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2.4 Sintesi del progetto di ricerca

Nello studio delle neoplasie ematol ogiche sta emergendo un grande interesse per il ruolo svolto da mutazioni di sequenza di geni coinvolti nelle patologie. Molte
informazioni biologiche sono disponibili in differenti patologie e rappresentano delle conoscenze che devono oggi essere utilizzate per garantire un sempre migliore
approccio nella cura dei pazienti. L'impatto di mutazioni di sequenze geniche nello sviluppo di neoplasie ematol ogiche richiede una validazione su un numero
consistente di pazienti. In questo modo, & possibile dimostrare il valore prognostico della mutazione, oltre a permettere di identificare la malattia anche in quote
cellulari molto piccole perché marca specificatamente la cellula neoplastica; pud, inoltre, essere indicativa dell'efficacia di un farmaco. Queste conoscenze
rappresentano un obiettivo di grande valore sia scientifico/speculativo che clinico. Nell'ambito di studi clinici cheil gruppo cooperatore nazionale GIMEMA (Gruppo
Italiano per lo studio delle Malattie EMatol ogiche dell'Adulto), coordinato dal nostro centro, sta conducendo per validare protocolli terapeutici in pazienti affetti da
leucemie acute e croniche, sara possibile studiare I'impatto delle mutazioni di sequenza. Infatti, questi protocolli prevedono al momento della diagnosi la raccolta di
materale biologico, la sua centralizzazione presso la nostra istituzione e la sua estesa caratterizzazione. |11 progetto si propone di valutare la sequenza di alcuni geni
in patologie definite. Piu in particolare:

1. Sudio della sequenza del gene p53 nella leucemia linfatica cronica (LLC).

La LLC e un malattia con un decorso clinico molto eterogeneo. Vi sono infatti pazienti con una malattia stabile che non richiedono trattamento per molto tempo, in
alcuni casi per tutta la vita, ed altri pazienti invece che presentano una malattia progressiva, in alcuni cas totalmente resistente alla terapia con conseguente
repentino esito infausto. E' stato recentemente attivato un protocollo GIMEMA per il trattamento di pazienti con malattia progressiva stratificati per categorie di
rischio. Tra i fattori biologici che definiscono I'alto rischio un ruolo molto importante e rappresentato dal gene p53, che viene valutato sia con metodiche di
citogenetica molecolare (FISH) che come sequenza. || gene p53 e la sua proteina sono stati studiati approfonditamente sia a livello strutturale che funzionale; la
proteina p53 rappresenta uno dei pit importanti fattori di trascrizione sia positivo che negativo di un notevole numero di geni. La maggior parte delle mutazioni
puntiformi del gene p53 associate alla forme tumorali avwwengono nella porzione di legame al DNA. A seconda del punto di mutazione, la sequenza produce una
proteina che puo precipitare e non svolgere la sua funzione o di riparo del danno o di induzione di apoptosi nel caso che la cellula abbia subito un danno non
riparabile. Nella LLC, le mutazioni di p53, cosi pure la delezione del gene, rendono la malattia particolarmente aggressiva e resistente a molti farmaci, quali ad
esempio la fludarabina, e devono indirizzare il paziente a protocolli terapeutici mirati che contemplano I'uso di alcuni anticorpi monoclonali o, nel caso sia possibile
per eta e disponibilita di un donatore, ancheil trapianto allogenico di cellule staminali.

2. Sudio della sequenza del gene NPM1 nella leucemia acuta mieloide (LAM).

La LAM e una patologia clinicamente e molecol armente eterogenea. Lesioni citogenetiche e/lo molecolari - quali la t(15;17), lat(8;21) I'inv (16) - sono state
evidenziatein circa il 40% dei casi e sono state correlate a differente prognosi. Queste alterazioni hanno consentito la caratterizzazione molecolare della leucemia
permettendo di seguire la malattia durante il decorso clinico anche quando € presente in quote non evidenziabili al microcopio (percentuale di cellule leucemiche
inferiore all'1%). Lo studio della malattia minima residua (MMR) consente di stratificare | pazienti per il rischio di ricaduta e suggerisce I'applicazione di terapie pit
eradicanti. Recentemente, € stata evidenziata nel 60% dei casi di LAM dell'adulto senza alterazioni citogenetiche e molecolari note la mutazione (nell'esone 12) del
gene nucleofosmina (NPM), che si traduce in una proteina multifunzionale di trasporto nucleo/citoplasma. Questa mutazione, che sembra predittiva di una buona
risposta alla terapia di induzione e di buona prognosi (nel casi FIt3-), permetteinoltre di valutare la MMR. Nei pazienti affetti da LAM ed afferenti ai protocolli
terapeutici GIMEMA sara possibile verificare la presenza di mutazione del gene NPM, la frequenza nella popolazione di pazienti affetti da LAM, I'impatto
prognostico e la validita per lo studio della MMR.

3. Sudio della sequenza del trascritto molecolare BCR/ABL nella leucemia acuta linfoide (LAL) Phl+.
La traslocazione t(9;22)(g34;q11) risulta essere |'anomalia genetica responsabile di circa il 95% dei pazienti affetti da leucemia mieloide cronica (LMC) edi circail
20-40% dei pazienti affetti da LAL. Tale traslocazione genera un gene di fusione BCR/ABL che codifica una proteina con una elevata attivita protein-chinasica che
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induce la soprawivenza e la proliferazione cellulare, ed inibiscei processi di apoptosi. L'Imatinib mesilato (Glivec, STI571, CGP57148) € un farmaco
anti-tirosin-chinasico con specifica attivita inibente il gene ABL, del suo derivativo BCR-ABL e di altre tirosin-chinasi. Ha dato risultati estremamente lusinghieri
nella cura della LMC e negli ultimi anni il suo utilizzo e stato esteso alle LAL. Un certo numero di pazienti € risultato pero refrattario, soprattutto tra le LAL. Il piu
frequente meccanismo identificato di resistenza all'lmatinib risulta essere I'insorgenza di mutazioni puntiformi su ABL che possono modificare I'affinita di legame del
farmaco. Le mutazioni identificate sono molte, la maggior parte di esse si concentra all'interno del dominio chinasico di BCR-ABL. In particolare, s evisto chele
mutazioni che rientrano nel P-loop (codoni 248-255) e la mutazione T3151 sono quelle pit frequentemente identificate ed associate alla resistenza al farmaco.
Diventa owiamente fondamentale al fini prognostici e terapeutici andare ad identificare precocemente tali mutazioni. Il sequenziamento seguito all'analisi con
D-HPLC risulta essere un sistema sensibile, rapido e meno dispendioso in grado di detectare mutazioni puntiformi quali inserzioni, delezioni e tandem repeat.

4. Sudio del chimerismo nei pazienti trapiantati da donatore allogenico di cellule staminali o di cordone ombelicale.

11 trapianto allogenico di cellule staminali trova applicazione in diverse emopatie tra cui leucemie e linfomi. Uno dei parametri piu utili per seguire |'attecchimento
nel decorso post-trapianto il rapporto tra cellule del paziente e del donatore che viene definito come percentuale di “ chimerismo” . Recentemente, I'identificazione
di loci altamente polimorfici, con ripetizioni in tandem da 15-50 volte di nucleotidi, dispersi nel genoma umano sono in grado di caratterizzare gli individui; in
particolare, i VNTR (variable number of tandem repeats) e gli STR (short tandem repeats) hanno assunto un ruolo chiave nel monitoraggio del chimerismo nei
pazienti allotrapiantati. In alcuni casi, le normali metodiche di biologia molecolare per identificare VNTR e STR possono fallire a causa della promiscuita tra cellule
del paziente e cellule trapiantate. Diventa quindi necessaria l'analisi di questi frammenti genici tramite metodiche che utilizzano la strumentazione D-HPLC. Tramite
questo sistema che permette di analizzare |I'area dei diversi picchi di migrazione dei campioni in studio, € infatti possibile identificare le diversita trai vari individui,
legate alla sostituzione, inserzione o delezione anche di un solo nucleotide e si puo seguire nel corso del tempo |'attecchimento in maniera molto piu sensibile e
precisa.

25Lineedi ricerca e descrizione dell' utilizzazione dello strumento da parte dei singoli partecipanti

Lo studio delle mutazioni dei diversi geni da identificare con lo strumento D-HPLC sara effettuato in progetti differenti dai diversi partecipanti alla richiesta di
finanziamento. La linea di ricerca &€ simile e mira a correlerare la caratterizzazione di mutazioni di sequenza genica con la prognosi e la risposta alla terapia, ea
permettere la quantificazione della presenza di MMR in pazienti affetti da leucemie acute e croniche che sono sottoposti a protocolli terapeutici GIMEMA.

1. Sudio della mutazione del gene p53 in pazienti affetti da LLC.

| pazienti inseriti nel protocollo terapeutico GIMEMA sono pazienti con malattia progressiva che necessitano di trattamento; lo studio delle caratteristiche biologiche
indirizza i pazienti a terapie di maggiore o minore intensita definendoli a "basso" o "alto" rischio. Le caratteristiche biologiche esaminate che definiscono il basso
rischio consistono nella valutazione di:

a) morfologia delle cellule leucemiche che viene definita tipica (oltre il 90% di cellule piccole con alto N/C, con cromatina addensata, senza nucleoli, assenza di
basofilia, numerose ombre di Gumprecht);

b) immunofenotipo delle cellule leucemiche (CD5/CD20+, CD23+, FMC7-, CD79b-, Ig di superficie a debole intensita) che non devono esprimere in superficie
|'antigene CD38;

¢) mutazioni della sequenza del gene variabile della catena pesante delle Ig che devono essere superiori al 2%;

d) assenza della proteina ZAP-70 nel citoplasma della cellula leucemica;

d) assenza di alterazioni citogenetiche a cattiva prognosi;

€) assenza della proteina p53 nel citoplasma della cellula leucemica studiata con tecniche di immunocitochimica:

f) assenza di mutazioni di sequenza del gene p53.

Le caratteristiche biologiche che definiscono I'alto rischio consistono nella val utazione di:

a) morfologia delle cellule leucemiche che viene definita atipica (oltre il 10% di cellule grandi, con cromatina dispersa e nucleoli evidenti, citoplasma basofilo,
assenza di ombre di Gumprecht);

b) immunofenotipo delle cellule leucemiche (CD5/CD20+, CD23+, FMC7+/, CD79b+/-, Ig di superficie a forte intensita) e in particolare la presenza dell'antigene
CD38in piu del 20% di cellule leucemiche;

b) mutazioni della sequenza del gene variabile della catena pesante delle Ig che devono essere inferiori al 2%;

¢) presenza della proteina ZAP-70 nel citoplasmain oltreil 10% di cellule leucemiche;

d) presenza di alterazioni citogenetiche, in particolare la delezione del cromosoma 11 e la delezione del cromosoma 17;

€) presenza della proteina p53 nel citoplasma della cellula leucemica studiata con tecniche di immunocitochimica;

f) presenza di mutazioni di sequenza del gene p53.

La definizione di alto rischio si pone quando almeno tre delle caratteristiche sopraelencare vengono evidenziate. Fa eccezione la delezione del cromosoma 17
presente almeno nel 20% delle cellule leucemiche e la mutazione del gene p53. E', infatti, un dato consolidato chei pazienti con queste caratteristiche hanno una
prognosi infausta con una comprovata resistenza ai farmaci chemioterapici.

Lo studio delle mutazioni del gene p53 nella LLC ha evidenziato mutazioni puntiformi soprattutto nella sequenza di dominio di legame con il DNA. Queste mutazioni
possono dare luogo ad una proteina totalmente o parzial mente inattiva che precipita o non nella cellula e puo essere evidenziabile con colorazioni
immunocitochimiche. 11 gene formato da 11 esoni verra studiato interamente, anche se le mutazioni piu frequenti sono segnalate negli esoni 4-8. L'analisi verra
effettuata su popolazioni purificate CD19+. Dopo estrazione e purificazione del DNA, saranno eseguite nelle condizioni standardizzate le amplificazioni delle regioni
da esaminare con metodica PCR; i prodotti saranno corsi sulla colonna di cromatografia. | prodotti che mostrano alterazione di migrazione verranno sequenzati.
Sara possibile, utilizzando software idonei, poter tentare un modello tridridimensionale della proteina e prevedere la sua attivita. L'alterzione del gene p53 € atteso
nel 7% di LLC, ma nel 20% delle LLC progressive.

Il progetto interessa i seguenti partecipanti: Roberto Foa (responsabile del progetto), Anna Guarini (responsabile della diagnosi), Francesca Romana Mauro
(responsabile clinica), llaria Del Giudice (responsabile clinica), Emanuela Ghia/Smona Santangelo/ Marilisa Marinelli (studi di biologia molecolare,
sequenziamento dei geni).

2. Sudio della mutazione del gene NPM nelle LAM.

NPM e una proteina con funzioni di trasporto; ha normalmente una localizzazione nucleolare, regola il pathway onco-soppressore ARF-p53. Le traslocazioni che
coinvolgono il gene NPM causano dislocazioni citoplasmatiche della proteina e sono evidenzabili con tecniche di immunocitochimica, come € stato recentemente
dimostrato in un alto numero di pazienti affetti da LAM. Questo fenomeno é stato correlato con aspetti biologici e clinici della malattia. In particolare, é stato
evidenziato che la presenza di NPM nel citoplasma delle cellule leucemiche € associato a casi che non mostrano alterazioni molecolari €/o citogenetiche. La presenza
citoplasmatica della proteina si érivelata strettamente associata a mutazioni della sequenza genetica. Le mutazioni sono localizzate nell'esone 12. L'80% di

mutazioni consistono nella sequenza nuclectidica TCTG che da luogo ad una differente sequenza della proteina (286-DLCLAVEEVSLRK proteina mutata rispetto a
286-DLWQWRKSL proteina normal€), ma ne sono state segnalate in letteratura molte altre. | pazienti affetti da LAM afferenti ai protocolli terapeutici GIMEMA
(differenziati per eta) vengono caratterizzati al momento della diagnosi con studi di morfologia, citochimica, citogenetica, ciclo cellulare, resistenza ai farmaci e
biologia molecolare . L'individuazione di trascritti leucemici € presentein circa il 40% dei casi e permette I'identificazione della presenza di cellule leucemiche anche
con un numero di cellule molto basso, con una sensibilita pari a 1 cellula/milione, utilizzando tecniche di PCR quantitativa. Lo studio delle mutazioni del gene NPM
verra eseguito su tutti i casi le cui cellule non mostrano positivita per trascritti noti. L'individuazione di mutazioni del gene sara seguito dal sequenziamento. La
conoscenza della sequenza permette di disegnare primers specifici. Sara quindi possibile seguire I'andamento clinico dei pazienti duranteil trattamento utilizzando la
tecnica di PCR quantitativa per verificare la presenza di cellule patologiche residue (MMR).

Il progetto interessa i seguenti partecipanti: Roberto Foa (responsabile del progetto), Anna Guarini (responsabile della diagnosi), Daniela Diverio (biologia
molecolare e sequenziamento), Giovanna Meloni (responsabile clinica), Emanuela Ghia/Smona Santangel o/ Marilisa Marinelli (studi di biologia molecolare,
sequenziamento dei geni).

3. Studio delle mutazioni del trascritto BCR/ABL.

La scoperta del BCR-ABL come requisito fondamentale per la patogenes delle LMC o delle LAL e I'evidenza che 'attivita tirosin-chinasica di ABL e fondamentale
per la trasformazione neoplastica di BCR-ABL, ha concentrato |'attenzione dei nuovi approcci terapeutici proprio su ABL portando alla identificazione di farmaci
specifici quali I'lmatinib mesilato (Glivec, ST1571,CGP57148), un potente inibitore di ABL, del suo derivativo BCR-ABL e di altre tirosin-chinasi. L'importante
risposta ematologia e citogenetica al trattamento con Imatinib ne ha consentito I'uso come trattamento di prima linea nei pazienti alla diagnosi. Un gruppo
minoritario di pazienti risulta pero refrattario al trattamento; altri invece perdono la risposta citogenetica e molecolarein corso di trattamenti prolungati e possono
poi perdere laremissione ematologiaca. S sono fatte diverse ipotesi: il sequestro del farmaco da parte di una proteina sierica, la a-1 glicoproteina acida, oppure
I'efflusso dell'Imatinib al di fuori della cellule mediante pompe multidrug resistence (MRP), ma a tutt'oggi il piu frequente meccanismo identificato di resistenza
all'lmatinib risulta essere I'insorgenza di mutazioni puntiformi su ABL che possono modificare I'affinita di legame del farmaco, oppure agire in altri siti e modificare
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la conformazone del dominio chinasico necessaria per legare I'lmatinib. Le mutazioni identificate sono molte, la maggior parte di esse si concentra all'interno del
dominio chinasico di BCR-ABL (codoni 200-500) dove si distinguono 3 regioni: P-loop, dominio catalitico e di attivazione. In particolare, si € visto che le mutazioni
cherientrano nel P-loop (codoni 248-255) e la mutazione T315I sono quelle piu frequentemente identificate che si ritrovano maggiormente in fasi avanzate di
malattia determinando una piti rapida insorgenza di resistenza. Sono, inoltre, associate ad una prognosi peggiore e, al contrario delle altre, non rispondono ad alcun
aumento di dose dell'Imatinib. Diventa owiamente fondamentale ai fini prognostici e terapeutici andare ad identificare tali mutazioni precocemente. Le metodiche
attualmente utilizzate sono diverse; inizialmente, il sequenziamento diretto e stato il sistema piti largamente utilizzato a tale scopo, ma é risultato molto dispendioso,
complicato e non propriamente sensibile (limite di detectabilita 20%); I'ASO-PCR e I'RFLP sembrano essere sistemi alternativi, pit sensibili ma non adatti ad uno
screening su larga scala per tutte le mutazioni attual mente evidenziate. || sequenziamento seguito all'analisi con D-HPLC risulta essere un sistema sensi bile, rapido e
meno dispendioso in grado di detectare mutazioni puntiformi quali inserzioni, delezioni e tandem repeat.

Al momento della diagnosi di LAL, I'individuazione della presenza del trascritto BCR/ABL deve essere seguita dallo studio della sequenza per evidenziare
I'indicazione al trattamento con Imatinib o ad altra terapia

Il progetto interessa i seguenti partecipanti: Roberto Foa (responsabile del progetto), Anna Guarini (responsabile della diagnosi), Giovanna Meloni (responsabile
clinica adulti), Anna Testi (responsabile clinica pazienti pediatrici), Sabina Chiaretti (responsabile studi genomici), Smona Tavolaro/Monica Messina
(caratterizzazione molecolare), Antonella Vitale (coordinamento dati clinico/biologici), Loredana Elia/Emanuela Ghia/Irene Della Sarza/Smona
Santangelo/Marilisa Marinelli (studi di biologia molecolare, sequenziamento dei geni).

4. Sudio del chimerismo nei pazienti allotrapiantati.

Il trapianto di cellule staminali ha assunto negli ultimi anni un ruolo di primo piano sia per patologie non-neoplastiche (talassemia, immunodeficienze congenite,
anemia aplastica) che per neoplasie ematologiche, quali leucemie elinfomi. Uno del parametri piu utili per seguire I'attecchimento nel decorso post-trapianto €l
rapporto tra cellule del paziente e del donatore che viene definito come percentuale di “ chimerismo” dalla figura della mitologia greca per meta uomo e meta
animale. L'analisi seriale del chimerismo & divenuta una procedura routinaria a cui vengono attribuiti considerevoli significati clinici da parte di diversi gruppi di
ricercatori, che vedono nella comparsa di un'incremento della percentuale di cellule del ricevente un rischio di possibile recidiva. L'identificazione di loci altamente
polimorfici dispersi nel genoma umano éin grado di caratterizzare gli individui; in questo senso, i VNTR e gli STR hanno assunto un ruolo chiave nel monitoraggio
del chimerismo sui pazienti trapiantati. L'utilizzo di metodiche sempre pit sofisticate di trapianto di cellule staminali prevede |'uso del sangue di cordone ombelicale
quale sorgente di cellule staminali in quei casi in cui non sia disponibile un donatore. Tuttavia, soprattutto negli adulti, il numero totale di cellule cordonali infuse
puo essere molto critico per la buona riuscita del trapianto e puo aumentareil rischio di infezioni e di mortalita correlata. Piu recentemente, proprio per superare
I'ostacolo della scarsita di dose cellulareinfusa si sta seguendo la strada del trapianto da doppio cordone HLA parzial mente compatibile (sono consentiti al massimo
2 loci di diversita); molti gruppi riferiscono I'uso di tale procedura trapiantologia come un sistema utile per superare la barriera legata alla dose cellulare. In questi
casi specifici, in cui le normali metodiche di biologia molecolare VNTR e STR a causa della promiscuita tra cellule del paziente e cellule delle due unita cordonali
trapiantate possono fallire, risulta essere utile I'analisi tramite D-HPLC dei frammenti genici. Infatti, tramite questo sistema ed analizzando I'area dei diversi picchi
di migrazione dei campioni in studio & possibile identificare le diversita tra i vari individui, legate alla sostituzione, inserzione o delezione anche di un solo nucleotide
esi puo seguire nel corso del tempo |'attecchimento in maniera molto pit sensibile e precisa.

Il progetto interessa i seguenti partecipanti. Roberto Foa (responsabile del progetto), Anna Paola lori (responsabile clinico), Giovanni F Torelli/Alessandro
Pulsoni/Maurizio Martelli (clinici), Loredana Elia/Emanuela Ghia/lrene Della Sarza/ (studi di biologia molecolare, sequenziamento dei geni).
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4. Richiesta di finanziamento del progetto

4.1 Richiesta di finanziamento

Spese per acquisto attrezzature scientifiche(IVA compresa) A A A €84.000

4.2 Finanziamenti degli anni precedenti

Anno 2002AAAAA 2003AAAAA 2004 200A AAAA

Finanziato NO NO NO S

5. Attrezzaturerichieste

5.1 Descrizione dettagliata delle attrezzaturerichieste (secondo i preventivi allegati)

Larichiesta € per uno strumento dedicato allo studio delle mutazioni di sequenze di acidi nucleici che utilizza la tecnologia D-HPLC (denaturing high performance
liquid chromatography. E' costituito da diversi moduli:

- Modulo di fi nterfaccia per il collegamento ai differenti moduli del sistema; permette la gestione delle metodiche coordinando I'attivita dei singoli componenti del
cromatografo.

- Modulo idraulico con sistema di pompaggio, generazione del gradiente (binario)con miscelamento ad alta pressione, completo di sistema di degasaggio in
depressione ed in linea a 4 vie per eliminare le microbolle dai tamponi/eluenti, pompe ad alta pressione, sistema di lavaggio automatico.

- Modulo di gestione del campione: cambiacampioni/iniettore automatico con 1 supporto per micropiastre a 96 pozzetti; il modulo e termostatato per mantenere alla
temperatura desiderata i campioni, in attesa del momento dell'analisi. La bassa temperatura consente di evitare I'evaporazione del campione. Le temperatre sono
programmabili a seconda del protocollo da utilizzare. L'attivita quotidiana & interamente programmabile. E' presenete un iniettore automatico con movimento
tridimensional e programmabile secondo |e esigenze operative.

- Rivelatore ultravioletto (lunghezza d'onda 254nm con lampada a vapori di mercurio ad alta efficienza) con microcella a flusso.




- Sstema di termostatazione ad alta precisione e riproducibilita per D-HPLC, la cui tecnologia si fonda sulla differenzazione tra molecole di DNA normale e mutato
che a temperatura prossima alla denaturazione si comportano in modo differente, permettendone la rivelazione. Settabilita della temperature: 0.1°C.
Raffreddamento/Riscal damento ad effetto Peltier.

- Programma di gestione del sistema e dei dati:

Navigator & un software specifico per D-HPLC: consente di organizzare e gestire le sperimentazioni e la diagnostica in D-HPLC. Lo strumento comprendeil
personal computer con tastiera, mouse, video LCD 15" e masterizzatore.

Navigator consente di preconizzare, sulla base della sola sequenza del DNA da analizzare, il comportamento del campionein esame: ne prevede ed indica la
posizione del cromatogramma alla temperatura di 50°C (condizioni non-denaturanti), ed alla temperatura di quasi-denaturazione (indicata dal software), ne calcola
1l comportamento di denaturazione termica e chimica in ambiente D-HPLC e provvede alla generazione del programma di analisi proposto (tabella gradiente).
Fornisce le curve di elicita/non elicita della sequenza alle differenti temperature, per ottimizzare le condizioni operative in modo rapido ed economico in quanto le
simulazioni non utilizzano né campione ne reagenti e vengono cal col ate istantaneamente.

Calcola la temperatura alla quale effettuare la ricerca delle mutazioni sull'inero frammento, analizzandone anche i singoli domini. I programma per mette di
generare report personalizzabili e gestiti come "progetti” per semplificarela ricerca dei risultati relativi a una determinata serie di analisi.

L'interfaccia con I'utente & concepita in modo che il dialogo sia impostato seguendo i criteri della ricerca biologica/genetica piuttosto cheil linguaggio
cromatografico: cid permette una piti rapida familiarizzazione con il software e |'apparecchiatura.

11 software navigator garantisce anche:

. un sistema di riconoscimento dei profili cromatografici, personabilizzabile per I'operatore che mostra la presenza o assenza di una mutazione

. lo sviluppo automatizzato dei metodi con previsione automatica delle condizioni analitiche

. I'interconnettivita dei dati potendo il sistema essere collegato in rete e quindi avere la possibilita di accedere ai dati di laboratorio permettendo la verifica della
proveninza dei dati da sorgenti multiple

. un sistema di controllo remoto quindi una flessibilita operativa permettendo id programmare ed effettuare analisi da qualsiasi punto di rete

. laassoluta integrita dei dati per I'uso di un database evoluto che consente di accedere alle informazioni ma non di modificarle.

Per ciascuna sequenza viene immediatamente calcolata la lunghezza in bp, la percentuale di GC, e la Tm,temperatura di fusione, curva di melting e relativi domini.
quindi viene proposto il gradiente ottimale per la separazione cromatografica.

11 computer & Personal Computer Pentium IV le cui caratteristiche sono: CPU 2 GHz, HDD 80 GB, FDD 1,44 MB, Masterizzatore interno 48x, 24x, 48x, Chassis
posizionabile a desk topo o tower, stampante ink-jet a colori, terminale Video LCD da 17".

La strumentazione D-HPLC MD 4000 plus TM (Ditta Transgenomic) ha un attestato di unicita. Infatti, € I'unica a poter utilizzare la colonna brevettata che &
garantita per 6000 corse per ogni singola colonna. Presenta quindi una elevata produttivita analitica. Questo requisito & necessario per la realizzazione del progetto;
infatti, i tempi devono essere celeri per |'identificazione delle mutazioni. Inoltre, tra le sue caratteristiche di unicita ha protocolli analitici e diagnostici
strandardizzati in circuiti internazionali e I'azienda produttrice & proprietaria esclusiva del sito che indica le condizioni ottimali per |I'amplicazione e protocollo di
studio dei geni di interesse.

5.2 Regolamento di utilizzo dell'attr ezzatura

Lo strumento sara posizionato in una area idonea e personalizzata.

Lo strumento sara settato per la ricerca delle sequenze e delle mutazioni di esse, utilizzando i software che lo compongono. Per ogni gene, quindi, le condizioni di
temperatura di reazione e di corsa sulla colonna cromatografica saranno attentamente standardizzate.

Il principio della colonna HPLC si basa sulla differente velocita di migrazione, in un mezzo simile ad un gel per gli eteroduplex ed omoduplex. Questi duplex si
formano quando un frammento amplificato di DNA mutato ed uno non mutato vengono denaturati termicamente e lasciati ricombinare. Una qualsiasi variazione tra
lamolecola originale (wild type) e quella mutata porta alla formazione di un eteroduplex (combinazione di due catene di DNA a singola catena non perfettamente
corrispondenti, caratterizzata dalla presenza di una "bolla" dove c'éla mutazione). L'eteroduplex si comporta cromatograficamente in modo differente
dall'omoduplex non mutato; I'eteroduplex & solitamente pitl veloce (meno trattenuto) dell'omoduplex e da ci0 Si puo caratterizzare la presenza di una mutazionein un
campione sotto forma di picchi ulteriori rispetto al "wild". Di conseguenza, si puo procedere con I'identificazione di tale mutazone attraverso la sequenza specifica,
soltanto sui campioni risultati mutati al D-HPLC.

Dal campione di sangue midollare e/o periferico verranno separate e, quando necessario, purificate le cellule neoplastiche.

L'estrazione del DNA verra eseguita sul pellet di cellule patologiche mediante un kit (Promega) che prevede la purificazione da proteine e RNA e susseguente
precipitazione dell'acido nucleico. Dopo dosaggio in spettrofotometria, si procedera alla amplificazione della sequenza con differenti primers specifici per ogni
regione. | prodotti di amplificazione dopo corsa su gel per verificarne la presenza, verranno fatti correre alle condizioni idonee sulla colonna cromatografica.
Saranno sequenziate le regioni che evidenziano mutazione.

L'uso sara attentamente programmato con priorita per gli studi che richiedono un risultato veloce per le ricadute che comporta. E' evidente che la conoscenza
della sequenza, e quindi delle mutazioni di essa, per esempio del trascritto BCR/ABL necessita di una immediata esecuzione perche il paziente che mostra mutazioni
associate alla resistenza al farmaco Imatinib devono essere indirizzati ad altra terapia. Infatti, I'uso improprio del farmaco provoca danno al paziente sia in termini
di tossicita sia aumentando |la popolazione leucemica non responsiva; inoltre, si produce uno spreco economico non irrilevante senza alcun beneficio per il paziente.
Nell'ambito dei protocolli GIMEMA, i pazienti affetti da LAL BCR/ABL+ sono circa il 2% della popolazione pediatrica, il 25% della popolazione adulta ed il 40%
della popolazione anziana (sopra i 60 anni di eta). | protocolli reclutano circa 200 pazienti affetti da LAL ogni anni provenienti dal territorio nazionale. Le cellule
leucemiche alla diagnosi sono centralizzate presso un laboratorio dedicato (presso il nostro centro) e vengono caratterizzate. In 24 ore, sono a diposizionei risultati
dell'immunofenctipo che & caratteristico nelle LAL BCR/ABL+ (CD10/ CD19/CD34/TdT+, CD38+ eterogeneo, CD66c+) e, soprattutto, della biologia molecolare
eseguita con metodica di PCR qualitativa che mostra il trascritto e lo caratterizza nelle due forme p190, la piu frequente, e p210. A questo punto, si procedera allo
studio della sequenza e delle sue eventuali mutazioni. E' assai importante escludere la presenza delle mutazioni 315 e 317 che rendono la malattia resistente al
farmaco specifico Imatinib.

Nell'utilizzazione dello strumento, una priorita importante € costituita dallo studio del gene p53. | pazienti con LLC che richiedono un trattamento sono inseriti in un
protocollo di studio GIMEMA che stima un reclutamento di circa 80 pazienti ogni anno. La definizione di alto/basso rischio comporta una scelta terapeutica
differente. Entro un mese dal momento della indicazione alla terapia il trattamento deve essere cominciato. || peso della delezione del cromosoma 17, cosi pure della
mutazione di p53, ha valore come parametro singolo.

Nei pazienti affetti da LAM, la mutazione del gene NPM ha valore prognostico ma soprattutto riesce a caratterizzare la cellula leucemica. In considerazione del fatto
che nei pazienti con LAM circa il 60% della leucemie senza alterazioni molecolari presenta la mutazione di questo gene, lo studio di esso non ha certo un valore
marginale. Al momento della diagnosi le cellule leucemiche vengono caratterizzate molecolarmente; quellein cui non si osservanoii trascritti t(15;17), t(8;21), inv 16
verranno sequenziate per il gene NPM sia nei pazienti anziani, che negli adulti che nei bambini con una previsione di circa 100 pazienti/anno. L'individuazione della
sequenza permettera il disegno di primers specifici che consentiranno I'analisi e la quantificazione con metodiche di PCR quantitativa della MMR.

Nel pazienti affetti da differenti patologie ematologiche quali leucemie acute, leucemie croniche e linfomi, di eta adulta e pediatrica che sono stati sottoposti ad un
trapianto di cellule staminali allogeniche o di cordone ombelicale, sara monitorato I'attecchimento delle cellule del donatore. Gli studi di biologia molecolare volti
ad identificare le sequenze VNTR e STR saranno eseguiti su sangue midollare. nei casi in cui non sia possibile ottenere e quantificare risposte attendibili per la
promiscuita dovuta alla possibile contemporanea presenza di cellule del ricevente e del donatore, si procedera alla valutazione con metodica D-HPLC. In
particolare, sara molto interessante |'analisi dei casi dove vengono utilizzate pit unita cordonali. Questo studio ha per il momento un valore solo speculativo quindi
I'utilizzazione dell'attrezzatura sara correlata alla sua disponibilita.

6. Parere del Dipartimento del responsabile
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