja nr 14

Oznaczenie zdegenerowanych nukleotydow: S-G/C; Y-C/T (czes¢ starteréw i sonda maja G lub
C oraz C lub T w konkretnej lokalizacji podczas syntezy, tak by umozliwi¢ detekcje obydwu wariantow
transkrypcyjnych genu).

Startery zostaty zaprojektowane w sposéb pozwalajgcy na jednoczesne wykrycie mMRNA genow
CGB3, CGB5 CGB7 (dwa warianty transkrypcyjne genu) i CGBS.

3. Identyfikacja transkryptu hTERT

Starter 1 TERT F — sekwencja nr 9

Starter 1 TERT R — sekwencja nr 10

LUB para starterow

Starter 2 TERT F — sekwencja nr 11

Starter 2 TERT R — sekwencja nr 12

Sonda: TERT P - sekwencja nr 15

Sekwencje par starterow i oligonukleotydowych sond dla poszczegoélnych markeréw stanowia-
cych zestaw stuzacy do detekcji komérek nowotworowych zostaty opracowane tak, by optymalne wa-
runki reakcji byty zblizone do standardowo stosowanych w reakcji gPCR (PCR w czasie rzeczywistym).

Reakcja gPCR wykorzystuje polimeraze o aktywnosci egzonukleazy 5' do 3’, co umozliwia detek-
cje sondy hydrolizujace;.

Preferowana metoda jest identyfikacja transkryptow za pomocg sondy, ktoéra hybrydyzuje do spe-
cyficznej sekwencji cDNA komplementarnej do mRNA badanego genu. Sonda od korica 5 wyznako-
wana jest odpowiednig czasteczka fluorescencyjna, z kolei od konca 3’ czasteczka wygaszacza. Fluo-
rochrom stanowi czasteczka FAM 6-karboksyfluoresceina, czasteczke wygaszacza zas BBQ Black-
Berry Quencher.

Alternatywnym rozwigzaniem jest stosowanie wymienionych par starteréw do amplifikacji frag-
mentow transkryptow badanych gendw w obecnosci barwnika fluorescencyjnego, ktéry wigze dwuni-
ciowe struktury DNA, np. SybrGreen.

Poziom ekspresji badanych genéw moze by¢ okreslany wzgledem genu referencyjnego i/lub krzy-
wej standardowej w sposéb odpowiednio wzgledny lub bezwzgledny.

W celu amplifikacji DNA badanego markera reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerach za-
pewniajacych odczyt fluorescenciji.

Profil termiczny reakcji gPCR:

| aktywacja polimerazy — optymalnie: 95°C, 5 — 15 min

Il 45 cykli:

1. 94-95°C,10-20s

2. 55-65°C, 10 - 30 s*

3. 72°C,1-10s**

[l 4°C, 10 s lub bez ograniczenia; az do schiodzenia probek

* zalezne od zestawu odczynnikéw i sekwencji zastosowanych starteréw

** na tym etapie nastepuje pomiar fluorescencji

Ocena ekspresji badanego genu polega na wykryciu w mieszaninie reakcyjnej jego unikatowe;j
sekwencji reprezentowanej przez specyficzny transkrypt czyli mRNA.

Aby prawidtowo oceni¢ ekspresje genu, najpierw nalezy przeprowadzi¢ reakcje odwrotnej tran-
skrypcji, w wyniku ktérej na matrycy mRNA uzyskuje sie tzw. DNA komplementarny, cDNA (ang. com-
plementary DNA). Ocena obecnosci i ilosci tego cDNA jest miarg ekspresji badanego genu.

Metoda gPCR pozwala obliczy¢ poczatkowa liczbe kopii badanego cDNA. Reakcja przebiega
w ten sposodb, ze z kazdym kolejnym cyklem ilo$¢ powstajacego specyficznego produktu (liczba kopii
cDNA) ulega podwojeniu. Wynik testu jest prezentowany za pomoca oprogramowania komputerowego
jako wartos¢ Cq (ang. quantification cycle). Przyrost liczby kopii produktu jest monitorowany, ale dopiero
od momentu osiagniecia poziomu detekcji, czyli momentu, w ktérym, w trakcie powielania cDNA, poziom
fluorescencji znacznika kwasu nukleinowego przekroczy prog nazywany Cq. Im wczesniej poziom fluo-
rescencji wzrasta do poziomu, ktéry umozliwia wiarygodny odczyt, tym wieksza jest poczatkowa liczba
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kopii badanej sekwencji w probce na poczatku reakcji. Tym samym, im mniejsza wartos¢ Cq, tym wyz-
szy poziom ekspresji badanego genu. Za prébe o zerowej ekspresji (Cq = 0 — brak ekspresji badanego
genu) uznaje sie taka, w ktérej amplifikacja specyficznego cDNA nie zachodzi (poziom fluorescencji nie
przekracza poziomu progowego) lub zachodzi dopiero po 40. cyklu reakcji gPCR.
Na bazie tego prostego algorytmu oznaczane sa réznice w poziomie ekspresji poszczegdlnych
gendw miedzy badanymi probkami (Tab. 1).
Tabela 1. Ocena wynikow reakcji qPCR

Amplifikacja Wynik Ekspresja genu
Cq <39 cyklu pozytywny stwierdzona*
Cq=40.Cykl watpliwy watpliwa
Cq > 40. Cyklu ncgatywny Brak
brak fluorescencji (Cq = 0) negatywny Brak

* im mizsza wartos¢ Cq, tym wyzsza ekspresja genu

Przeprowadzono szereg reakcji sprawdzajacych poprawnos¢ dziatania poszczegdlnych par star-
terow i sond molekularnych pozwalajacych na identyfikacje ekspresji genow CGB i hTERT w ludzkich
tkankach. W kazdym z przeprowadzonych eksperymentéw matryce do reakcji gPCR stanowit cDNA.
cDNA otrzymano wedtug standardowego protokotu reakcji syntezy, wykorzystujagc RNA wyizolowany
z badanej tkanki. W kazdym eksperymencie zastosowano kontrole negatywna, ktéra stanowita prawi-
dtowa tkanka (pobierana podczas operacji wykonywanych z przyczyn innych niz ztosliwy nowotwor).
Jedynie w przyktadzie 1 w kontroli negatywnej matryce zastgpiono woda.

Jak opisano w przyktadach wykonania, wykrywanie transkryptéw moze sie odbywac za pomocag
roznych metod: z zastosowaniem sond hydrolizujgcych lub z wykorzystaniem fluorescencyjnych barw-
nikéw DNA (np. Sybr Green).

Ocena ekspresji genéw CGB (CGB1-2 i CGB3-9) oraz hTERT opierata sie na wartosci Cq. Im
nizsza wartos¢ Cq, tym wyzsza ekspresja danego genu.

W przedstawionych ponizej przyktadach uzycia wynalazku kazdy wynik Cq < 40. cyklu Swiadczy
o ekspresji badanego genu. Cq > 40. cyklu lub Cq = 0 jednoznacznie $wiadczy o braku ekspres;ji.

Przyktad 1

Celem badania bylo stwierdzenie, czy za pomoca opracowanego zestawu diagnostycznego
mozna wykry¢ mRNA genow CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT w tkance guza piersi. Przygotowano stan-
dardowa mieszanine reakcyjng dla metody qPCR; dla oceny ekspresji badanych gendéw zastosowano
startery i sondy, ktére przedstawiono w Tab. 2.

Tabela 2. Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcji qPCR w przykiadzie 1

wykrywane geny

nazwa startera
Sensowego

nazwa startera
antysensowego

metoda detekcji
produktu qPCR

CGB1-2

Starter 1 CGB1/2 F

sekwencja nr 5

Starter 1 CGB1/2 R

sekwencja nr 6

Sonda CGB1/2

sekwencja nr 13

CGB3-9

Starter 1 CGB3-9 F

sekwencja or 1

Starter 1 CGB3-9R

sekwencja nr 2

Sonda CGB3-9

sekwencja nr 14

hTERT

Startcr 1 TERT F

sekwencja nr 9

Startcr 1 TERT R

sekwencja nr 10

Sonda hTERT

sekwencja nr 15

Matryce (czyli cDNA) do reakcji gPCR otrzymano wykorzystujac catkowite RNA wyizolowane
z tkanki ztodliwego guza piersi. Kontrola negatywna reakcji zawierata wode dodang w miejsce matrycy.
W wyniku przeprowadzonych reakcji potwierdzono aktywnos¢ gendéw CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT
w tkance guza piersi — wyniki przedstawiono w Tab. 3.
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Tabela 3. Wyniki reakcji qPCR potwierdzajgce ekspresje genow markerowych.
Badanie przeprowadzono na tkance raka piersi

wartos¢ Cq

ekspresja genu

badana tkanka: guz piersi

kontrola negatywna — H:O

CGBI1-2 29 0
CGB3-9 27 0
hTERT 29 0

Otrzymane wartosci Cq potwierdzaja obecnos¢ komdrek nowotworowych, reprezentowanych
przez transkrypty poszczegdlnych badanych gendéw w badanej tkance i moga swiadczyé o zwiekszonym
potencjale metastatycznym komorek guza piersi. Wartos¢ Cq réwna zero, ktéra oznacza brak ekspres;ji
badanych gendw, w przypadku kontroli negatywnej, gdzie matryce (cDNA) zastgpita woda $wiadczy
o prawidtowo przeprowadzonym eksperymencie.

Przyktad 2

Celem badania byto stwierdzenie, czy wykorzystujac alternatywne warianty starteréow mozna po-
twierdzi¢ aktywnos¢ genow CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT w tkance guza piersi. Postepowano tak jak
w przyktadzie 1 z ta roznica, ze uzyto innego zestawu starterow (Tab. 4.); matryca w reakcji gPCR, tak
jak w przyktadzie 1, byto cDNA z tkanki ztosliwego guza piersi.

Tabela 4. Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcji qPCR w przykiadzie 2

wykrywane geny

nazwa startera
sensowego

nazwa startera
antysensowego

metoda detekcji
produktu qPCR

sekwencja nr 11

sekwencja nr 12

CGBI1-2 Starter 2 CGB1/2 F Starter 2 CGB1/2 R Sonda CGB1/2
sckwencja nr 7 sckwencja nr § sckwencja nr 13

CGB3-9 Starter 2 CGB3-9F | Starter 2 CGB3-9R Sonda CGB3-9
sekwencja nr 3 sekwencja nr 4 sekwencja nr 14

hTERT Starter 2 TERT F Starter 2 TERT R Sonda hTERT

sekwencja nr 15

W wyniku reakcji gPCR przeprowadzonych z wykorzystaniem alternatywnego zestawu starterow
uzyskano wyniki potwierdzajace aktywnosc¢ transkrypcyjna gendw CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT
w tkance guza piersi (Tab. 5) na takim samym poziomie dla poszczegoinych gendw jak w przyktadzie 1
(czego dowodzg wartosci Cq). Pokazuje to, ze oba zestawy starteréw dla kazdego z genow zostaty
zaprojektowane prawidtowo i wykazuja ten sam poziom ekspresji dla poszczegdlnych gendw.

Tabela 5. Wyniki reakcji qPCR. Badanie przeprowadzono na tkance guza piersi

wartos¢ Cq

ekspresja genu

badana tkanka: guz piersi

kontrola negatywna: H;O

CGBI1-2 29 0

CGB3-9 27 0

hTERT 29 0
Przykiad 3

Celem badania bylo stwierdzenie, czy za pomoca opracowanego zestawu diagnostycznego
mozna potwierdzi¢ aktywnos¢ transkrypcyjna gendw CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT w tkance guza
jajnika. Zastosowano sktad zestawu diagnostycznego podany w Tab. 6. Badang prébe stanowita tkanka
raka jajnika. Kontrole negatywna stanowita tkanka jajnika niezmienionego nowotworowo.
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Tabela 6. Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcji qPCR w przykiadzie 3

wykrywane geny

nazwa startera
sensowego

nazwa startera
antysensowego

metoda detekcji
produktu qPCR

sekwencja nr 11

sekwencja nr 12

CGB1-2 Starter 2 CGB1/2 F | Starter 2 CGB1/2 R Sonda CGB1/2
sekwencja nr 7 sekwencja nr 8 sekwencja nr 13

CGB3-9 Starter 1 CGB3-9 F | Starter 1 CGB3-9 R Sonda CGB3-9
sekwencja nr 1 sekwencja nr 2 sekwencja nr 14

hTERT Starter 2 TERT F Starter 2 TERT R Sonda hTERT

sekwencja nr 15

W wyniku przeprowadzonych reakcji uzyskano wyniki (Tab. 7) potwierdzajace aktywnos¢ tran-

skrypcyjna genow CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT w tkance guza jajnika.
Tabela 7. Wyniki reakcji qPCR. Badanie przeprowadzono na tkance guza jajnika

wartos¢ Cq
ekspresja genu badana tkanka: guz jajnika | kontrola negatywna: zdrowy jajnik
CGB1-2 25 0
CGB3-9 25 0
hTERT 30 0

Stosunkowo wysokie wartosci Cq otrzymane w przypadku analizy ekspresji genow CGB moga
Swiadczy¢ o zwiekszonej ztosliwosci komorek raka jajnika. Wykonany eksperyment nie wykazat aktyw-
nosci transkrypcyjna genow CGB i hTERT w jajniku niewykazujacym zmian nowotworowych. Wartos¢
Cqg=0 dla kontroli negatywnej, gdzie matryce (cDNA) reakcji gPCR uzyskano z tkanki jajnika bez zmian
nowotworowych potwierdza zatozenia wynalazku: w prawidtowe]j tkance jajnika brak ekspresji gendow
CGB i hTERT.

Przyktad 4

Celem badania bylo stwierdzenie, czy za pomoca opracowanego zestawu diagnostycznego
mozna potwierdzi¢ aktywnos¢ transkrypcyjna gendw CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT w krwi pacjentki
z rakiem piersi, wskazujaca na obecnos¢ komorek raka krazacych we krwi (CTC). Zastosowano sktad
zestawu diagnostycznego podany w Tab. 8. Badang probe stanowity komérki krwi pacjentki z rakiem
piersi. Kontrole negatywna stanowita krew zdrowej ochotniczki.

Tabela 8. Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcji qPCR w przykiadzie 4

wykrywane geny

nazwa startera
sensowego

nazwa startera
antysensowego

metoda detekcji
produktu qPCR

sekwencja nr 9

sekwencja nr 10

CGB1-2 Starter | CGB1/2 F | Starter 1 CGB1/2 R Sonda CGB1/2
sekwencja nr 5 sekwencja nr 6 sekwencjanr 13
CGB3-9 Starter 2 CGB3-9 F | Starter 2 CGB3-9 R Sonda CGB3-9
sekwencja nr 1 sekwencja nr 2 sekwencja nr 14
hTERT Starter 1 TERTF Starter | TERTR Sonda hTERT

sckwencja nr 15

Wyniki reakcji gPCR przedstawiono w tabeli 9. Wykazuja one aktywnos¢ gendw CGB1-2 i CGB3-
-9 oraz genu hTERT w krwi pacjentki z rakiem. Nie wykazano aktywnosci badanych genow w krwi zdro-
wej ochotniczki.
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Tabela 9. Wyniki reakcji qPCR. Badanie przeprowadzono na krwi pacjentki z rakiem piersi

wartos¢ Cq

ekspresja genu

badana tkanka: krew pacjentki
z rakiem piersi

kontrola negatywna: krew
zdrowej ochotniczki

CGBI-2 32 0
CGB3-9 29
hTERT 32

Potwierdzenie ekspresji genow CGB i hTERT w krwi pacjentki z rakiem piersi S$wiadczy o obecnosci
komorek raka krazacych we krwi (CTC). Obecnos¢ tych komdrek jest z kolei wyznacznikiem metastazy.
Wartos¢ Cq=0 w kontroli negatywnej, gdzie matryce (cDNA) do gPCR uzyskano z komorek krwi zdrowej
ochotniczki potwierdza zatozenia wynalazku: w krwi zdrowej osoby brak ekspresji genow CGB i hTERT.

Przyktad 5

Celem badania bylo stwierdzenie, czy za pomoca opracowanego zestawu diagnostycznego
mozna potwierdzi¢ aktywnos¢ transkrypcyjna genow CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT w komérkach obec-
nych w wysieku z optucnej pacjenta ze stwierdzonym drobnokomdrkowym rakiem ptuca. Zastosowano
sktad zestawu diagnostycznego podany w tabeli 10. Badang probe stanowity komérki obecne w wysieku
z optucnej pacjenta ze stwierdzonym drobnokomérkowym rakiem ptuca. Kontrole negatywna reakc;ji
stanowito cDNA uzyskane na matrycy RNA wyizolowanego z komdrek obecnych w wysieku z optucnej
pacjenta leczonego z przyczyn innych niz nowotwor.

Tabela 10. Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcji qPCR w przykiadzie 5

wykrywane geny

nazwa startera
sensowego

nazwa startera
antysensowego

metoda detekcji
produktu qPCR

CGBI1-2

Starter 2 CGB1/2 F

sekwencja nr 7

Starter 2 CGB1/2 R

sekwencja nr 8

Sonda CGB1/2

sekwencja nr 13

CGB3-9

Starter 2 CGB3-9 F

sekwencja nr 3

Starter 2 CGB3-9 R

sekwencja nr 4

Sonda CGB3-9

sckwencja nr 14

hTERT

Starter 1 TERT F

sekwencja nr 9

Starter 1 TERT R

sekwencja ar 10

Sonda hTERT

sekwencja nr 15

W wyniku przeprowadzonych reakcji gPCR uzyskano wyniki (Tab. 11) potwierdzajace aktywnos¢
transkrypcyjna gendw CGB 1-2 i CGB3-9 oraz hTERT w komarkach uzyskanych z wysieku z optucnej pa-
cjenta z rakiem ptuca. W kontroli negatywnej — w komdrkach obecnych w wysieku z optucnej pacjenta le-
czonego z przyczyn innych niz nowotwor, geny CGB i hTERT nie byty aktywne transkrypcyjnie (Tab. 11).

Tabela 11. Wyniki reakcji qPCR. Badanie przeprowadzono na komoérkach izolowanych
z wysieku z optucnej pacjenta z rakiem ptuca i pacjenta bez zmian nowotworowych

wartos¢ Cq
ekspresja badana tkanka: wysi¢k z kontrola negatywna: wysigk z
genu oplucnej pacjenta z rakiem oplucnej pacjenta bez raka
CGB1-2 34 0
CGB3-9 28 0
hTERT 33 0

Potwierdzenie ekspresji genéw CGB i hTERT w komorkach uzyskanych z wysieku z optucne;
pacj enta z rakiem ptuca $wiadczy o obecnosci komorek raka w badanym ptynie. Wartos¢ Cq=0 w kon-
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troli negatywnej, gdzie matryce (cDNA) do gPCR uzyskano z komérek pacjenta leczacego sie z przy-
czyn innych niz nowotwér potwierdza zatozenia wynalazku: w wysieku pacjenta nie chorujgcego na
nowotwor brak ekspresji genow CGB i hTERT.

Przyktad 6

Celem badania bylo stwierdzenie, czy za pomoca opracowanego zestawu diagnostycznego
mozna zaobserwowac aktywnos¢ gendw CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT bez uzycia sond hydrolizuja-
cych. Zastosowano zestaw starteréw identyczny jak przyktadzie 1., roznicg byto to, Zze do mieszanin
reakcyjnych wykrywajacych aktywnosc¢ transkrypcyjna genow CGB1-2, CGB3-9 i hTERT nie dodano
odpowiednich sond (Tab. 12.); wyniki reakcji byty identyfikowane dzieki zastosowaniu fluorescencyj-
nego barwnika Sybr Green. Badana probe stanowita tkanka ztosliwego guza jelita grubego. Kontrole
negatywna reakcji stanowita tkanka jelita grubego bez zmian nowotworowych.

Tabela 12. Zestawienie starteréw wykorzystanych w reakcji qPCR w przykladzie 6

wykrywane geny

nazwa startera
sensowego

nazwa startera
antysensowego

metoda detekcji
produktu gPCR

Starter 1 CGB1/2 F

Starter | CGB1/2 R

sekwencjanr 9

sekwencja nr 10

CGBI1-2 . ) i Sybr Green
sekwencja nr 5 sekwencja nr 6
Starter 1 CGB3-9F | Starter | CGB3-9R
CGB3-9 . . Sybr Green
sckwencja nr 1 sckwencja nr 2
Starter 1 TERT F Starter 1 TERTR
hTERT Sybr Green

W wyniku przeprowadzonych reakcji gPCR uzyskano wyniki (Tab. 13.) wskazujace na aktywnos¢
gendéw CGB 1-2 i CGB3-9 oraz hTERT w tkance guza jelita z wykorzystaniem zestawu starterow jak
w przyktadzie 1., jednak z zastosowaniem barwnika Sybr Green. W prawidtowej tkance jelita grubego
nie stwierdzono aktywnosci transkrypcyjnej badanych genéw.

Tabela 13. Wyniki reakcji qPCR. Badanie przeprowadzono na tkance guza jelita grubego

warto$¢ Cq

kontrola negatywna: tkanka jelita
ekspresja genu badana tkanka: guz jelita gaty J

niezmienionego nowotworowo

CGBI1-2 26 0
CGB3-9 23 0
hTERT 24 0

Potwierdzenie ekspresji gendw CGB i hTERT w komorkach uzyskanych z tkanki guza jelita gru-
bego $wiadczy o: (i) obecnosci komorek nowotworowych w badanym guzie jelita oraz fakcie, ze (ii)
ekspresje badanych genéw mozna zidentyfikowac rowniez bez zastosowania sondy hydrolizujacej, je-
dynie z uzyciem specyficznych starterow i barwnika DNA. Ponadto, niskie wartosci Cq otrzymane
w przypadku analizy ekspresji badanych gendw moga swiadczy¢ o zaawansowaniu i/lub zwiekszone;j
ztosliwosci badanego nowotworu. Wartos¢ Cq=0 w kontroli negatywnej, gdzie matryce (cDNA) do gPCR
uzyskano z komorek jelita bez zmian nowotworowych potwierdza zatozenia wynalazku: w tkance pra-
widtowego jelita brak ekspresji genow CGB i hTERT.

Przyktad 7

Celem badania bylo stwierdzenie, czy za pomoca opracowanego zestawu diagnostycznego
mozna zaobserwowac¢ aktywnos¢ transkrypcyjna genéw CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT w potencjalnym
przerzucie regionalnym, tj. w pachowym wezle chtonnym pacjentki z rakiem piersi. Zastosowano sktad
zestawu diagnostycznego podany w tabeli 14. Badang probke stanowita tkanka pachowego wezta
chtonnego pacjentki z rozsianym rakiem piersi. Kontrole negatywng stanowita tkanka prawidtowego we-
zta chtonnego.
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Tabela 14. Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcji qPCR w przykladzie 7

nazwa startera nazwa startera metoda detekcji
wykrywane geny sensowego antysensowego produktu qPCR
CGB1-2 Starter 1 CGB1/2 F Starter | CGB1/2 R Sybr Green
sekwencja nr 5 sekwencja nr 6
CGB3-9 Starter 2 CGB3-9 F | Starter 2 CGB3-9 R Sybr Green
sekwencja nr 3 sekwencja nr 4
hTERT Starter 2 TERT F Starter 2 TERT R Sybr Green
sekwencja nr 11 sekwencja nr 12

W wyniku przeprowadzonych reakcji gPCR wykazano aktywnos¢ genow CGB1-2 i CGB3-9 oraz
hTERT w tkance wezta chtonnego pacjentki z rakiem piersi (Tab. 15). W wezle o prawidiowej budowie
nie zaobserwowano aktywnosci badanych gendw.

Tabela 15. Wyniki reakcji qPCR. Badanie przeprowadzono na tkance
wezia chlonnego pacjentki z rakiem piersi

wartos¢ Cq

kontrola negatywna: wezel chlonny
od pacjentki bez raka

badana tkanka: wezel chlonny

ekspresja genu
presias pacjentki z rakiem piersi

CGBI-2 28 0
CGB3-9 30 0
hTERT 30 0

Potwierdzenie ekspresji genow CGB i hTERT w komorkach uzyskanych z tkanki wezta chtonnego
pacjentki z rakiem piersi swiadczy o inwazji komoérek nowotworu i powstaniu przerzutu regionalnego.
Ponadto, wyniki potwierdzajg wynik badania histopatologicznego, wskazujacy na zmiany nowotworowe
w pachowym wezle chtonnym pacjentki z rakiem piersi. Wartos¢ Cq w kontroli negatywnej, gdzie ma-
tryce (cDNA) do gPCR uzyskano z komorek wezta chtonnego bez zmian nowotworowych potwierdza
zatozenia wynalazku: w prawidtowej tkance brak ekspresji genéw CGB i hTERT.

Przyktad 8

Celem badania byto stwierdzenie, czy rak jajnika dokonuje inwazji na sasiadujace tkanki za po-
moca opracowanego zestawu diagnostycznego wykazujacego aktywnos¢ genow CGB1-2 i CGB3-9
oraz hTERT. Zastosowano sktad zestawu diagnostycznego podany w tabeli 16. Badang probe stanowita
tkanka otrzewnej pacjentki z rakiem jajnika. Kontrole negatywna stanowita tkanka otrzewnej uzyskana
podczas operacji przeprowadzonej z przyczyn innych niz ztosliwy nowotwor.

Tabela 16. Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcji qPCR w przykiadzie 8

nazwa startera nazwa startera metoda detekcji
wykrywane geny sensowego antysensowego produktu qPCR
CGB1-2 Starter 1 CGB1/2 F | Starter | CGB1/2 R Sybr Green
sekwencja nr S sekwencja nr 6
CGB3-9 Starter | CGB3-9F | Starter 1 CGB3-9 R Sybr Green
sekwencja nr 1 sekwencja ur 2
hTERT Starter 2 TERT F Starter 2 TERT R Sybr Green
sekwencja nr 11 sekwencja nr 12

Wyniki reakcji qPCR przedstawiono w tabeli 17. Wskazuja one, ze w tkance otrzewne] pacjentki

z rakiem jajnika geny CGB (CGB1-2 i CGB3-9) sa aktywne; nie wykazano natomiast aktywnosci genu
hTERT. Tkanka otrzewnej pacjentki bez raka nie wykazywata aktywnosci transkrypcyjnej badanych gendw.
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Tabela 17. Wyniki reakcji qPCR. Badanie przeprowadzono
na tkance otrzewnej pacjentki z rakiem jajnika

warto$¢ Cq
) badana tkanka: otrzewna kontrola negatywna: otrzewna
ekspresja genu . . C ... . .
pacjentki z rakiem jajnika pacjentki bez raka
CGBI1-2 28 0
CGB3-9 30 0
hTERT 0 0

Potwierdzenie ekspresji genow CGB w komdrkach uzyskanych z tkanki otrzewnej pacjentki
z rakiem jajnika swiadczy o inwazji komorek raka w jamie brzusznej. Brak ekspresji genu hTERT nie
wptywa na informatywnos$¢ otrzymanego wyniku, poniewaz — jak zaznaczono powyzej — nie wszystkie
komorki raka charakteryzuja sie ekspresja kazdego z genéw specyficznych dla ztosliwego nowotworu.
Wartos¢ Cq w kontroli negatywnej, gdzie matryce (cDNA) do gPCR uzyskano z komorek otrzewnej bez
zmian nowotworowych potwierdza zatozenia wynalazku: w prawidiowe] tkance brak ekspresji genéw
zaréwno CGB jak i hTERT.

Przyktad 9

Celem badania byto stwierdzenie, czy zmiana w ptucach pacjenta z rakiem prostaty jest zmiang
nowotworowa, np. potencjalnym przerzutem odlegtym. Wykorzystano opracowany zestaw diagno-
styczny wykazujacy aktywnosé gendéw CGB1-2 i CGB3-9 oraz hTERT.

Zastosowano sktad kompozycji diagnostycznej podany w tabeli 18. Badang prébe stanowita po-
brana podczas biopsji zmieniona tkanka ptuca pacjenta z rakiem prostaty. Kontrole negatywna stano-
wita tkanka ptuca niezmieniona nowotworowo.

Tabela 18. Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcji qPCR w przykiadzie 9

nazwa startera nazwa startera metoda detekeji
wykrywane geny sensowego antysensowego produktu qPCR
CGB1-2 Startcr 2 CGB1/2F | Starter 2 CGB1/2 R Sybr Green
sekwencja nr 7 sekwencja nr 8
CGB3-9 Starter 1 CGB3-9F | Starter | CGB3-9R Sybr Green
sekwencja nr 1 sekwencja nr 2
hTERT Starter | TERT F Starter ] TERT R Sybr Green
sekwencja nr 9 sekwencja nr 10

Wyniki reakcji gPCR przedstawiono w tabeli 19. W zmienionej nowotworowo tkance ptuca geny
CGB3-9i hTERT byty aktywne transkrypcyjnie; nie wykazano aktywnosci transkrypcyjnej genéw CGB1-
-2. W prawidtowej tkance nie stwierdzono ekspresji badanych genéw.

Tabela 19. Wyniki reakcji qPCR. Badanie przeprowadzono na tkance
przerzutu do piluca z prostaty — ogniska pierwotnego nowotworu

wartos$¢ Cq
] badana tkanka: bioptat pluca u kontrola negatywna:
ekspresja genu . . .
pacjenta z rakiem prostaty prawidlowa tkanka
CGB1-2 0 0
CGB3-9 33 0
hTERT 32 U]

Potwierdzenie ekspresji genow CGB3-9 i hTERT w komorkach uzyskanych podczas biopsji
zmiany w ptucu pacjenta z rakiem prostaty Swiadczy o inwazji komérek nowotworu i powstaniu przerzutu
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odlegtego. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze w ptucu pacjenta z rakiem prostaty doszto do powsta-
nia ogniska nowotworowego; badanie histopatologiczne potwierdzito, Ze jest to przerzut odlegty. Brak
ekspresji gendw CGB1-2 nie zmienia informatywnosci wyniku, poniewaz — jak zaznaczono powyzej —
nie wszystkie komorki raka charakteryzuja sie ekspresjg kazdego z genéw specyficznych dla ztosliwego
nowotworu. Wartos¢ Cq w kontroli negatywnej, gdzie matryce (cDNA) do gPCR uzyskano z komorek
bez zmian nowotworowych potwierdza zatozenia wynalazku: w prawidtowej tkance brak ekspresji ge-
néw zaréwno CGB jak i hTERT.

<110> Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
<120> Zestaw diagnostyczny do wykrywania krazacych komdrek
nowotworowych (CTC) oraz jego zastosowanie do identyfikacji
komérek nowotworowych
<130> P.433746
<140> P.433746
<141> 2023-11-07
<160> 24
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211> 25
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 1
gtgtcsagct cacyccagca tccta 25
<210> 2
<21l1> 19
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 2
agcagcccct ggaacatct 19
<210>
<211> 21
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 3
tagtgtcsag ctcacyccag c 21
<210> 4
<211> 19
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 4
cagcccctgg aacatctcce 19
<210> 5

<211>

20



<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 5
cccecacgga gactcaattt

<210> 6

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

acatgtctct ctcttagegqg ¢

<210> 7

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7
acacccectea cteectgte

<210> 8
<211> 20
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> §
atatcttccg caagcactgg

<210> 9
<211> 19
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9
cttcatcccc aagcctgac

<210> 10
<211> 17
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10
cgcteggecee tectttte

<210> 11
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20

21

19

20

19

17
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<211> 20
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 11
gccgattgtg aacatggact

<210> 12
<211> 18
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 12
caccctcgag gtgagacg

<210> 13
<211> 21
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13
6FAM ctttccatgt ccacatyccce a BBQ

<210> 14
<21l1> 28
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14
6FAM ccgaggtyta aagccaggta cacsaggc BBQ

<210> 15
<211> 19
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15
6FAM cgtcgtggga gccagaacg BBQ

<210> 16
<211> 732
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer bind
<222> (124)..(143)

17

20

18

21

28

19
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<223>

<220>

<221> primer_bind
<z222> (149)..(1le9)
<223>

<220>

<221> mnisc binding
<222> (171)..(192)
<223>

<220>

<221> primer_bind
<222> (190)..(210)
<223>

<220>

<221> primer bind
<222> (211)..(230)
<223>

<400> 1

ccccagggec agtgagggece
gcatctgaga gagagcagcc
ccaacacccc tcactccctg

acattcccag

gctgttgctg

gtgccgeeee

cgtcaacacc

cctgeccggcce

gctecctgge

tcaatgtgca

gacctgtgat

tccaagtcca

tctcaatccg

tgcttgcgga

ctgctgagca

atcaatgcca

accatctgtg

ctgcctcagg

tgccegegeg

ctctgccgcc

gacccccegcet

tccecgtetece

ca
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Miejsce hybrydyzacji startera CGBLl/2F

Miejsce hybrydyzacji startera CGB1/2F

Miejsce hybrydyzacji sondy CGBl/2F Nr

Miejsce hybrydyzacji startera CGBl/2R

Miejsce hybrydyzacji startera CGBl/2F

<210>
<211>
<212>

17
732
DNA

ctgcgttcceg

aattgggtcc

tctcactccc

agatatcccg

tgggcgggac

ccetggetgt

ccgyctactg

tggtgtgcaa

gcgtgaacece

gcagcaccac

tccaggactc

cggggccecta

tggcgcecccee

gctgactctg

ccacggagac

ctaagagaga

atgggcatcc

ggagaaggag

ccccaccatg

ctaccgcgat

cgtggtctce

tgactgcggg

ctcttcctea

ggacaccceg

nr 7

nr 5

13

nr 8

nr 6

tggagggagg

gccaggttcc

tcaatttact

gacatgtcaa

aaggagccgc

ggctgccceqy

acccgcgtge

gtgcgcttcg

tacgceegtgy

ggtcccaagqg

aaggcccectce

atcctcccac

aaggggaact

cgtgccgegt

ttccatgtcc

agaggctgct

ttcggccacg

tgtgcatcac

tgcaggygggt

agtccatccg

ctctecagetg

accacccctt

cccccagect

aataaaggct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

732
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<213> Homo sapiens

<220>

<221> primer bind

<222> (124)..(143)

<223> Miejsce hybrydyzacji startera CGB1l/2F nr 7
<220>

<221> primer bind

<222> (149)..(169)

<223> Miejsce hybrydyzacji startera CGB1/2F nr 5
<220>

<221> misc_binding

<222> (171)..(192)

<223> Miejsce hybrydyzacji sondy CGB1/2 nr 13

<220>

<221> primer bind

<222> (190)..(210)

<223> Miejsce hybrydyzacji Startera CGBLl/2R nr 8
<220>

<221> primer_ bind

<222> (211)..(230)

<223> Miejsce hybrydyzacji Startera CGBl/2R nr 6
<400> 1

ccccagggcc agtgagggcc ctgcgttccg tggcgccccc tggagggagg
gtatctgaga gagagcagcc aattgggtcc gctgactccg gccgggttcc
ccaacacccc tcactccctg tctcactccc ccacggagac tcaatttact
acatccccag tgcttgcgga agatatcccg ctaagagaga gacatgtcaa
gctgttgctg ctgctgagca tgggcgggac atgggcatcc aaggagccegce
gtgccgccce atcaatgcca ccctggcectgt ggagaaggag ggctgccccg
cgtcaacacc accatctgtg ccggctactg ccccaccatg acccgcgtgce
cctgecggec ctgectcagg tggtgtgcaa ctaccgcecgat gtgegetteg
gctccectgge tgcccgcgcecg gcgtgaaccce cgtggtctec tacgecgtgg
tcaatgtgca ctctgccgcc gcagcaccac tgactgcggg ggtcccaagg
gacctgtgat gacccccgct tccaggcctc ctcttcctca aaggcccctce
tccaagccca tcccgactcc cggggccctc agacaccccg atcctcccac

aaggggaact

cgtgccgegt

ttccatgtcc

aggggctgct

ttcggccacg

tgtgcatcac

tgcagggggt

agtccatccecg

ctctcagctg

accacccctt

cccccagect

aataaaggct

60

120

240

300

360

420

540

600

660

720

19
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tctcaatccg
<210> 18
<211> 859
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 1
ctggagggag

ggccgggttce

ctcaatttac

agacatgtca

gaaagactgc

aggggcagac

ggctgctgcet

ggccacggtg

gcatcaccgt

ca

Homce sapiens

primer bind
(85)..(104)
Miejsce hybrydyzacZi

primer bind
(108)..(128)
Miejsce hybrydyzacji

misc_binding
(130)..(151)
Miejsce hybrydyzacji

primer_bind
(147)..(167)
Miejsce hybrydyzacji

primer bind
(165)..(186)
Miejsce hybrydyzacji

gaaggggaac

ccgtgeccgceg

tttecatgte

aaggtagggt

agggcccectg

cagtgtgagc

gttgctgctg

ccgccccatce

caacaccacc
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tgtatctgag

tccaacaccc

cacatcccca

agatcgacat

ggcaccttcc

tgtggaagga

ctgagcatgg

aatgccaccc

atctgtgccg

agagagcagc

ctcactccct

gtgcttgegg

ttccaggcac

acctgcttcc

ggcctctttce

gcgggacatg

tggctgtgga

gctactgccc

startera CGBl/2F nr 7

startera CGB1l/2F nr 5

sondy CGBl/2 nr 13

startera CGBl/2R nr 8

startera CGBl/2R nr 6

caattgggtc

gtctcactcc

aagatatccc

caaagatgga

aggccatcac

tggaggagcg

ggcatccaag

gaaggagggc

caccatgacc

cgctgactcc

cccacggaga

gctaagagag

gatgttccag

tggcatgaga

tgacccccag

gagccgcttce

tgcceccgtgt

cgcgtgctgce

732

60

120

180

240

300

360

420

480

540



agggggtcect

ccatcegget

tcagetgtea

accccettgac

ccagccettece

aaaggcttct

<210> 19

<211> 933
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 1
tgcaggaaag

cggcctcctce

ctccctgtgce

cttcaccgtg

gccggccectg

ccetggetge

atgtgcacte

ctgtgatgac

aagcccatce

caatccgca

Homo sapiens

primer_ bind
(301)..(322)
Miejsce hybrydyzacji

primer bind
(301)..(326)
Miejsce hybrydyzacji

misc_binding
(361) ..(389)
Miejsce hybrydyzacji

primer bind
(406) .. (425)
Miedjsce hybrydyzacji

primer_bind
(408) ..(427)
Miejsce hybrydyzacji

cctcaagtag

ctggctccca

ctccagcctc

gtctccgect

PL 244526 B1

cctcaggtgg

cecgcgeggeg

tgccgecgea

cecccegettec

cgactceceegqg

aggagggttg

ggaccccacc

gactagtccc

cacccttggc

tgtgcaacta

tgaaccccegt

gcaccactga

aggectccte

ggccctcaga

aggcttcagt

ataggcagag

tagcactcga

gctggaccag

ccgegatgtyg

ggtctectac

ctgegggggt

ttcctcaaag

cacccecgatce

startera CGB3-9F nr 3

startera CGB3-9F nr 1

sondy CGB3-9 nr 14

startera CGB3-9R nr 4

startera CGB3-9R nr 2

ccagcacctt

gcaggccttc

cgactgagtc

tgagaggaga

cgcttcgagt

gcegtggete

cccaaggace

gececcctecce

ctcccacaat

tctcgggtca

ctacacccta

tctgaggtca

gggctggggce

600

660

720

21



gctcegetga

tagtgtcgag

ccgaggtata

ggctgctgct

ggccacggtg

gcatcaccgt

agggggtcct

ccatcecggcet

tcagctgtca

accccttgac

ccagccttcce

aaaggcttct

<210> 20

<211> 877
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

gccactcctg

ctcaccccag

aagccaggta

gttgctgctg

ccgccccatce

caacaccacc

gecggcccetg

ccctggetge

atgtgcactc

ctgtgatgac

aagcccatcc

caatccgcaa

Home sapiens

primer_bind
(259)..(284)
Miejsce hybrydyzacii

primer bind
(261)..(286)
Miejsce hybrydyzacji

misc_binding
(319)..(347)
Miejsce hybrydyzacijii

primer bind
(364) ..(385)
Miejsce hybrydyzacii

primer bind

PL 244526 B1

cgccccectg

catcctatca

cacgaggcag

ctgagcatgg

aatgccaccc

atctgtgccg

cctcaggtgg

ccgegeggeg

tgccgcecegea

ccccgcecttcece

cgactceccqgg

aaaaaaaaaa

gccttgtcta

cctcctggtg

gggacgcacce

gcgggacatg

tggctgtgga

gctactgccc

tgtgcaacta

tgaaccccgt

gcaccactga

aggactcctc

ggccctegga

aaa

cctcttgece

gccttgcegce

aaggatggag

ggcatccaag

gaaggagggc

caccatgacc

ccgegatgtyg

ggtctcctac

ctgcgggggt

ttcctcaaag

caccccgatce

startera CGB3-9F nr 3

startera CGB3-9F nr 1

Scndy CGB3-9 nr 14

startera CGB3-9R nr 2

cccgaggggt

ccccacaacc

atgttecagg

gagccgcttc

tgcccegtgt

cgcgtgctgce

cgettegagt

gccgtggcete

cccaaggacce

gcccctccce

ctcccacaat

300

360

420

480

540

€00

660

720

840

900

933



222>
<223>

<400> 1
agcactttgc

aggccttect

actgagtctc

agaggagagg

tcttgcccce

cttgccgccce

ggatggagat

catccaagga

aggagggctg

ccatgacccg

gcgatgtgeqg

tctcctacge

gcgggggtcc

cctcaaaggce

ccccgatcct

<210> 21

<211> 880

<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

DNA
Homo sapiens

(364)..(383)
Mie]jsce hybrydyzacji startera CGB3-SR nr 4

tegggtcacg

acaccctact

tgagatcact

gctggggcgce

cgaagggtta

ccacaacccc

gttccagggg

gccgcttcgg

ccccgtgtgc

cgtgctgcag

cttcgagtcce

cgtggctctc

caaggaccac

ccctececece

cccacaataa

primer_bind
(262)..(283)
Miejsce hybrydyzacji startera CGB3-9F nr 3

primer_ bind
(264)..(289)
Miejsce hybrydyzacji startera CGB3-SF nr 1

misc_binding

PL 244526 B1

gcctcctect

ccctgtgect

tcaccgtggt

tccgectgage

gtgtcgagcet

gaggtataaa

ctgctgctgt

ccacggtgcc

atcaccgtca

ggggtcctge

atcecggctec

agctgtcaat

cccttgacct

agccttccaa

aggcttctca

ggctceccagg

ccaggctcga

ctccgcectcea

cactcctgceg

caccccagca

gccaggtaca

tgctgctgcet

gccccatcaa

acaccaccat

cggccctgee

ctggctgccec

gtgcactctg

gtgatgaccc

gtccatcceg

atccgca

accccaccat

ctagtcccta

ccecttggege

cccccctgge

tcctacaacc

cgaggcaggg

gagcatgggc

tgccaccctg

ctgtgcecgge

tcaggtggtg

gcgcggegtyg

ccgccgcagce

ccgcttecag

actcecgggg

aggcagaggce

gcactcgacg

tggaccagtg

cttgtctacc

tcctggtggce

gacgcaccaa

gggacatggg

gctgtggaga

tactgcccca

tgcaactacc

aaccccgtgg

accactgact

gactcctctt

ccctcggaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

877

23
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<222> (322

y..(350)

PL 244526 B1

<223> Miejsce hybrydyzacji Sondy CGB3-9 nr 14

<220>

<221> primer bind

<222> (367

}.. (386)

<223> Miejsce hybrydyzacjl startera CGB3-9R nr 4

<220>

<221> primer bind

<222> (369

}..(388)

<223> Miejsce hybrydyzacji startera CGB3-9R nr 2

<400> 1
tccageacct

ggcaggcectt

acgactgagt

ctgaggggag

acttcteqgece

ggccttgacg

caaggatgga

gggcatccaqg

agaaggaggyg

ccaccatgac

accgcgatgt

tggtctecta

actgcggggqg

cttcctcaaa

acaccccgat

<210> 22

<211> 1863
<212> DNA
<213> Homo

<220>

ttctecgggte
cctacaccct
ctcagaggtc
aggactggge
ccecgaagga
cccccacaaa
gatgttccag
ggagatgctt
ctgccecgte
ccgcgtgetg
gcgcttegac
cgeegtgget
tcccaaggac
ggcccectecee

cctececacaa

sapiens

<221> primer bind

acggcctccet

actctctgtg

acttcaccgt

tgctccgetg

ttagtgtcca

cccgaggtat

gggctgctgce

cggccacggt

tgcatcaceq

cagggggtcc

tccatcegge

ctcaqgctgte

caccccttga

cccagcectte

taaaggcttc

cctgagttcece

cctccagccet

ggtctccgcece

agccactcct

gctcactcca

aaagccaggt

tgttgctgct

gccgecceat

tcaacaccac

tgccggccct

tcecectggetg

aatgtgcact

cctgtgatga

caagtccate

tcaatcceqgea

aagaccccecac

cgactagtcc

tcatccttgg

gtgcctccect

gcatcctaca

acaccaggca

gctgagcatg

caatgccacc

catctgtgee

gcctcaggtg

cccgegegge

ctgcegecge

ccccegcette

ccgactcceg

cataggcaga

ctagcactcg

cgctagacca

ggccttgtcet

acctcctggt

ggggacgcac

ggcgggacat

ctggctygtygg

ggctactgee

gtgtgcaact

gtgaaccccg

agcaccactg

caggcctcct

gggccctcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

880



PL 244526 B1

<222> (1245)..(1266)

<223> Miejsce hybrydyzacji startera CGB3-9F nr 3
<220>

<221> primer_bind

<222>  (1247)..(1272)

<223> Miejsce hybrydyzacji startera CGB3-9F nr 1
<220>

<221> misc binding

<222> (1304)..(1332)

<223> Miejsce hybrydyzacji Sondy CGB3-9 nr 14

<220>

<221> primer_bind

<222> (1350)..(1369)

<223> Miejsce hybrydyzacji startera CGB3-9R nr 4
<220>

<221> primer_bind

<222> (1352)..(1371)

<223> Miejsce hybrydyzacjli startera CGB3-9R nr 2
<400> 1

gctctaatcg cctgcacgaa gaaccccgcg ctgtctggcecc cacccttcac
cggggcgtcc tgaaccgccg ccagctctat ctgaccacct cggcgcggga
tatcccaaga cggagccgtc cggatacccc cgcaaggact acctgaccta
gaagagacgc cccaactctg gagtcacgac ccgcagcggc agccctgtct
aggccgcctc gagcgccgca cggcgggcca tgtctcecgge tcaggaaacc
cgccgcaccc gctccgeccgg ctcgaccgect tccgecccget ggaggcgact
cccactggaa gcccctgccg ggcatacaca gcgtcccgaa agcctacagce
ccecgcetcagg cegcectgtaag ccggggctag tgggagectg ccgggccage
acacgcccce tggcgtgggg gcggagcaga gctctgggca gccgctcact
ggacctaggt gggctcgcac tcattaagtc tatccgcagt gtggggacag
gacacgccca ctcagctgeg gctggatcge ggggaaggga ctaagtccag
ccgaggctgec ggccccgcegg gcaggacaca cctectgegg gectattcaa
aatcacctga agcacacgca tttcecgggga ccegcetecggg catcectgget
gtgggcggaqg gttcctaagg gagaggtggg gctcgggctg aatccctegt
ctgggtcaag tggcttccct ggcagcacag tcacggggag accctctctc

agtatccgac

cttteggttc

ctggagctta

ctgctcttec

tacagctcct

tggggtggee

accgagaact

¢ccecacccecag

acgcggtgtce

gactagccca

acaatgtcct

taatcagtta

tgagggtagg

tggggggcat

actgggcaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

25



agctaagtcc

gtagaggagg

ccCaagaccc

cctegactag

gcctcatcct

cctgtgecctc

ccagcatcct

ggtacaccag

gctgcetgage

catcaatgcc

caccatctgt

cctgcctcag

ctgeccegege

actctgccgce

tgacccccgce

atcccgactc

gca

<210> 23

<211> 887

<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

DNA
Hemo sapiens

gaagccgcgce

gttgaggctt

caccataggc

tcectagceac

tggcgctaga

cctggecttg

acaacctcct

gcaggggacg

atgggcggga

accctggcectg

gccggctact

gtggtgtgca

ggcgtgaacce

cgcagcacca

ttccaggcect

ccggggccct

primer bind
(269) ..(290)
Miejsce hybrydyzacji startera CGB3-9F nr 3

primer bind
(271) .. (296)
Miejsce hybrydyzacji startera CGB3-9F nr 1

PL 244526 B1

ccctcctgtt

cagtccagca

agaggcaggce

tcgacgacty

ccactgaggg

tctacttcte

ggtggccttg

caccaaggat

catgggcate

tggagaagga

gccccaccat

actaccgcga

ccgtggtete

ctgactgcgg

cctcttecte

cagacacccc

aggttggact

cctttetegg

cttcctacac

agtctcagag

gagaggactg

gccccecgaa

acgcccccac

ggagatgtte

cagggagatg

gggctgcceccc

gacccgegtg

tgtgcgcttc

ctacgceegtg

gggtcccaag

aaaggcccct

gatcctccca

gtggtgcagg

gtcacggcct

cctactctct

gtcacttcac

gggtgctccg

gggttagtgt

aaacccgagg

caggggcectge

ctteggecac

gtgtgcatca

ctgcagggygyg

gagtccatcc

gctctcagcet

gaccacccct

ccccceccagcec

caataaaggc

aatggctcaa

ccteectggtt

gtgcctccag

cgtggtcetec

ctgagccact

ccagctcact

tataaagcca

tgctgttygcet

ggtgccgece

ccgtcaacac

tcctgccggce

ggctccctgg

gtcaatgtgce

tgacctgtga

ttccaagtcc

ttctcaatcc

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1863



<221> primer_bind
<222> (374)..(393)
<223>

<220>

<221> primer bind
<222> (376)..(395)
<223>

<220>

<221> mnisc_binding
<222> (392)..(420)
<223>

<400> 1

gcttcagtcc agcacctttc
aggcagaggc aggccttcct
gcactcgacg actgagtctc
tggaccagtyg agaggagagg
cttgtctacc tcttgcccecce
tcectggtgge cttgcecgece
gacacaccaa ggatggagat
gggacatggg catccaagga
gctgtggaga aggagggctg
tactgcccca ccatgacccg
tgcaactacc gcgatgtgcg
aaccccgtgg tctectacgc
accactgact gcgggggtcce
gactcctctt cctcaaaggc
ccctcggaca ccccgatcct
<210> 24

<211> 3210

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<220>

<221> primer bind
<222> (1866)..(1885)

PL 244526 B1

tcgggtcacg

acaccctact

tgaggtcact

gctggggege

cgaagggtta

ccacaaccce

gttccagggg

gcegettegy

ccccgtagtge

cgtgctgcag

cttcgagtcc

cgtggctctce

caaggaccac

ccctcececcecce

cccacaataa

Miejsce hybrydyzacji Sondy CGB3-9 nr

gcctcctcct

ccctgtgect

tcaccgtggt

teegetgage

gtgtcgagct

gaggtttaaa

ctgctgctgt

ccacggtgece

atcaccqgtca

ggggtcctgc

atccggctcce

agctgtcaat

ceecttgacct

agccttccaa

aggcttctca

Miejsce hybrydyzaciji startera CGB3-9R nr 4

Miejsce hybrydyzacji startera CGB3-9R nr 2

14

ggctcccagg

ccaggctcga

ctccgcectca

cactectgeg

cactccagca

gccaggtaca

tgctgctgct

gccccatcaa

acaccaccat

cggccctgcece

ctggctgccce

gtgcactctg

gtgatgacce

gtccatcccg

atccgca

accccaccat

ctagtcccta

cccttggegce

ceeceetgge

tcctacaacce

cgaggcaggg

gagcatgggc

tgccaccctg

ctgtgccggce

tcaggtggtg

gcgeggegtyg

ccgccgcagce

cecgcttecag

actcccgggg

300

360

420

540

600

660

720

27



28

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Miejsce hybrydyzacji

primer_bind
(18693)..(1913)
Miejsce hybrydyzacji

misc_binding
(1914)..(1933)
Miejsce hybrydyzac’i

primer bind
(1940)..(1558)
Miejsce hybrydyzac-i

primer bind
(1856)..(1974)
Miejsce hybrydyzacji

1

PL 244526 B1

startera TERT

startera TERT

sondy TERT nr 15

startera TERT R

startera TERT R

atgccgegeg

gtgctgccgce

cgcggggacc

gacgcacggc

gtggcccgag

ttcgcgcectge

agctacctgc

ctgcgccgeg

ctggtggete

gccactcagg

cgggcctgga

gcgaggagge

ggcgctgcecce

aggacgcgtg

gaagccacct

ctccecgetg

tggccacgtt

cggcggcttt

cgccccccgce

tgctgcagag

tggacggggce

ccadacacygtl

tgggcgacga

ccagetgege

cccggeccecec

accatagcgt

gcgggggcag

ctgagccgga

gaccgagtga

ctttggaggg

ccgagcegtg cgetcccetge

cgtgcggecgce

ccgcgcgctg

cgcccecctcee

gctgtgcgag

¢cgcgggygygc

gaccyacgca

cgtgctggtt

ctaccaggtg

gccacacgct

cagggaggcc

tgccagccga

gcggacgcecce

ccgtggtttc

tgcgctctct

ctggggceccc

gtggcccagt

ttccgeccagg

cgcggcgcga

ccceccgagg

ctgcggggga

cacctgctgg

tgcgggecge

agtggacccc

ggggtccccc

agtctgcegt

gttgggcagg

tgtgtggtgt

ggcacgcgcc

F nr 9

Fnr 11

nr 10

nr 12

tgcgecageca

agggctggcg

gcetggtgtg

tgtcctgect

agaacgtgct

ccttcaccac

gcggggcylg

cacgctgcgce

cgctgtacca

gaaggcgtct

tgggcctgcecce

tgcccaagag

ggtcctgggce

cacctgccag

actcccaccce

ctaccgcegag

gctggtgcag

cgtgccctygg

gaaggagctg

ggccttcggce

cagcgtgcgce

9gg9gyctgcty

gctctttgtg

gcteggeget

gggatgcgaa

agccccgggt

gcccaggcgt

ccacccgggce

acccgccgaa

atccgtgggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500



cgccagcacce

tgtceeccegy

ctgcggccecct

gtggagacca

cgcctgececece

gcgcagtgcc

ccageagceqg

gaggacacag

gtgtacggct

aggcacaacg

gccaagctct

cgcaggagcc

ctggccaagt

ttttatgtca

tggagcaagt

ctgtcggaag

ctccgcttca

ggagccagaa

ctgttcagcg

ctgggectyg

gaccegecge

ccccaggaca

gtgcgtcggt

agccacgtct

caggagacca

gccagcagtg

aggggcaagt

acgcgggccce

tgtacgccga

ccttcctact

tctttctggg

agcgctactg

cctacggggt

gtgtctgtgce

accceccgteg

tcgtgegggce

aacgcegett

cgctgcagga

caggggttgg

tcctgcactg

cggagaccac

tgcaaagcat

cagaggtcag

tccccaagec

cgttccgecag

tgctcaacta

acgatatcca

ctgagctgta

ggctcacgga

atgcegtggt

ctaccttgac

gcecgetgag

gcctcttcga

cctacgtcca

PL 244526 B1

cccatccaca

gaccaagcac

cagctctctg

ttccaggccce

gcaaatgcqgg

gctcctcaag

ccgggagaaqg

cctggtgcag

ctgcctgege

cctcaggaac

gctgacgtgg

ctgtgttccg

gctgatgagt

gtttcaaaag

tggaatcaga

gcagcatcgg

tgacgggctg

agaaaagagg

cgagcgggcg

cagggcctgg

ctttgtcaag

ggtcatcgcc

ccagaaggcce

agacctccag

ggatgcegte

cgtcttecta

gtgccagggg

tcgcggccac

ttcctctact

aggcccagcec

tggatgccag

ccectgttee

acgcactgcc

ccccagggcet

ctgcteccgece

cggctggtgce

accaagaagt

aagatgagcg

gccgcagagce

gtgtacgtcg

aacaggctct

cagcacttga

gaagccaggc

cggccegattg

gccgagcgtce

cggcgcccecg

cgcaccetteg

gtggatgtga

agcatcatca

gcccatgggce

ccgtacatgce

gtcatcgage

cgcttcatgt

atcccgcagg

cacgtccctg

ccteaggega

tgactggcgce

ggactccceg

tggagctgcet

cgctgcgagc

ctgtggcggce

agcacagcag

cececaggect

tcatctccect

tgcgggactg

accgtctgcg

tcgagctgct

ttttctaccyg

agagggtgca

ccgccctgcet

tgaacatgga

tcacctcgag

gcctcctggg

tgctgegtgt

cgggcgcgta

aaccccagaa

acgtccgcaa

gacagttcgt

agagctcecte

gccaccacgc

gctccatcct

ggacacgcct

caaggagcag

tcggaggctc

caggttgeccce

tgggaaccac

tgcggtcacc

ceccgaggag

cccetggeag

ctggggctee

ggggaagcat

cgcttggcetg

tgaggagatc

caggtctttc

gaagagtgtc

gctgcgggag

gacgtccaga

ctacgtcgtg

ggtgaaggca

cgcctctgtg

gcgggcececag

cgacaccatc

cacgtactgc

ggccttcaag

ggctcacctg

cctgaatgag
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ctctgcagcce tgtgctacgg cgacatggag aacaagctgt ttgcggggat tcggcgggac 2580
gggctgctcee tgcgtttggt ggatgattte ttgttggtga cacctcacct cacccacgceg 2640
aaaaccttcc tcagctatgc ccggacctcc atcagagcca gtctcacctt caaccgcggce 2700
ttcaaggctg ggaggaacat gcgtcgcaaa ctctttgggg tcttgcggcet gaagtgtcac 27€0
agcctgtttc tggatttgca ggtgaacagc ctccagacgg tgtgcaccaa catctacaag 2820
atcctecctge tgcaggcecgta caggtttcac gecatgtgtge tgcagcetcce atttcatcag 2880
caagtttgga agaaccccac atttttcctg cgcegtcatcet ctgacacgge cteectetge 2940
tactccatcc tgaaagccaa gaacgcaggg atgtcgctgg gggccaaggg cgccgecggce 3000
cctetgeect cecgaggeegt gcagtggetg tgccaccaag cattcectget caagetgact 3060
cgacaccgtg tcacctacgt gccactcecctg gggtcactca ggacagccca gacgcagctg 3120
agtcggaagc tcccggggac gacgctgact gccctggagg ccgcagccaa cccggcactg 3180
ccctcagact tcaagaccat cctggactga 3210

1. Zestaw diagnostyczny do wykrywania krazacych komodrek nowotworowych (CTC), zna-

Zastrzezenia patentowe

mienny tym, ze zawiera:

— pare starterow specyficznych wzgledem genow CGB3/CGB9, CGB5, CGB6/CGB7 i CGB8
(CGB3-9): startery o sekwencji CGB3-9 F nr 1, CGB3-9 R nr 2 lub startery o sekwencji CGB3-

9Fnr3,CGB3-9R nr4

oraz

— pare starteréw specyficznych wzgledem genéw CGB1 i CGB2: startery o sekwencji CGB1/2
F nr5, CGB1/2 R nr 6 lub startery o sekwencji CGB1/2 F nr7, CGB1/2R nr 8

— pare starteréw specyficznych wzgledem sekwenciji mRNA katalitycznej podjednostki enzymu
telomerazy hTERT: startery o sekwencji TERT F nr 9, TERT R nr 10 lub startery o sekwenciji
TERT F nr 11, TERT R nr 12.

. Zestaw diagnostyczny wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze dodatkowo zawiera sonde

CGB1/2 o sekwencji nr 13 lub sonde CGB3-9 o sekwencji nr 14 lub sonde TERT o sekwenc;ji
nr15.

. Zestaw diagnostyczny wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze dodatkowo zawiera barwnik flu-

oroscencyjny wybarwiajacy dwuniciowy DNA.

. Zestaw diagnostyczny okreslony w zastrz. 1-3 do zastosowania w diagnozowaniu in vitro no-

wotwordw u ludzi poprzez identyfikacje komérek CTC.

. Zestaw diagnostyczny wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze obejmuje diagnozowanie nowo-

tworéw wybranych z grupy: rak piersi, rak jajnika, rak prostaty, rak jelita grubego, rak ptuca.



