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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zestaw diagnostyczny i sposéb jednoczesnego wykrywania muta-
cji w obrebie genu NF1 dla grupy pacjentow z podejrzeniem choroby Recklinghausena.

Choroba Recklinghausena to choroba wywotywana przez mutacje w obrebie genu NF1, koduja-
cego biatko neurofibrominy, zlokalizowanego na chromosomie 17q11.2. Jest to gen o jednym z naj-
wyzszych wspoétczynnikdw wystepowania mutacji spontanicznych, co sprawia, ze ich wykrycie jest
szczegolnie trudne.

Obraz kliniczny zmian wywotywanych przez mutacje w obrebie genu NF1 jest bardzo zréznico-
wany, poczawszy od zmian skoérnych w postaci plam koloru kawy z mlekiem (café-au-lait), czy piegéw
w okolicach pach i pachwin po glejaka nerwu wzrokowego, patrz: Molecular genetics of neurofibroma-
tosis type 1 (NF1); M.Shen i in. J Med. Genet 1996; 33:2—17. Poniewaz postawienie prawidlowego
rozpoznania wytgcznie na podstawie objawdw klinicznych choroby nie jest mozliwe, stgd w diagnosty-
ce neurofibromatozy typu | stosuje sie roznego rodzaju metody analizy mutacji genu NF1.

W amerykanskim zgtoszeniu patentowym US20030134272 Al ujawniono sposéb analizy muta-
cji, w ktorym poprzez stymulacje fytohemaglutyning izolowanych z krwi obwodowej pacjenta limfocy-
téw uzyskuje sie B-limfoblastiodalng transformowang EBV linie komoérkowg. Po izolacji RNA z tej linii
komorkowej dokonuje sie syntezy i amplifikacji cDNA poprzez reakcje RT-PCR i analizy cDNA za
pomocg sekwencjonowania. Za pomocg sposobu ujawnionego w tym zgtoszeniu nie mozna dokonac
masowej analizy wszystkich mutacji.

W miedzynarodowym zgtoszeniu patentowym W0O03074740 Al ujawniono sposob analizy mu-
tacji, przy czym uniwersalna w zatozeniu twércéw rozwigzania metoda pozwala na wykrywanie poje-
dynczych, znanych juz mutacji, a zatem nie jest odpowiednia do wykrywania nowopowstajgcych mu-
tacji, ktére jeszcze nie sg znane.

Patent amerykanski US6238861 B1 ujawnia ogolny proces identyfikacji sekwencji genu NF1.
W diagnozowaniu choroby wykorzystuje sie standardowe sekwencjonowanie, przy czym ujawnienie
nie zapewnia gotowego zestawu diagnostycznego a jedynie przedstawia ogdlny zestaw technik, opar-
tych na reakcji PCR i klasycznym sekwencjonowaniu.

Z kolei w amerykanskim zgtoszeniu patentowym US56005799 A ujawniono metode wykrywania
mutacji somatycznych w genie NF1, zwigzanych z nieprawidiowg regulacjg biatka ras u pacjentéw
z chorobg nowotworowg. Metoda ta ujawnia analize jedynie mutacji somatycznych i jest dedykowana
okreslonej grupie pacjentéw.

Znane w stanie techniki sposoby wykrywania mutacji w obrebie genu NF1 wymagajg szeregu
czynnosci przygotowawczych i muszg by¢ prowadzone osobno dla kazdego z pacjentéw, co sprawia,
ze analiza mutacji genu NF1 jest wysoce czasochtonna i kosztowna.

Poza tym, mutacje w obrebie genu NF1 sg wykrywane z podobng czestoscig w réznych ekso-
nach, dlatego tez petna analiza mutacji w obrebie tego genu musi obejmowac wszystkie 58 fragmen-
téw kodujgcych.

Celem wynalazku jest dostarczenie zestawu diagnostycznego do wykrywania mutacji w obrebie
genu NF1, ktéry obejmuje petng analize mutacji w obrebie sekwencji kodujgcych oraz intronowych,
odpowiedzialnych za splicing, dla tego genu a przy tym umozliwia szybkie i jednoczesne przeprowa-
dzenie analizy dla wielu probek pacjentéw, przez co znaczgco obniza sie koszty analizy i zwieksza
dostepnos$é wykorzystania tej metody diagnostycznej jako rutynowego postepowania w diagnostyce
choroby Recklinghausena.

Nieoczekiwanie zostat on zrealizowany zgodnie z niniejszym wynalazkiem.

Przedmiotem wynalazku jest zestaw primeréw do wykrywania mutacji w obrebie genu NF1
u pacjentéw z podejrzeniem choroby Recklinghausena, charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje naste-
pujgce pule primeréw:
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— Grupa 1, obejmuje primery dla 20 amplikonéw
NFI_1_1_F: ACTCCACAGACCCTCTCCTTG
NFI_1_1_R: CTGGGATAAAGGGGATGGAG
NFI 2 1 F: AAGCTGTTAACGTGTTTTTTTTTTC
NFI_2 1_R: AAGAAAAGAAAGCAAATTCCCC
NF1 3 1 F: TCTGGGAGGTAAAATGGAAGA
NFI 3 1 R: TTGTCTGTCACCAGGTCAGC
NF1 4 1 F: TITTGTTCTGTGTGTGTGTTTGA
NFI_4 1 R: GGGGCAAAAGAACTTGTCTC
NFI 5 1 F: AGATGATGTCTTGCTATGTTGC
NFI 5 1 R: AAATGCTCATTTTCTCTACTGC
NFI 6 1 F: TCCAAGGCATATTTGCTGTTT
NF1_6_1_R: ACCCAGTTCCAAAATGCCTA
NFI_8 1_F: TGTTGCCCTTGGGTTTTTAC
NFI 8 1 R: AAATCTTTGTTCATTGCCTGGT
NF1 9 1 F: TTGCTATAATATTAGCTACATCTGGAA
NFI 9 1 R: AGAGTCAGAACTTTAATGTTAGCAATTATC
NFI_16_1_F: ACACTTTGATAACTGTTTCTCT
NFI_16_1_R:AACACTTTAGTAATCTCTCACC
NF1 18 1 F: GTCTTCCACCCTTGACTCTC
NF1 18 1 R:GCTACTTGAATTTCCCCTGT
NFI1_19_1_F: GCTCTTCCTACTCCTTTTGG
NFI_19 1_R: TTTCTGTTGCTAAGGGCATA
NFI 27 1 F: CAAAACCTAGAGAACTGGCATGT
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NFI_27_1_R:CATCTTTCTTCTGGCTCTGAAA
NFI 29 1 _F: AGACTCCATGCAGACTCTCTTC
NFI 29 1 _R: TTAATGATCAAGGGGAGAAGG
NFI 37 1 F: TGAATCCAGACTTTGAAGAATTGTT
NFI 37 1 R:CTAGGGAGGCCAGGATATAGTCTAGT
NFI 38 1 _F: GTGGGAACTCTTCCTTAAATGG
NFI 38 1 R: ACCTACCGTAAACTCGGGTCAG
NFI_42 2 F: TTAGCACGCTACATGCTGATG
NFI_42_ 2 R: GCACTGAGTATTCCGCTTATGG
NFI 43 1 F: GAGGTTTGATTTAGGGAACATGA
NFI 43 1 R:CCAATAACACAGTCCATGCAA
NFI_46 1 F: CCAAGATCACCATAGCATGAGA
NFI 46 1 R: TGAAAGAAAGTAACATTCAACACTGA
NFI_51_1_R: GGCATCAAAAACTTTGCTACAC
NFI_51_1_F: CCTAGGGATACACCAAGAGTTTG
NFI 55 1 F: TGAAGAAATGCCCCAGAAAG

NFI 55 1 R: TGTCAACCAGTTACATTGGACA

— QGrupa 2, obejmuje primery dla 20 amplikonow

NFI 7 1 F: AGGTTGCGCAGTTAGCAGTT
NFI 7 1 R: TTGCTCCAAGGAAAGGAAGA
NF1_10_1_F: TTCTTCTGGCAGCTGGATTT
NFI_10_1_R: TGAAGCCAAAAAGAACAGCA
NF1_12_1_F: ATGGTGTGTGTTTGCATGGT
NFI_12_1_R: AGAGGAAATGAAGGACCCATT
NFI_13_2_F: TCCTGAGTCTTATGTCTGATACCATG
NFI_13_2 R: TTGGCGTTTCAGCTAAACCC
NFI_15 1 F: TCCAGTGTTATGTTTACCAAAAATG
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NFI_15_1_R:CATTCATCGAAAGCATTGGT
NFI1 20 1 F: ACTTGGCTGTAGCTGATTGA
NFI 20 1 _R: ACTTTACTGAGCGACTCTTGAA
NFI 21 2_F: TGGATAAAGCATAATTTGTCAAGT
NFI 21 2 R: TCTCTTATTTTTCACCTTTCTCTATGA
NFI1 23 1 F: TTTAGAATGCCTTCTCTTTTGTCT
NFI1 23 1 R: TGCTCTCTTTTCATGTCCTCCT
NF1 25 1 F: TTTGGGTTGTGCTAATAATTTGTTT
NFI1_25 1 R: TTCCTATCCTAGTCCTGTCATGG
NF1_28 1 _F: TTTGCCTTAATTTAGCAAGTGG
NFI1 28 1 R: CCTACAGAAATGCACGAATAGG
NF1_35_1 F: GGATTGAAGTAGACATGGTCCTG
NFI_35 1 R: GTTGGATTCCCCAAACATGG
NF1 36 1 F: CCCTTTAGAATGCCTGTTGC
NFI_36_1 R:CCCTGCTATATGCTCCCAAG
NFI 39 2 F: TTAAAAATCGAGGGCCAGTTAC
NFI1_39 2 R: AAGTGGTCCAGAGGTGTGTAAAG
NF1_40_1_F: TTTTTCCCCGAATTCTTTATG
NF1_40 1 R: TCCCTAGTGTCTAGCGCAGT
NF!_41_1_F: GCCTCAGGTAAAATAGAATTTTCAT
NFI_41_ 1 R:GTCAATTATTTTGCACATCCTTCCA
NF1 44 1 F: CACTTGCATGGACTGTGTTATTGGT
NFI_44 1 R: AGCTCTTGGTTGCAGGGATGGAT
NF1 49 1_F: GGAAGAAGACCTCAGCAGATGC
NF1 49 1 R: CAACCGCCAAAAAACCTATAGG
NF!1 54 1 F: GGAGGCCCTTAAATATTAAAAACA
NF1_54_1 R: TCTCATTTTGCCCTCTTTGC
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NF1_57 2 F: TTCTTGATGCCTTGATTGACAC
NF1 57 2 R: TCAACCTTGGAATATCATGTGG
NF1 58 1 _F: TGCACAGACAAAATCGCCTA
NF1_58 1 R:CAAACCGGATGGGTTCATTA

— Grupa 3, obejmuje primery dla 10 amplikonow

NFI_11_1_F: TTGAAGTTCGTTTCAAGACC
NFI_11_1_R: ACGCAAAGAAAAGAAAGAAAA
NFI_14_1_F: GCCACTACCTCCCAAAGTCC
NF!_14_1_R:GATACAAAGCAAGTAAACCCCTTC
NFI_17_1_F: CTCTTGGTTGTCAGTGCTTC
NF1_17_1_R: CAGAAAACAAACAGAGCACAT
NF1 22 1 F: GTGTATGGGTACGAGTGTCTGC
NF1 22 1 _R: AACGTACACAACTTCTGGCTACC
NF1_24 1 F: CGTCATGTCACTTAGGTTATCTGG
NF1_24 1 R: TTTCAAACACAAAAGTTTGACATC
NFI 26 1 F: TCGCGAGAGAGGAGAGAAAC
NFI_26_1_R: TGTGGACAAACAGATGCAAA

NFI 33_1 F: TTTGGGAAGGTTAGAAACACTAC
NF1_33_1 R:CAAGCTATGTCTTGACCTAGAGC
NF1 34 1 F: GTGTGAACAAGCCCTCCATA

NFI 34_1_R:CCCAAAGAGCAAATCTGTGA
NFI_50_1_F: TGCACATTTAACAGGTACTATGCTC
NF1_50 1 R: TCACTTACTCTTCCTAGGCCATC
NFI 52 1 _F: TGGGAACAAAACCCTTTGAG
NFI 52 1 R: TTTTGAGAAATGGCAAACG

— Grupa 4, obejmuje primery dla 9 amplikonow
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NFI_13_1 _F: AACGATTTTCATTGTTTTGTTAAGC
NFI_13_1_R:CTTATAGCTTCTTGTCTCCAGGTCTG
NF1 30_1_F: CGTTGCACTTGGCTTAATGT

NF1 30 1 _R:CCACACACCATCAGCAGCTA
NF1_31_1_F: TTTTTGTTGATTCCATTTGTGTT
NF1 31 1 R: TGAAAGCTATTTTGTGCCAGA

NF1_38 2 F: ACAAAAGTCCTAGGGCAATCAG
NF1_38 2 R: TAACCAACACTGCATACCTTCC
NF1 39 1 F: TTGGAACTATAAGGAAAAATACGTTT
NF1 39 1 R: AGGGTTTTCTTTGAATTCTCTTAGA
NFI_42_1_F: GTGCTAAAACTTTGAGTCCCATGT
NF1 42 1 R: ATAATCTATATTGATCAGGTGAAGTA
NF1_45_1_F: ATGCATATTGTTGAAAATACAGCTA
NFI_45 1 R:TTTCATTGACCTCAAATTTAAACG
NF1 56_1|_F: TGGTTGACAACTTTTTATGCTGA
NF1 56 1 R: ATACACACACCCCAACACCA
NF1 57 1 _F: ATATTTTTGGCTTCAGATGGG
NFI 57 1 R: TTGGTGTCTTATATTGTTGCTCAA

— Grupa 5, obejmuje primery dla 3 amplikonéw

NFI 21 1 R: ATTGGATACAGAGCAGGAC
NF1 21_1_F: CATGTGAGTGGAGGAGGA

NFI1_32_1_F: TGCAAAGTTTGACCTTTGAACT
NFI 32 1 R:CAAAAGCACATAACTGAAAACCA
NF1_47_1_F: CCCCAAAAGAGAAAACATGG
NF1 47 1_R:GCTGGTAAGGAAATATACTCACAATAA

— Grupa 6, obejmuje primery dla 2 amplikonoéw



8 PL 227 811 B1

NFI 48 1 F: TGTTCTGTGGTTTTCTGCAGTC
NFI1 48 1 R: ATTACAGACGTGAGCCACCA
NFI1 53 1 F: CTAAAGAAAGCTGTTGAATTTTAGAAG
NF1_53_1_R:GGCTGAATTGTTATCTGTTTGG

Korzystnie stezenia poszczegdlnych primeréw w danej grupie mieszczg sie w zakresie od 1 do
10 uM, za$ objetosé puli uzupetniana jest wodg do wartosci objetosci koncowej 200 ul. Szczegdinie
korzystnie stezenie puli primeréw w grupie 1 wynosi od 1 do 8 uM, w grupie 2 wynosi od 1 do 6 uM,
w grupie 3 wynosi od 1 do 10 uM, w grupie 4 wynosi od 1,5 do 8 uM, w grupie 5 wynosi 1 uM,
w grupie 6 wynosi od 1 do 1,5 uM.

Dtugosci fragmentéw poszczegolnych amplikondw przedstawiono w tabeli 1.

Amplikon dlugosé¢ [pary zasad]
NF1_1_1 457
NF1 2 1 228
NF1_3 1 364
NF1 4 1 414
NF1_5 1 469
NF1. 6 1 511
NF1_ 7 1 535
INF1_8_1 473
NF1 9 1 355
NF1_10_1 435
NF1 111 272
NF1_12 1 383
NF1_13 1 275
NF1 13 2 248
NF1_14 1 485
NF1_15 1 569
NF1_16_1 348
NF1_17_1 261
NF1_18_1 387
NF1.19 1 191
NF1_20 1 247
NF1 21 1 341
NF1 21 2 551
NF1 22 1 455
NF1_23 1 300
NF1_24 1 334
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NF1_25_1 366
NF1_26 1 430
NF1_27_1 422
NF1_28 1 428
NF1_29 1 423
NF1_30_1 334
NF1_31_1 326
NF1_32_1 370
NF1_33_1 410
NF1_34 1 534
NF1_35_1 441
NF1_36_1 379
NF1_37_1 644
NF1_38 1 470
NF1_38 2 428
NF1_39 1 321
NF1_39 2 419
NF1_40_1 372
NF1_41_1 446
NF1_42_1 415
NF1_42 2 431
NF1_43 1 493
NF1_44 1 364
NF1_45_1 328
NF1_46_1 307
NF1_47 1 416
NF1_48 1 436
NF1_49 1 303
NF1_50_1 381
NF1_51_1 453
NF1_52_1 439
NF1_53 1 362
NF1_54_1 319
NF1 55 1 460
NF1_56_1 427
NF1_57_1 339
NF1 57 2 416
NF1_58_1 402

Dobér zestawdéw primeréw w kazdej z grup w sposéb, obejmujgcych zardwno eksony jak i cze-
Sci intronowe odpowiedzialne za splicing, a takze dopasowanie odpowiedniej dlugosci fragmentow
amplikondéw stanowig o przewadze rozwigzania wedtug wynalazku nad rozwigzaniami znanymi ze
stanu techniki, gdyz pozwalajg na dokonanie petnej oceny mutacji, ktére zostaty juz wczesniej zidenty-
fikowane, jak réwniez nowych, dotychczas niezidentyfikowanych mutacji. W rozwigzaniu wedtug wyna-
lazku istotny jest takze dobdr stezen koncowych primeréw w puli. W wyniku prac badawczych twércy
wynalazku ustalili, ze korzystne stezenia primerow w zestawie wedlug wynalazku dla danej grupy
mieszczg sie w zakresie od 1 do 10 uM.

Zestaw wedtug wynalazku zostat tak zaprojektowany, by przy jego pomocy mozna byto doko-
na¢ petnej diagnostyki mutacji obszaru kodujgcego genu NF1, optymalny pod wzgledem doktadnosci
wykrywania mutacji i czasochtonnosci analizy.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposéb wykrywania mutaciji w obrebie genu NF1 u pa-
cjentow z podejrzeniem choroby Recklinghausena, charakteryzujacy sie tym, ze obejmuje nastepujg-
ce etapy:
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izolacje DNA z probki krwi zylnej lub sliny pacjenta
przygotowanie mieszaniny reakcyjnej dla kazdego zestawu primerdéw z grup 1-6, przy czym

— Grupa 1, obejmuje primery dla 20 amplikonéw
NFIl_ 1 1 TF: ACTCCACAGACCCTCTCCTTG
NF1 1 1 R: CTGGGATAAAGGGGATGGAG
NF1_2_ 1 F: AAGCTGTTAACGTGTTTTTTTTTTC
NF1_2 1 R: AAGAAAAGAAAGCAAATTCCCC
NF1 3 1 F: TCTGGGAGGTAAAATGGAAGA
NFI1 3 1 R: TTGTCTGTCACCAGGTCAGC
NFIl 4 1 F: TTTTGTTCTGTGTGTGTGTTTGA
NFIl 4 1 R: GGGGCAAAAGAACTTGTCTC
NFI1_5_1_F: AGATGATGTCTTGCTATGTTGC
NF1 5 1 R: AAATGCTCATTTTCTCTACTGC
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NF1_6_1 F: TCCAAGGCATATTTGCTGTTT
NF1_6_1 R: ACCCAGTTCCAAAATGCCTA
NFI 8 1 F: TGTTGCCCTTGGGTTTTTAC
NFI_8 1 R: AAATCTTTGTTCATTGCCTGGT
NFI1 9 1 F: TTGCTATAATATTAGCTACATCTGGAA
NFI 9 1 R: AGAGTCAGAACTTTAATGTTAGCAATTATC
NFI_16_1_F: ACACTTTGATAACTGTTTCTCT
NFI 16 1 R: AACACTTTAGTAATCTCTCACC
NF1_18_1_F: GTCTTCCACCCTTGACTCTC
NFI 18 1 R: GCTACTTGAATTTCCCCTGT
NFI_19_1_F: GCTCTTCCTACTCCTTTTGG
NFI_19 1 _R: TTTCTGTTGCTAAGGGCATA
NFI 27 1_F: CAAAACCTAGAGAACTGGCATGT
NFI 27 1 R:CATCTTTCTTCTGGCTCTGAAA
NFI 29 1 F: AGACTCCATGCAGACTCTCTTC
NF1 29 1 R: TTAATGATCAAGGGGAGAAGG
NFI 37 1_F: TGAATCCAGACTTTGAAGAATTGTT
NFI 37 1 _R: CTAGGGAGGCCAGGATATAGTCTAGT
NF1 38 1 F: GTGGGAACTCTTCCTTAAATGG
NF!1 38 1 R: ACCTACCGTAAACTCGGGTCAG
NFI1_42_2_F: TTAGCACGCTACATGCTGATG
NF1_42_2 R: GCACTGAGTATTCCGCTTATGG
NF1 43 1_F: GAGGTTTGATTTAGGGAACATGA
NF1 43 1 R:CCAATAACACAGTCCATGCAA
NF1 46 1 F: CCAAGATCACCATAGCATGAGA
NFI_46_1 R: TGAAAGAAAGTAACATTCAACACTGA
NF1_51_1_R:GGCATCAAAAACTTTGCTACAC

11
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NFI 51 1 _F: CCTAGGGATACACCAAGAGTTTG
NFI_55_1_F: TGAAGAAATGCCCCAGAAAG
NFI 55 1 R: TGTCAACCAGTTACATTGGACA

— QGrupa 2, obejmuje primery dla 20 amplikonéw

NFI_7_1 F: AGGTTGCGCAGTTAGCAGTT
NFI_7_1_R: TTGCTCCAAGGAAAGGAAGA
NFI1_10_1_F: TTCTTCTGGCAGCTGGATTT
NFI1_10 1 R: TGAAGCCAAAAAGAACAGCA
NFI 12 1 F: ATGGTGTGTGTTTGCATGGT
NFI_12_1_R: AGAGGAAATGAAGGACCCATT
NFI 13 2 F: TCCTGAGTCTTATGTCTGATACCATG
NFI_13_2 R: TTGGCGTTTCAGCTAAACCC
NF1_15 1 F: TCCAGTGTTATGTTTACCAAAAATG
NFI_15_1 R:CATTCATCGAAAGCATTGGT
NFI 20 1 F: ACTTGGCTGTAGCTGATTGA
NFI 20 1 R: ACTTTACTGAGCGACTCTTGAA
NFI 21 2 F: TGGATAAAGCATAATTTGTCAAGT
NFI 21 2 R:TCTCTTATTTTTCACCTTTCTCTATGA
NF1_23_1_F: TTTAGAATGCCTTCTCTTTTGTCT
NF1 23 1 R: TGCTCTCTTTTCATGTCCTCCT
NFI 25 1 F: TTTGGGTTGTGCTAATAATTTGTTT
NFI_25_1 R: TTCCTATCCTAGTCCTGTCATGG
NF1 28 1 F: TTTGCCTTAATTTAGCAAGTGG
NFI 28 1 R: CCTACAGAAATGCACGAATAGG
NF1 35 1 F: GGATTGAAGTAGACATGGTCCTG
NFI1 35 1 R:GTTGGATTCCCCAAACATGG
NFI 36 _1 F: CCCTTTAGAATGCCTGTTGC
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NF1 36 1 R: CCCTGCTATATGCTCCCAAG
NF1 39 2 F: TTAAAAATCGAGGGCCAGTTAC
NF1 39 2 R: AAGTGGTCCAGAGGTGTGTAAAG
NF1_40_1_F: TTTTTCCCCGAATTCTTTATG
NFI_40_1 R: TCCCTAGTGTCTAGCGCAGT
NF1 41 1 F: GCCTCAGGTAAAATAGAATTTTCAT
NF1_41_1_R: GTCAATTATTTTGCACATCCTTCCA
NF1 44 1 F: CACTTGCATGGACTGTGTTATTGGT
NFI 44 1 R: AGCTCTTGGTTGCAGGGATGGAT
NFI 49 1 F: GGAAGAAGACCTCAGCAGATGC
NF1_49 1 _R: CAACCGCCAAAAAACCTATAGG
NF1 54 1_F: GGAGGCCCTTAAATATTAAAAACA
NFI 54 1 R:TCTCATTTTGCCCTCTTTGC
NF1 57 2_F: TTCTTGATGCCTTGATTGACAC
NF1_57 2 R: TCAACCTTGGAATATCATGTGG
NF1_58 1_F: TGCACAGACAAAATCGCCTA

NF1 58 1 R: CAAACCGGATGGGTTCATTA

— Grupa 3, obejmuje primery dla 10 amplikonow

NFI_11_1_F: TTGAAGTTCGTTTCAAGACC
NFI_11_1 R: ACGCAAAGAAAAGAAAGAAAA
NFI_14_1_F: GCCACTACCTCCCAAAGTCC
NFI 14 1 R: GATACAAAGCAAGTAAACCCCTTC
NFI 17 1 F: CTCTTGGTTGTCAGTGCTTC

NF1 17 1 R: CAGAAAACAAACAGAGCACAT
NF1 22 1 F: GTGTATGGGTACGAGTGTCTGC
NEI 22 1 R: AACGTACACAACTTCTGGCTACC
NFI 24 1 F: CGTCATGTCACTTAGGTTATCTGG
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NFI 24 1 R: TTTCAAACACAAAAGTTTGACATC
NFI_26_1_F: TCGCGAGAGAGGAGAGAAAC
NF1_26_1 R: TGTGGACAAACAGATGCAAA
NFI_33_1_F: TTTGGGAAGGTTAGAAACACTAC
NFI 33 1_R:CAAGCTATGTCTTGACCTAGAGC
NFI 34 1 F: GTGTGAACAAGCCCTCCATA
NF1_34 1_R:CCCAAAGAGCAAATCTGTGA
NF1 50 1 F: TGCACATTTAACAGGTACTATGCTC
NF1 50 1 R: TCACTTACTCTTCCTAGGCCATC
NF1_52_1_F: TGGGAACAAAACCCTTTGAG
NF1_52_1 R: TTTTGAGAAATGGCAAACG

— Grupa 4, obejmuje primery dla 9 amplikonéw

NF1_13_1_F: AACGATTTTCATTGTTTTGTTAAGC
NF1_13_1_R: CTTATAGCTTCTTGTCTCCAGGTCTG
NF1 30 1 F: CGTTGCACTTGGCTTAATGT
NF1_30_1_R: CCACACACCATCAGCAGCTA
NFI_31_1_F: TTTTTGTTGATTCCATTTGTGTT
NFI 31 1 R: TGAAAGCTATTTTGTGCCAGA
NFI1_38 2 F: ACAAAAGTCCTAGGGCAATCAG
NFI 38 2_R: TAACCAACACTGCATACCTTCC
NFI_39 1 _F: TTGGAACTATAAGGAAAAATACGTTT
NFI 39 1 R: AGGGTTTTCTTTGAATTCTCTTAGA
NFI 42 1 F: GTGCTAAAACTTTGAGTCCCATGT
NFI_42_1 R: ATAATCTATATTGATCAGGTGAAGTA
NFI_45_1 F: ATGCATATTGTTGAAAATACAGCTA
NFI 45 1 R: TTTCATTGACCTCAAATTTAAACG
NFI 56 _1 F: TGGTTGACAACTTTTTATGCTGA
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NF1 56 1 R: ATACACACACCCCAACACCA
NFI_57_1_F: ATATTTTTGGCTTCAGATGGG
NF1 57 1 R: TTGGTGTCTTATATTGTTGCTCAA

— Grupa 5, obejmuje primery dla 3 amplikonow

NFI 21 1_R: ATTGGATACAGAGCAGGAC
NFI_21_1_F: CATGTGAGTGGAGGAGGA

NF1_32_1 _F: TGCAAAGTTTGACCTTTGAACT

NF1 321 R:CAAAAGCACATAACTGAAAACCA
NFI_47_1_F: CCCCAAAAGAGAAAACATGG
NF1 47 1 R: GCTGGTAAGGAAATATACTCACAATAA

— Grupa 6, obejmuje primery dla 2 amplikonéw

NF1_48_1_F: TGTTCTGTGGTTTTCTGCAGTC
NF1_48_1_R: ATTACAGACGTGAGCCACCA
NF1_53_1 F: CTAAAGAAAGCTGTTGAATTTTAGAAG
NF1_53_1_R:GGCTGAATTGTTATCTGTTTGG

przeprowadzenie reakcji multiplex PCR

— przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania genomowego
sekwencjonowanie genomowe

bioinformatyczna analiza danych.

Sposdb wykrywania mutacji wedtug wynalazku zapewnia dokonanie petnej oceny mutacji wy-
stepujgcych w regionach kodujgcych oraz w intronach, w czesciach flankujgcych eksony genu NF1
i — zarbwno mutacji, ktére zostaty juz wczesniej zidentyfikowane, jak réwniez nowych, dotychczas
niezidentyfikowanych, co ma szczegdlnie donioste znaczenie w diagnostyce choroby Recklinghause-
na. Diagnostyka mutacji genu NF1 sposobem wedtug wynalazku pozwala na wczesne wykrycie zmian
w obrebie genu NF1 i podjecie terapii na wczesnym etapie rozwoju choroby, jeszcze przed petnym
wystgpieniem jej objawow.

Ze wzgledu na fakt, iz diagnostyka mutacji genu NF1 sposobem wedtug wynalazku wykorzystu-
je technologie multipleksowania produktéw PCR w potagczeniu z odczytem na wysokoprzepustowych
maszynach genomowych mozliwa jest jednoczesna analiza tego genu dla wielu pacjentéw, przez co
Znaczgco obniza sie koszty i czas trwania tej analizy.

Jest to szczegdlnie wazne w przypadku choréb genetycznych, bowiem kompleksowe odczyta-
nie sekwencji genéw istotnych dla prawidtowej diagnozy jednoczesnie dla wielu pacjentéw znaczgco
zwieksza dostepnos¢ tej metody i w konsekwencji pozwala objgé badaniem nie tylko pacjentow,
u ktorych istnieje podejrzenie choroby Recklinghausena, ale réwniez wigczyé w takie badanie czton-
kéw ich rodzin. Dzieki temu, ze jednostkowy koszt analizy ulega obnizeniu, gdy bada sie jednoczesnie
prébki od wielu pacjentéw na raz, sposob wedtug wynalazku moze przyczyni¢ sie do szybszego wy-
krywania choroby Recklinghausena, a tym samym do podjecia terapii lub zapobiegania rozwojowi
skutkow wywotywanych przez te chorobe zanim wystgpig jej objawy.

Sposéb wykrywania mutacji wedtug wynalazku dla pacjenta jest bardzo komfortowy. Prdobke
materiatu genetycznego do badania pobiera sie ze $liny lub krwi zylnej pacjenta. W przypadku pobie-
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rania prébki ze $liny pacjenta dodatkowg zaletg sposobu jest to, ze jest ona nieinwazyjna. Poza tym
pobrana probka ze $liny jest stabilna przez okres okoto roku od pobrania, dlatego umozliwia pobranie
i przechowywanie duzych ilosci wysokojakosciowego materiatu genetycznego, ktory nie ulega degra-
dacji przez diugi czas. Mozliwe jest zatem samodzielne pobranie probki przez pacjenta i jej przestanie
do laboratorium genetycznego.

Do pobrania materiatu genetycznego ze $liny mozna wykorzysta¢ komercyjnie dostepne zesta-
wy, np. zestaw typu OG-510 Oragene-DNA firmy DNAGenotek.

Pobieranie materiatu genetycznego z krwi zylnej pacjenta mozna realizowaé¢ za pomocg zesta-
wow prozniowych. Krew nalezy pobra¢ do probowki z odczynnikiem EDTA (np. probowka morfolo-
giczna).

Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony w przykfadach wykonania, ktére nie ogranicza-
ja jego zakresu.

Przyktad 1

A. Pobranie prébki materiatlu genetyczneqo i izolacja DNA

Materiat do badania pobrano z krwi zylnej pacjenta.

Izolacje DNA z limfocytéw obecnych w prébce krwi zylnej przeprowadzono za pomocg zestawu
Blood Mini firmy A&A Biotechnology wedtug procedury dotgczonej do zestawu. Uzyskano 20 pl
oczyszczonego DNA pacjenta.

II- REAKCJA MULTIPLEKS PCR

1. Dokonano pomiaru stezenia probek genomowego DNA (gDNA) (metoda fluorescencyjna

z uzyciem odczynnika PicoGreen®).
2. Przygotowano mieszanine reakcyjng dla kazdej z pul primeréw 1-6.

Odczynnik Stezenie poczatkowe St‘izzﬁfslz{;?j;?:e Obii:H)s'é }
DNA genomowe 20-40 ng/ul 1
MasterMix 2x 1x 12,5
DMSO 100% 5% 1,25
Pula primeréw 1-6 rbézne | 1-10 uyM 1
Woda Milli-Q® | do 25

3.  Warunki reakcji PCR:

95°C 15 min
30 cykli:

94°C 30s

60°C 90 s

72°C 60 s

72°C 7 min

4°C hold

4.  Dodatkowo, jako etap opcjonalny sprawdzono na Zelu agarozowym otrzymane ampli-
kony (1 ul buforu obcigzajgcego, 3 ul prébki, 1,8%—-2% agaroza, 0,5x TBE, marker
wielkosci 100-1000 bp, 70V, 45 min).

5.  Zmierzono stezenia pul amplikonéw (metodg fluorescencyjng z uzyciem odczynnika
PicoGreen®).

6. Dla kazdej prébki (pacjenta) potgczono pule 1-6, w ilosci:

x ul danej puli =10* liczba amplikondéw / stezenie z PicoGreen®
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W ten sposéb w koncowej puli danej probki (pacjenta) uzyskano 10 ng kazdego amplikonu.
7. Obliczono koncowe stezenie (c) puli:
¢ puli= suma amplikonéw * 10/ catkowita objetos¢ puli
8. Do oczyszczania pobrano 200 ng amplikondéw kazdej prébki (pacjenta).
V =200 /c puli
9. Jesli wyliczona ilos¢ jest wieksza niz faktyczna, bierze sie catos$¢ puli.
10. Prowadzono oczyszczanie amplikonéw z uzyciem odczynnika AMPure XP Beads (1,5x ob-
jetosci). Eluowano amplikony w 42,5 ul wody Milli-Q® (ultraczysta woda typu 1, uzyskiwana
w urzadzeniu firmy MilliporeCorp.)

B. Przygotowanie biblioteki fragmentow DNA przygotowanej do sekwencjonowania
genomowego z uzyciem odczynnikéw dostarczonych przez producenta (lllumina) lub odpo-
wiednikéw

Niniejszy protokot przedstawia przygotowanie biblioteki z uzyciem odczynnikow NEBNext® DNA
Library Prep Master Mix for lllumina oraz NEBNext® Multiplex Oligos for lllumina.

a) WYKANCZANIE KONCOW
Mieszanina reakcyjna:

DNA 42,5 ul

NEBNext End Repair Reaction Buffer (10X) 5 pl

NEBNext End Repair Enzyme Mix 25 ul
50 pl

Inkubowano przez 30 minut w temperaturze 20°C. Oczyszczano z uzyciem odczynnika AMPure
XP Beads (1,6x objetosci). Eluowano w 21 pul wody Milli-Q®.

b) ADENYLACJA NA 3' KONCU
Mieszanina reakcyjna:

DNA 21l
NEBNext dA-Tailing Reaction Buffer (10X) 2,5 ul
Klenow Fragment (3° — 5’ ex0) 154

25l

Inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C.
Oczyszczano z uzyciem odczynnika AMPure XP Beads (1,6x objetosci). Eluowano w 17,25 pl
wody Milli-Q®.
c) LIGACJA ADAPTOROW
Mieszanina reakcyjna:

DNA 17
Quick Ligation Reaction Buffer (5X) 5 ul
Quick T4 DNA Ligase 2,5 ul
NEBNext Adaptor 0,5 ul

25 ul

Inkubowano przez 15 minut w temperaturze 20°C.

Dodano 1,5 Wl USER™ enzyme mix, wymieszano przez pipetowanie.

Inkubowano przez 15 minut w 37°C.

Oczyszczono z uzyciem odczynnika AMPure XP Beads (1,4x objetosci).

Eluowano w 25 pl wody Milli-Q®.

Oczyszczono ponownie z uzyciem odczynnika AMPure XP Beads (1,0x objetosci). Eluowano
w 20 pl wody Milli-Q®

d) AMPLIFIKACJA PCR

Mieszanina reakcyjna:

DNA 20 pl
Universal PCR Primer (25 uM) 0,5ul
Index Primer (25 uM) 0,5ul

NebNext High-Fidelity 2X PCR MasterMix 21 ul
42 ul




18 PL 227 811 B1

Sktadniki reakcji pipetowano w temperaturze 4°C.
Warunki reakcji PCR:

98°C 30s
8 cyKii
98°C 10s
65°C 30s
72°C 30s
72°C 5 min
4°C hold

Oczyszczono z uzyciem AMPure XP Beads (1,0x objetosci). Eluowano w 25 pl wody Milli-Q®.

Zmierzono stezenia bibliotek metodg fluorescencyjng (PicoGreen®). Na fig. 1 rysunku przed-
stawiono wynik elektroforezy na urzgdzeniu Agilent 2100 Bioanalyzer poszczegdinych pul amplikonéw
uzyskanych sposobem wedtug wynalazku oraz przygotowanej biblioteki do sekwencjonowania.

C. Sekwencjonowanie genomowe w urzadzeniu MISEQ (lllumina)

Sekwencjonowanie prowadzone jest zgodnie z protokotem producenta (lllumina) z wykorzysta-
niem zestawu odczynnikdw dostarczonych przez producenta (lllumina).

D. Analiza informatyczna danych z sekwencjonowania

Dane uzyskane w wyniku sekwencjonowania poddane sg najpierw kontroli jakosci. Usuwane sg
sekwencje adaptoréw uzywanych w procesie sekwencjonowania oraz usuwane sg fragmenty odczy-
téw, ktérych srednia lokalna jakos¢ <20. Dalsza analiza jest wykonywana z wykorzystaniem zaréwno
oprogramowania ogolnie dostepnego, jak i komercyjnego. W kazdym przypadku jako wynik uzyskuje
sie liste wariantéw o wysokiej jakosci (>=30). Do oznaczenia stopnia patogennosci kazdego wariantu
wykorzystywane sg bazy danych, takie jak dbSNP, ClinVar.

E. Walidacja metody

W celu zwalidowania metody diagnostycznej przeprowadzono badania klasyczng metodag
sekwencjonowania Sangera. Mutacje wykryte za pomocg sposobu wedlug wynalazku byly zgodne
w wynikami metody klasycznej, co $wiadczy o prawidtowosci i powtarzalnosci metody wedtug wyna-
lazku w wykrywaniu mutacji w obrebie genu NF1.

Wynik identyfikacji mutacji przy wykorzystaniu sekwencjonowania genomowego sposobem
wedtug wynalazku przedstawiono na Fig. 2 rysunku. Przy uzyciu zestawu wedtug wynalazku, za po-
mocg sposobu wedtug wynalazku wykryto nastepujgce mutacje przedstawione w Tab. 1.

Tabelal. Wykryte mutacje

nowa
Polozenie znana |
NFI:NM 000267.3:exon39:c.C5839T:p.R1947X +
NFI:NM_000267.3:c.6756+1G>T +

NFI1:NM 000267.3:ex0n20:¢.G2330C:p.W777S
NFI1:NM 000267.3:exon37:¢.C5242T:p.R1748X
NFI1:NM 000267.3:exon44:c.C6709T:p.R2237X
NFI:NM_000267.3:exon28:c.C3826T:p.R1276X
NF1:NM _000267:exon18:c.2154 2155insA:p.D718fs +
NFI:NM 000267:exonl0:c.1131_1134del:p.377 378del +

|+ |+ ]+
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Zastrzezenia patentowe
1. Zestaw primeréw do wykrywania mutacji w obrebie genu NF1 u pacjentéw z podejrzeniem
choroby Recklinghausena, znamienny tym, ze obejmuje nastepujace pule primeréw, gdzie
— Grupa 1, obejmuje primery dla 20 amplikonéw
NFI 1 1 F: ACTCCACAGACCCTCTCCTTG
NFI 1 1 R: CTGGGATAAAGGGGATGGAG
NFI 2 1 F: AAGCTGTTAACGTGTTTITTTTTITC
NFI_2 1 R: AAGAAAAGAAAGCAAATTCCCC
NFI_3 1 F: TCTGGGAGGTAAAATGGAAGA
NF1 3 1 R: TTGTCTGTCACCAGGTCAGC
NFI 4 1 F: TTTTGTTCTGTGTGTGTGTTTGA
NFI 4 1 R: GGGGCAAAAGAACTTGTCTC
NF1 5 1 F: AGATGATGTCTTGCTATGTTGC
NFI1_ 5 1 R: AAATGCTCATTTTCTCTACTGC
NFI_6_1_F: TCCAAGGCATATTTGCTGTTT
NFI 6 1 R: ACCCAGTTCCAAAATGCCTA
NFI 8 1 F: TGTTGCCCTTGGGTTTTTAC
NFI1 8 1 R: AAATCTTTGTTCATTGCCTGGT
NF] 9 1 F: TTGCTATAATATTAGCTACATCTGGAA
NFI 9 1 R: AGAGTCAGAACTTTAATGTTAGCAATTATC
NFI_16 1 F: ACACTTTGATAACTGTTTCTCT
NFI1_16 1 R:AACACTTTAGTAATCTCTCACC
NFI_18 1 F:GTCTTCCACCCTTGACTCTC
NF1_18 1 R:GCTACTTGAATTTCCCCTGT

NF1 19 1 F: GCTCTTCCTACTCCTTTTGG
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NFI_19_1_R:TTTCTGTTGCTAAGGGCATA
NFI1 27 1 _F:CAAAACCTAGAGAACTGGCATGT

NF1 27 1 R:CATCTTTCTTCTGGCTCTGAAA

NFI1_29 1_F: AGACTCCATGCAGACTCTCTTC

NFI 29 1 R:TTAATGATCAAGGGGAGAAGG

NFI 37 1 F: TGAATCCAGACTTTGAAGAATTGTT
NF1_37_1 R:CTAGGGAGGCCAGGATATAGTCTAGT
NF1 38 1 F:GTGGGAACTCTTCCTTAAATGG
NF1_38_1 R:ACCTACCGTAAACTCGGGTCAG
NF1_42 2 F: TTAGCACGCTACATGCTGATG
NFI_42_2 R:GCACTGAGTATTCCGCTTATGG

NF1_43 1 F:GAGGTTTGATTTAGGGAACATGA

NFI 43 1 R:CCAATAACACAGTCCATGCAA
NF1_46 1 F:CCAAGATCACCATAGCATGAGA

NFI 46 1 R:TGAAAGAAAGTAACATTCAACACTGA
NFI 51 1 R:GGCATCAAAAACTTTGCTACAC
NFI_51_1 _F: CCTAGGGATACACCAAGAGTTTG
NF1_55 1 F: TGAAGAAATGCCCCAGAAAG
NFI1_55_1 R:TGTCAACCAGTTACATTGGACA

Grupa 2, obejmuje primery dla 20 amplikonow

NF1_7_1_F: AGGTTGCGCAGTTAGCAGTT

NFI 7.1 R: TTGCTCCAAGGAAAGGAAGA
NF1_10_1_F: TTCTTCTGGCAGCTGGATTT
NF1_10_1_R: TGAAGCCAAAAAGAACAGCA
NF1_12_1_F: ATGGTGTGTGTTTGCATGGT
NF1_12_1_R: AGAGGAAATGAAGGACCCATT
NF1_13_2 F: TCCTGAGTCTTATGTCTGATACCATG
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NFI_13_2 R: TTGGCGTTTCAGCTAAACCC
NF1_15_1 F: TCCAGTGTTATGTTTACCAAAAATG
NF1_15_1 R: CATTCATCGAAAGCATTGGT
NF1_20_1_F: ACTTGGCTGTAGCTGATTGA
NF1_20 1 R: ACTTTACTGAGCGACTCTTGAA
NFI_21 2 F: TGGATAAAGCATAATTTGTCAAGT
NFI1_21 2 R: TCTCTTATTTTTCACCTTTCTCTATGA
NFI 23 1_F: TTTAGAATGCCTTCTCTTTTGTCT
NFI 23 1 R:TGCTCTCTTTTCATGTCCTCCT
NFI1 25 1 F: TTTGGGTTGTGCTAATAATTTGTTT
NF1_25_1 R: TTCCTATCCTAGTCCTGTCATGG
NFI 28 1 F: TTTGCCTTAATTTAGCAAGTGG
NFI1_28 1 R:CCTACAGAAATGCACGAATAGG
NF1 35 1 F: GGATTGAAGTAGACATGGTCCTG
NF1_35 1 R: GTTGGATTCCCCAAACATGG
NF1_36_1 F: CCCTTTAGAATGCCTGTTGC
NF1_36_1_R:CCCTGCTATATGCTCCCAAG
NFI 39 2 F: TTAAAAATCGAGGGCCAGTTAC
NFI 39 2 R: AAGTGGTCCAGAGGTGTGTAAAG
NFI_40 1 F: TTTTTCCCCGAATTCTTTATG
NFI_40_1 R: TCCCTAGTGTCTAGCGCAGT

NFI1 _41_1_F: GCCTCAGGTAAAATAGAATTTTCAT
NFI 41 1 R: GTCAATTATTTTGCACATCCTTCCA
NFI_44 1 F: CACTTGCATGGACTGTGTTATTGGT
NFI_44 1 R: AGCTCTTGGTTGCAGGGATGGAT
NF1_49 1 F: GGAAGAAGACCTCAGCAGATGC
NFI 49 1 _R: CAACCGCCAAAAAACCTATAGG

21
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NF1_54 1 F: GGAGGCCCTTAAATATTAAAAACA
NFI_54 1 R:TCTCATTTTGCCCTCTTTGC

NF1_57 2_F: TTCTTGATGCCTTGATTGACAC
NF1_57_2 R: TCAACCTTGGAATATCATGTGG
NF1_58 1 F: TGCACAGACAAAATCGCCTA
NF1_58 1 R:CAAACCGGATGGGTTCATTA

Grupa 3, obejmuje primery dla 10 amplikonéw

NFI_11_1_F: TTGAAGTTCGTTTCAAGACC
NF1 11 1 R:ACGCAAAGAAAAGAAAGAAAA
NF1 14 1 F: GCCACTACCTCCCAAAGTCC
NFI_14_1_R:GATACAAAGCAAGTAAACCCCTTC
NFI_17_1_F: CTCTTGGTTGTCAGTGCTTC
NF1_17_1_R:CAGAAAACAAACAGAGCACAT
NF1_22 1 F: GTGTATGGGTACGAGTGTCTGC
NFI 22 1 R: AACGTACACAACTTCTGGCTACC
NF1 24 1 F: CGTCATGTCACTTAGGTTATCTGG
NF1 24 1 R: TTTCAAACACAAAAGTTTGACATC
NFI 26 1 _F: TCGCGAGAGAGGAGAGAAAC
NF1 26 _1 R:TGTGGACAAACAGATGCAAA
NFI1_33_1_F: TTTGGGAAGGTTAGAAACACTAC
NFI_33_1 R:CAAGCTATGTCTTGACCTAGAGC
NFI1_34 1_F: GTGTGAACAAGCCCTCCATA
NFI 34 1 R:CCCAAAGAGCAAATCTGTGA
NF1_50 1 _F: TGCACATTTAACAGGTACTATGCTC
NFI 50 1 R: TCACTTACTCTTCCTAGGCCATC
NF1 52 1 F: TGGGAACAAAACCCTTTGAG
NFI_52_1 R: TTTTGAGAAATGGCAAACG
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— Grupa 4, obejmuje primery dla 9 amplikonéw

NFI_13_1_F: AACGATTTTCATTGTTTTGTTAAGC
NFI 13 1 R:CTTATAGCTTCTTGTCTCCAGGTCTG
NFI_30_1 F:CGTTGCACTTGGCTTAATGT

NFI 30 1 R:CCACACACCATCAGCAGCTA

NFI 31 1 F: TTTTTGTTGATTCCATTTGTGTT

NFI 31 1 R:TGAAAGCTATTTTGTGCCAGA

NFI_38 2 F: ACAAAAGTCCTAGGGCAATCAG

NF1 38 2 R:TAACCAACACTGCATACCTTCC
NFI_39 1 F: TTGGAACTATAAGGAAAAATACGTTT
NFI 39 1 R:AGGGTTTTCTTTGAATTCTCTTAGA
NFI 42 1 F: GTGCTAAAACTTTGAGTCCCATGT
NFI 42 1 R:ATAATCTATATTGATCAGGTGAAGTA
NF1 45 1 F: ATGCATATTGTTGAAAATACAGCTA
NF1 45 1 R:TTTCATTGACCTCAAATTTAAACG
NFI 56 1_F: TGGTTGACAACTTTTTATGCTGA

NF1 56 1 R:ATACACACACCCCAACACCA
NFI 57 1 F: ATATTTTTGGCTTCAGATGGG

NFI 57 1 R:TTGGTGTCTTATATTGTTGCTCAA

— Grupa 5, obejmuje primery dla 3 amplikonéw

NF1_21_1 R: ATTGGATACAGAGCAGGAC
NFI 21 1 F: CATGTGAGTGGAGGAGGA

NF1 32 1 F: TGCAAAGTTTGACCTTTGAACT

NFI 32_1_R: CAAAAGCACATAACTGAAAACCA
NF1_47 1_F: CCCCAAAAGAGAAAACATGG
NFI_47 1 R:GCTGGTAAGGAAATATACTCACAATAA
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— Grupa 6, obejmuje primery dla 2 amplikonéw

NFI 48 1 F: TGTTCTGTGGTTTTCTGCAGTC
NFI 48 1 R: ATTACAGACGTGAGCCACCA
NF1_53_1_F: CTAAAGAAAGCTGTTGAATTTTAGAAG
NFI_53 1 R:GGCTGAATTGTTATCTGTTTGG

. Zestaw primerow wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze koncowe stezenie puli primeréw wy-

nosi od 1 do 10 uM, korzystnie w grupie 1 wynosi od 1 do 8 uM, korzystnie w grupie 2 wyno-
siod 1 do 6 uM, korzystnie w grupie 3 wynosi od 1 do 10 uM, korzystnie w grupie 4 wynosi od
1,5 do 8 uM, korzystnie w grupie 5 wynosi 1 uM, korzystnie w grupie 6 wynosi od 1 do 1,5 pM.

. Sposoéb wykrywania mutacji w obrebie genu NF1 u pacjentéw z podejrzeniem choroby Rec-

klinghausena, znamienny tym, ze obejmuje nastepujgce etapy:

Izolacje DNA z prébki materiatu biologicznego

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej dla kazdego zestawu primerow, jak okreslono
w zastrz. 1

Przeprowadzenie reakcji multiplex PCR

Sekwencjonowanie genomowe

Informatyczna analiza danych

. Sposoéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze prébke materiatu genetycznego stanowi slina

lub krew zylna pacjenta.
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Rysunki
a) Electrophoresis File Run Summary
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Fig.1 Wynik elektroforezy na urzadzeniu Agilent Bioanalyzer.

a) Elektroforegramy: Sciezka L- marker wielkosci, $ciezka 1- przygotowana
biblioteka do sekwencjonowania genomowego, sciezki 2-7 odpowiadaja kolejno
pulom amplikonow z reakcji multipleks PCR;

b) Wykresy rozkladow wielkosci amplikonéw biblioteki do sekwencjonowania
genomowegooraz poszczegblnych pul amplikonow.

25
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TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGSAWAATGWT RATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTKCAAGCMTAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAA

TTTTGCAAGCAWAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAA

GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTKCTATTCTTKACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
TIGACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTYYTGACA
GACAAGGAGTTACTKCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCYTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA.

GACAAARAGTTACTGCTATTYTTGAMA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GGCAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
IGACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA.
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
CIGACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
SACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA

TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAA

SACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA

TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAASL
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAASR
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAL
TTTTGCAAGCATAATGATGATGTCAA/
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAARA
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAA?
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAR
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAL
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAS
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAR
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAL
TTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAL
CTTTGCAAGCATAATGATGATGCCAAL

Fig.2 Wynik identyfikacji mutacji

CTTTGCMAGCATAATGATGATGCCAAR

B | variant validated other experiment: true

GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA,
GACAAAGAGTTACCGCTATTCTTGACA
CACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
GACAAAGAGTTACTGCTATTCTTGACA
ACAAAGAGTTACTGCTATTCCTGACA

; sw c>T1
1 Zygosity: Homozygous
Frequency: 109/109 (100.00%)
Count: 109
Coverage: 109
DB: DB
VALIDATED: VALIDATED
Known variation: true

DbXref: dbSNP:137854552

przy wykorzystaniu sekwencjonowania

genomowego sposobem wedlug wynalazku.

Obraz z programu do wizualizacji danych z sekwencjonowania genomowego. Na

obrazie linig ciggla zaznaczono pozycj¢

i odczyty DNA z zasadg prawidlowa oraz

zasadg zmutowana, powodujaca fenotyp choroby Recklinghausena.
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