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Zpisob detekce chromozomalni translokace t(11;14)(q13;932) a oligonukleotidy pro pouziti

pii tomto zpisobu

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tyka zpiisobu detekce chromozomalni translokace t(11 :14)(q13:932) a
charakterizace mista zlomu metodou multiplexni long-range PCR z biologickych vzorkd
odebranych z téla pacientl, zejména ze vzorki tkané lymfatické uzliny, kostni dfené a krve.

Dile se tyka novych oligonukleotidi, vhodnych pro pouziti pti tomto zpiisobu.

Dosavadni stav techniky

Nadorovd onemocnéni jsou &asto provazena cytogenetickymi aberacemi jako jsou delece
nebo amplifikace chromozomi nebo jejich Gsek@t nebo chromozomaélni translokace, pii
kterych dochdzi k vyméné genetického materialu mezi nehomolognimi chromozémy. Jednou
z téchto aberaci je i chromozomalni translokace t(11;14)(q13;932), ktera je nejéastéji
detekovana u vzorki lymfomu plagtovych bunék (Mantle Cell Lymphoma, MCL).
Dusledkem této translokace je pfemisténi genu CCNDI leZiciho na chromozému 11ql13 do
blizkosti zesilovae transkripce genu pro t&zky fetézec imunoglobulinu (IGH), ktery lezi na
chromozému 14932 (Obr.1). Gen CCNDI (dfive oznacovany i jako BCLI nebo PRADI)
koduje informaci pro tvorbu proteinu cyklin D1. Cyklin D1 je protoonkogen, ktery sehrava
vyznamnou roli v regulaci bunééného cyklu, kde spolu s ostatnimi proteiny fidi pfechod mezi
jednotlivymi fazemi cyklu. Gen IGH kéduje informaci pro syntézu t¢zkého fetézce
imunoglobulinu, ktery je spolu s lehkym fetdzem soudasti sekretovanych i na membranu
vazanych protildtek vytvafenych B-lymfocyty a plazmatickymi burikami. Nasledkem této
translokace dochdzi k nadmeémé expresi cyklinu D1 a nasledné poruse regulace bunééného
cyklu,

Translokace t(11;14)(q13;932) byva detekovéna u téméF viech vzorki MCL, méng &asto pak
u jinych B-lymtoproliferaci. Bylo popsano nékolik zptsobti detekce t(11;14)q13;432).
hybridizace (FISH) (Detection of t(11;14) using interphase molecular cytogenetics in mantle

cell lymphoma and atypical chronic lymphocytic leukemia. Avet-Loiseau H, Garand R,
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Gaillard F, Daviet A, Mellerin MP, Robillard N, Bouyge I, Arcot S, Batzer M, Talmant P,
Harousseau JL., Milpied N, Bataille R. Genes Chromosomes Cancer. 1998 Oct;23(2):175-82)
s pouzitim dvou riizné znaCenych hybridizagnich sond (jedna pro chromozém 11 a druha pro
chromozom 14). Z cytogenetickych metod je pouzitelnd i karyotypizace nebo M-FISH
(multicolor FISH) (Detection of diagnostically critical, otten hidden, anomalies in complex
karyotypes of haematological disorders using multicolour fluorescence in situ hybridization.
Jalal SM, Law ME, Stamberg J, Fonseca R, Seely JR, Myers WH, Hanson CA. Br J
Haematol. 2001 Mar;112(4):975-80). Mezi metody molekuldrni biologie pro detekei
(11;14)(q13;q32) patfi Southernitv pfenos (Bcl-1 gene rearrangements in B cell lymphoma.,
Ince C, Blick M, Lee M, Pathak S, Vadhan-Raj 8, Selvanayagam P, Gutterman JU, Cabanillas
F. Leukemia. 1988 Jun;2(6):343-6), PCR (Detection of the chromosomal translocation
t(11;14) by polymerase chain reaction in mantle cell lymphomas. Rimokh R, Berger F, Delsol
G, Digonnet I, Rouault JP, Tigaud JD, Gadoux M, Coiffier B, Bryon PA, Magaud JP. Blood.
1994 Apr 1;83(7):1871-5) a inverzni long-range PCR (Rapid molecular cloning of
rearrangements of the IGHJ locus using long-distance inverse polymerase chain reaction.
Willis TG, Jadayel DM, Coignet LJ, Abdul-Rauf M, Treleaven JG, Catovsky D, Dyer MJ.
Blood. 1997 Sep 15;90(6):2456-64.). Metoda Southernova pfenosu spocivad v hybridizaci
radioaktivné nebo fluorescencné znatenych sond s elektroforeticky rozdélenou a na
membranu pfenesenou vysokomolekularni genomovou DNA. Touto metodou lze translokaci
pouze detekovat. PCR dokaze transiokaci nejen detekovat, ale po sekvenaci i charakterizovat.
Metoda je vysoce citliva (dokaZe detekovat p¥iblizné 1 buitku s translokaci mezi 100.000
zdravych bunék), dokaZe viak zachytit pouze ty translokace, kde zlomové misto na
chromozomu 11 lezi v oblasti tzv. MTC (Major Translocation Cluster). Translokace se
zlomovym mistem v MTC v3ak piedstavuji pouze 30;40 % ze viech t(11;14)(q13;q32)
detekovanych u MCL. Inverzni long-range PCR je navrZena tak, aby dokdzala zachytit a
charakterizovat prakticky viechny translokace bez ohledu na pozici mista zlomu. Tato metoda
Je vSak pomémé slozitd, zahrnuje nékolik riiznych kroki jako je restrikéni $tépeni,
cirkularizace produktii restrikéniho §tépeni, Southerniiv prenos, long-range PCR a klonovani
amplifikaénich produktt do bakterii.

Predkladany vynalez umoziuje ¢astéjsi PCR detekci translokace t(11;14)q13;q32) bez
nutnosti vyuZiti ndro¢nych metod jako je Southerniv pienos. Ptedkladany vynalez
zjednodusuje uréeni sekvence mista zlomu translokace t(11 ;14)(q13:q32).

Cilem predkladaného vyndlezu je doplnit a pfipadné nahradit stavajici zptsob PCR detekce
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translokace t(11;14)(q13;932) novou metodou multiplexni long-range PCR.

Podstata vvndlezu

Vyndlez se tykd nového zplsobu PCR detekce zlomového mista translokace
t(11;14)q13;q32), kterd zvySuje Zetnost zachytu az na 80 % pfi zachovani technické
nendro¢nosti. Pfedmétem vyndlezu je metoda multiplexni long-range PCR se specidlné
navrzenym souborem oligonukleotidovych primerii uréenad pro detekci zlomového mista
translokace t(11;14)(q13;q32) v DNA ziskané z biologického vzorku ziskaného z téla
pacienta, a pouziti metody multiplexni long-range PCR pro detekci zlomového mista
translokace t(11;14)(q13;932) v DNA ziskané z biologického vzorku ziskaného z téla
pacienta. Pod pojmem long-range PCR se rozumi metoda polymerazové fetézové reakce
(PCR), ktera vyuziva specidlni enzym schopny G&inné amplifikovat dlouhé useky molekuly
DNA (del3i nez 5 tisic parti bazi, tj. 5 kb). Pojmem multiplexni je oznadovano pouziti vice nez
dvou primerii v jedné reakci. Podstata metody spo¢ivd v PCR amplifikaci tseku genomové
DNA, ktery zahrnuje zlomové misto, tj. souvisly usek molekuly DNA skladajici se ze

sekvence pochazejici z chromozoému 11 i sekvence pochazejici z chromozomu 14.

Pfedmétem vyndlezu je zpisob detekce zlomového mista translokace t(11;14)q13:932)
metodou multiplexni PCR dalekého dosahu (multiplexni long-range PCR) v DNA ziskané ze
vzorki biologického materidlu, jehoZ podstata spoéiva v tom, Ze

a) se piipravi primery F1 aZ Fn, kde n je nejvyse 140, komplementarni k usektim lezicim
v oblasti chromozému 11 v rozsahu -5000 az +420000 bazi od pocatku transkripce
genu CCND/ smérem k centromefe, pficemz tseky leZici v této oblasti, k nimz jsou
komplementarni uvedené primery F1 az Fn, jsou od sebe vzajemné vzdaleny alespon
1,7 kb, s vyhodou 1,7 az 7,6 kb, vyhodnéji 3,5 az 5,5 kb, a primery F jsou s vyhodou
Cislovany postupné ve sméru od pocatku transkripce CCND! Kk centromete,

b) se pripravi primery Jl1 az J6, které jsou komplementarni k (sekém oblasti
chromozému 14, v niz lezi geny pro J segmenty tézkého fetézce imunoglobulinu,
pfi¢emz Gsek, k némuz je komplementarni primer J1, leZi mezi geny IGHJ! a IGHJ2,
asek, k némuz je komplementarni primer J2, lezi mezi geny IGHJ2 a IGHJ3, usek,
k némuz je komplementarni primer J3, lezi mezi geny /GHJ3 a IGHJA, tsck, k némuz

Je komplementarni primer J4, lezi mezi geny IGI{J4 a IGHJS, usek, k nemuz je
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komplementarni primer JS, lezi mezi geny IGHJS a IGHJ6 a usek, k némuz je
komplementamni primer J6, leZi mezi geny IGHJ6 a IGHC,

¢) primery F1 aZ I'n sc zkombinuji s primerem J6 do reakci multiplexni PCR dalekého
dosahu, tak, Ze vzdalenost mezi nejblizimi primery F ve stejné reakci je alespon 15
kb,

d) provedou se reakce multiplexni PCR dalekého dosahu s DNA ziskanou z biologického
vzorku ziskaného z téla pacienta,

¢) ur¢i se primer F nejblize zlomovému mistu, ktery poskytl pozitivni reakci, ve
vyhodném provedeni tedy primer s nejvy$sim &islem, ktery poskytl pozitivni reakcli,

f) primer F, ktery je nejblize zlomovému mistu, se zkombinuje do nové sady reakci
multiplexni PCR dalekého dosahu s primery J1 az J6, a to tak, aby v kazdé reakci byl
primer F, ktery je nejblize ziomovému mistu, a jeden z primera J1 az J6,

g) provedou se reakce PCR dalekého dosahu s DNA ziskanou z biologického vzorku
ziskaného z téla pacienta,

h} uréi se primer J s nejniz$im ¢islem, ktery poskytl pozitivni reakci, a ktery je tedy
nejblize ztomovému mistu,

1) stanovi se sekvence Useku mezi primerem F, ktery je nejblize zlomovému mistu, a
primerem J, ktery je nejblize zlomovému mistu, s vvhodou se sekvence tohoto tseku

stanovi metodami PCR a sekvencovani.

Biologickym vzorkem miiZe byt s vyhodou vzorek periferni krve, vzorek kostni dfené nebo

vzorek tkang, zejména miiZe byt vzorkem tkané vzorek lymfatické uzliny.

Primery F1 az Fn (primery F) tedy maji byt navrzeny tak, aby pokryvaly oblast, v niz dochazi
ke zlomu na chromozému 11. Obvykle ke zlomu dochazi blize ke genu CCNDI nez 420 kb,
proto primery F nemusi pokryvat celou tuto oblast, mohou pokryvat jen ¢ast této oblasti blize
ke genu CCND/. Rozdéleni primerti F do reakei pro multiplexni PCR ma byt takové, aby se
v zadné reakei neamplifikoval vic nez jeden fetézec, toho lze dosdhnout tak, Ze minimalni

vzdalenost mezi primery v jedné reakci je 15 kb.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je n mensi nebo rovno 95 a v kroku c) jsou primery

zkombinovany do nejvyse 12 reakei multiplexni PCR dalekého dosahu.
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Primery J1 az J6 (primery J) maji byt navrzeny tak, aby pokryvaly oblast chromozému 14,

v niz leZi geny pro J segmenty tézkého fetézce imunoglobulinu.

S vyhodou se jako F primery pro multiplexni PCR dalekého dosahu pouziji oligonukleotidy

majici alespofi 80% identitu nukleotidové sckvence se sekvenci vybranou ze skupiny

zahrnujici:

GGAGAAGGTCCTCCAAGCCGATATCCCTGCAGACG (F1, SEQ ID NO. 1),
TCCATTGTTAAGCCCTTAAGTCGCCCGGGAAAACG (F2, SEQ ID NO. 2),
CAAAGATACTGGTGAGCCCTGCTGGCGGTGATGG (F3, SEQ ID NO. 3),
CCAGGCTGAGCCACAGCAGTAGCAAGGGACAAAGG (F4, SEQ ID NO. 4),
CCTTCAGCTGGTTCGCAGGTGTCTAACGATTTTCG (F5, SEQ ID NO. %),
GGAAGCTCTAGGGTTTGCAACAGGGCCTGGGAAGG (F6, SEQ ID NO. 6),
CCGTGGTCACGCCACCACCACTTGCTAATATGACG (F7, SEQID NO. 7),
CTGGGATGAGGTGCACATGGAAAATGAGGCATTGG (F8, SEQ ID NO. 8),
CGTGCACCGTACCGGAGTTTGTGGATGACTCTAGC (F9, SEQ ID NO. 9),

- ACCGTGGTCTTGCACATGTAGGGACCTCATCAAGG
CAGGTACTCCATGCGCCTTTGGTTITGCAGGTGAGG

(F10, SEQ 1D NO
(F11, SEQ ID NO

- 10),
A1),

GGAGACAAGAGTGTTTGCCGCCTGTCATGGTGAGC (F12, SEQ ID NO. 12),
ATTCCACTGGGTCCATAATCCTAGGCCAGCCATGC (F13, SEQ ID NO. 13),
CCCAGTGGAGTGGGTGCTGAGTGTGTGATACTTGG (F14, SEQ ID NO. 14),
AGAGGTCCAGAAGTTGGTGTGGCCATCATGTCAGG (F15, SEQ ID NOQ. 15),
CGCAACCAGCCTGGCACTGATAAGAAGCACAGAGG (F16, SEQ ID NO. 16),
GTAGACAGGAGAGCCCGGAAGATGTGACCCACTGC (F17, SEQ ID NO. 17),
CAGCTGGAAACAGCTCAGTCTGGGACCACAACACC (F18, SEQ ID NO. 18),
AATAACGTGGGTGCTCGTCTCTCCCTGCCACAAGG (F19, SEQ ID NO. 19),
AGGGCTCTTTCTCCAGTGAAGGGTCCTCGCCTTGG (F20, SEQ ID NO. 20),
GAGGGGATTTCGAGGCTCTAGGGTCCAAGAAGTGG (F21, SEQ ID NO. 21,
CAGGAGCCACGCCGAAGTGTCAGATGTACCTCACC (F22, SEQ ID NO, 22),
GGGTGGCTCCATTCTTGGTTGTAGGCTGGTGAGG (F23, SEQ ID NO. 23),
ACGCAAGCCCGTGAGCTGTGTCTTCTTTGTCTGG (F24, SEQ ID NO, 24),
CAGCCCCTTTGCTCTCAATGCTCCCTAAGCAGTGG (F25, SEQ ID NO. 25),
GGTCACATTCACAGAACCCCAGGTCTCCAGAAAGC (F26, SEQ ID NO. 26),
GTGCCTGTGCCATGGGACTGATTAGGTATTGATGG (F27, SEQ ID NO. 27),
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CAGGGGAAGGCTACACGCTGCTTCAAAGTCACAGC
CATCTGGGATTCTTGGAAGGTGGGAAGCAGACAGG
CTTGGTGGGACTTTGTGACACCAGGAGGCAGAGC
CACACCCTGCTGAAGAGTCCCCTTTGCTCTCAAGG
GCCCTGCAGAAGCAGTGGTGAACATCCAAAGATGG
TTCAGCCCTGGACACTGCAAATTGTTCCCTTGAGC
AAAGCACGGATAATGCTGCCGGAAGTTGGTTCTGC
CAACCCACAGCATTCCAGGAGGCTTCAGTGTGAGC
CAGTTCTCGCATGAGATCCAGACTCAGGCATGTGG
TCACAGACAAGTCCCGACGCTGTTCTACCTTCAGC
CAGCATGCCAAGGGGACGACAACATTGACTCTGG
TGAGCGCCTATGGGGTGCCAGATACATGACAAAGG
CTGCTTCCTCCCAGCTCTTGAGTCCCTCATTTTCC
ACCACCACCTTCCAGAAACGCCTCATTTTCTTGG
CCCTTCCACCCAATGGCAAGGTTCAGGTTGGTAGC
AGCCAGCACTGCCAACCCTTTGCCTAGGGTGTTGG
TCCTGTCCCTTAGCCAGCACCTGGTGTAGGAATGC
AGGAGGAAATGAGACCCCGTGTGTGAGGGTTCAGG
ATCAGCTGAGGTGCCTTCTGTTGCCTGAGTGTTGC
CTCCCCACAGGTATAGCTCTATGTGGGCCCTTTGC
GAGAAAGGGGAGTCCACGTGGGAAGCTCAGATGC
TCTGGTTCAAGTCGCTGCTGGTTTGGGTTCAGAGC
GAGGTTAAATGACGTGCTGGTGGCCATGGTGTGG
AGACCCTGCTCGTCAGTGTGCTGTGTGACGTTAGC
CATGCCTTCTGTTCACCCGAGACCCACAGTCTGC
ATGTTGCCACGGAAATTCTAATCCCTCCCATCAGG
GCGCAGATGCTATAAATCACCTGTGACGGGCTTGG
TTGCACACAGGGTTATTGATGAGTTCGGGGAGTGC
GATCCCGGACCCCTAATTAGACCGTCCCATCTTCC
TGCTAGCCCCACAACAAGACCCAGCTATCTTTGC
GCATGCTCATCAACTCACATGGGTGCCCTTGACC
CCATGTGTGTCTGGGGTTTCTGCAAGGGGAATGC
GAACGTGGGTGTGTGTGTCCAATGCACAGTTGAGG

(F28, SEQ ID NO.
(F29, SEQ ID NO.
(F30, SEQ ID NO.
(F31, SEQ ID NO.
(F32, SEQ ID NO.
(F33, SEQ ID NO.
(F34, SEQ ID NO.
(F35, SEQ ID NO.
(F36, SEQ ID NO.
(F37, SEQ ID NO.

(F38, SEQ ID NO.

(F39, SEQ ID NO.
(F40, SEQ ID NO.

(F41, SEQ ID NO.
(F42, SEQ ID NO.
(F43, SEQ ID NO.

(F44, SEQ ID NO.
(F45, SEQ ID NO.
(F46, SEQ ID NO.
(F47, SEQ ID NO.
(F48, SEQ ID NO.
(F49, SEQ ID NO.
(F50, SEQ ID NO.
(F51, SEQ ID NO.
(F52, SEQ ID NO.
(F53, SEQ ID NO.
(F54, SEQ ID NO.
(F55, SEQ ID NO.
(F56, SEQ ID NO.
(F57, SEQ ID NO.
(F58, SEQ ID NO.
(F39. SEQ ID NO.
(F60, SEQ ID NO.

28).
29),
30y,
31
32).
33)
34,
39),
36),
37),
38),
39,
40),
41),
42),
43},
44),
43),
46),
4N,
48),
49),
50),
51),
52),
53),
54),
55),
56),
57),
58),
59),
60),




-7
AGGCCCTAGGGAGGAACATGAGGCTGGAAACAAGC
TGCTGAACCATTTCCGCCCATTTCCTGTTCAGTCC
CAGGTGTGGCGGTACTGAGCTTTGAAACGGACAGG
GTGGCCTCTGTAGAATGTGACCTCGTCCCTCATGG
GGCCAGAGGCTGATCTAACATTCCGAGGCCAACC
CTGCACAGAAATCCCCAGCTTAGAGCTGCACTTCG
ATTTCCGGGCATTTGCAGCACAGCATCTCAAGG
TGTCACCCCATCGTGCCCCTAGTTCAACTCACACC
GGGTCCCTACACCACCTTGTTCTTGCTCTGTGACC
CTAAAGAAGGCAGCAGCTGCTCAGGAAGGCAGCAGG
GAGGTGCAGCGGTCACTTCTGGTCTCACTTTGTCC
AGAGGGGACACTGTCGTCATCTCCTCCCATGTACC
AAGGCTGCATTCTATCGCACAGGTTCTCCGACTGC
AGCTTTGCCCGGGTTCCTGAATTCAGGAGACCTGG
ACATGAGGGTTGGCAGCACATCTCGACCTCTGTCC
CAAGTGGGAACTCCTTTCATGGAGACCAGGCTTGC
GGGGATGTTCTCTGCCAATTAGAGCCACGGGTTGG
GGGGACCTGGAGTAGGGGTTTTAGCCTCCTGAACC
CAATCAGGCCCAAGGCACTCATCACCAAATCTGC
TTGGAGCCGTGGGATAATGATCAGCTGCTTCTCG
TGTCTCCAGGATGGTGGAGTCCTTAGTCCCGTTCC
GGAGCTGAACTTGCGTGTCCTCCCAGCCTCTAACC
ACCGTGGTGGATGCTGGACTATGACCAGAGACAGG
AAACTCAGTCGTTCTGTGATGGGCCCCAGGAATGG
CAAAAGGCATCGTGTACAGAATGGGCGACAACAGG
CACGGCGTGTTCCCCTCAAGGATAGCTGACAAAGG
AATTCACCACTGCTTAGCCCAGAGAGGCGCAGAGG
TGCGATGAATAATGGTAGCCTCGTGGCATCTGTCC
TCGGAGCTCAACTCCAAAGCTCCTTGACCCCATCC
CAGCCCTCAGTCGTGGCTGTGAGCTCTAGAACAGG
GAATGCCAGCCGCATCCTCAAATACCCCTCATACC
ATTCCTGCATCCCTGCACTCGGTGGCCTTAATAGG
GAGCAATTTGACTGCCCCTCATTTGACACACAACG

(F61, SEQ ID NO.
(F62, SEQ ID NO.
(F63. SEQ ID NO.
(F64, SEQ ID NO.
(F65, SEQ ID NO.
(F66, SEQ ID NO.
(F67, SEQ ID NO.
(F68, SEQ ID NO.
(F69, SEQ ID NO.

(F70, SEQ ID NO.
(F71, SEQ ID NO.
(F72, SEQ ID NO.

(F73, SEQ ID NO.
(F74, SEQ ID NO.

(F75, SEQ ID NO.
(F76, SEQ ID NO.

(F77, SEQ ID NO.

(F78, SEQ ID NO.
(F79, SEQ ID NO.
(F80, SEQ ID NO.

(F81, SEQ ID NO.
(F82, SEQ ID NO.
(F83, SEQ ID NO.
(F84, SEQ ID NO,
(F85, SEQ ID NO.
(F86, SEQ [D NO.
(F87, SEQ ID NO.
(F88, SEQ ID NO.
(F89, SEQ ID NO.
(F90, SEQ ID NO.
(F91, SEQ 1D NO.
(F92, SEQ ID NO.
(F93, SEQ ID NO.

61),
62),
63),
64),
65),
66),
67),
68),
69),
70),
1),
72),
73),
74),
75),
76),
7,
78),
79),
80),
81),
82),
83),
84),
85),
86),
87)
88)
89},
90),
on),
92),
93),
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GGCTGAGTCTCGATCCCAAAGCTCTCTCCCAGACC (F94, SEQ ID NO. 94),
GCTTATCATGCATCAGCTTGCCATGGCTCCACAGG (F95, SEQ ID NO. 95).

S vyhodou se jako J primery pro multiplexni PCR dalckého dosahu pouziji oligonukleotidy
majici alespont 80% identitu nukleotidové sekvence se sekvenci vybranou ze skupiny
zahrnujiei:

CCGCCCTCCTGCCGACCTCCTTTGCTGAGCACC  (J1, SEQID NO. 96),
CCTGCTTGCTACCTGTGGAGGGTCCCTGACGGG  (J2, SEQ ID NQ. 97),
CCCAGTTCCCAAAGAAAGGCCTTCTGCTGAACG  (J3, SEQID NO. 98),
GCATCTGGAGCCCTTGCCCCTCGTCTGTGTGG (J4, SEQ ID NO. 99),
CCTGAGAATGCTCCAGGTGAAGCGGAGAGAGG  (J5, SEQ ID NO. 100),
CCTCAGCCATCACTAAGACCCCTGGTTTGTTCAGG (J6, SEQ ID NO. 101).

Sekvence s 80% identitou k uvedenym sekvencim jsou zejména sekvence lisici se zkracenim
nebo prodlouZenim sekvence az o 7 nukleotidi na 3° a/nebo 5 konci nebo zdménou az 4

nukleotidi nebo kombinaci zkraceni/prodlouZeni se zaménou nukleotidi.

Pfedmétem piedloZeného vynalezu je také pouziti oligonukleotiddit vybranych ze skupiny

zahrnujici sekvence majici alespon 80% identitu nukleotidové sekvence se sekvenci vybranou

ze skupiny

GGAGAAGGTCCTCCAAGCCGATATCCCTGCAGACG (F1),
TCCATTGTTAAGCCCTTAAGTCGCCCGGGAAAACG (F2),
CAAAGATACTGGTGAGCCCTGCTGGCGGTGATGG (F3),
CCAGGCTGAGCCACAGCAGTAGCAAGGGACAAAGG (F4),
CCTTCAGCTGGTTCGCAGGTGTCTAACGATTTTCG (F5),
GGAAGCTCTAGGGTTTGCAACAGGGCCTGGGAAGG (F6),
CCGTGGTCACGCCACCACCACTTGCTAATATGACG (F7).
CTGGGATGAGGTGCACATGGAAAATGAGGCATTGG (F8),
CGTGCACCGTACCGGAGTTTGTGGATGACTCTAGC (F9),
ACCGTGGTCTTGCACATGTAGGGACCTCATCAAGG (F10),
CAGGTACTCCATGCGCCTTTGGTTTGCAGGTGAGG (F11),
GGAGACAAGAGTGTTTGCCGCCTGTCATGGTGAGC (F12),

ATTCCACTGOGGTCCATAATCCTAGGCCAGCCATGC (F13),
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CCCAGTGGAGTGGGTGCTGAGTGTGTGATACTTGG
AGAGGTCCAGAAGTTGGTGTGGCCATCATGTCAGG
CGCAACCAGCCTGGCACTGATAAGAAGCACAGAGG
GTAGACAGGAGAGCCCGGAAGATGTGACCCACTGC
CAGCTGGAAACAGCTCAGTCTGGGACCACAACACC
AATAACGTGGGTGCTCGTCTCTCCCTGCCACAAGG
AGGGCTCTTTCTCCAGTGAAGGGTCCTCGCCTTGG
GAGGGGATTTCGAGGCTCTAGGGTCCAAGAAGTGG
CAGGAGCCACGCCGAAGTGTCAGATGTACCTCACC
GGGTGGCTCCATTCTTGGTTGTAGGCTGGTGAGG
ACGCAAGCCCGTGAGCTGTGTCTTCTTTGTCTGG
CAGCCCCTTTGCTCTCAATGCTCCCTAAGCAGTGG
GGTCACATTCACAGAACCCCAGGTCTCCAGAAAGC
GTGCCTGTGCCATGGGACTGATTAGGTATTGATGG
CAGGGGAAGGCTACACGCTGCTTCAAAGTCACAGC
CATCTGGGATTCTTGGAAGGTGGGAAGCAGACAGG
CTTGGTGGGACTTTGTGACACCAGGAGGCAGAGC
CACACCCTGCTGAAGAGTCCCCTTTGCTCTCAAGG
GCCCTGCAGAAGCAGTGGTGAACATCCAAAGATGG
TTCAGCCCTGGACACTGCAAATTGTTCCCTTGAGC
AAAGCACGGATAATGCTGCCGGAAGTTGGTTCTGC
CAACCCACAGCATTCCAGGAGGCTTCAGTGTGAGC
CAGTTCTCGCATGAGATCCAGACTCAGGCATGTGG
TCACAGACAAGTCCCGACGCTGTTCTACCTTCAGC
CAGCATGCCAAGGGGACGACAACATTGACTCTGG
TGAGCGCCTATGGGGTGCCAGATACATGACAAAGG
CTGCTTCCTCCCAGCTCTTGAGTCCCTCATTTTCC
ACCACCACCTTCCAGAAACGCCTCATTTTICTTGG
CCCTTCCACCCAATGGCAAGGTTCAGGTTGGTAGC
AGCCAGCACTGCCAACCCTTTGCCTAGGGTGTTGG
TCCTGTCCCTTAGCCAGCACCTGG TGTAGGAATGC
AGGAGGAAATGAGACCCCGTGTGTGAGGGTTCAGG
ATCAGCTGAGGTGCCTTCTGTTGCCTGAGTGTTGC

(F14),
(F15),
(Fl6),
(F17),
(F18),
(F19),
(F20),
(F21),
(F22),
(£23),
(F24),
(F25),
(F26),
(F27),
(F28),
(F29),
(F30),
(F31),
(F32),
(F33),
(F34),
(F35),
(F36),
(F37),
(F38),
(F39),
(F40),
(F41),
(F42),
(F43),
(F44),
(F45),
(F46),
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CTCCCCACAGGTATAGCTCTATGTGGGCCCTTTGC

GAGAAAGGGGAGTCCACGTGGGAAGCTCAGATGC
TCTGGTTCAAGTCGCTGCTGGTTTGGGTTCAGAGC
GAGGTTAAATGACGTGCTGGTGGCCATGGTGTGG
AGACCCTGCTCGTCAGTGTGCTGTGTGACGTTAGC
CATGCCTTCTGTTCACCCGAGACCCACAGTCTGC
ATGTTGCCACGGAAATTCTAATCCCTCCCATCAGG
GCGCAGATGCTATAAATCACCTGTGACGGGCTTGG
TTGCACACAGGGTTATTGATGAGTTCGGGGAGTGC
GATCCCGGACCCCTAATTAGACCGTCCCATCTTCC
TGCTAGCCCCACAACAAGACCCAGCTATCTTTGC
GCATGCTCATCAACTCACATGGGTGCCCTTGACC
CCATGTGTGTCTGGGGTTTCTGCAAGGGGAATGC
GAACGTGGGTGTGTGTGTCCAATGCACAGTTGAGG
AGGCCCTAGGGAGGAACATGAGGCTGGAAACAAGC
TGCTGAACCATTTCCGCCCATTTCCTGTTCAGTCC
CAGGTGTGGCGGTACTGAGCTTTGAAACGGACAGG
GTGGCCTCTGTAGAATGTGACCTCGTCCCTCATGG
GGCCAGAGGCTGATCTAACATTCCGAGGCCAACC
CTGCACAGAAATCCCCAGCTTAGAGCTGCACTTCG
ATTTCCGGGCATTTGCAGCACAGCATCTCAAGG
TGTCACCCCATCGTGCCCCTAGTTCAACTCACACC
GGGTCCCTACACCACCTTGTTCTTGCTCTGTGACC

CTAAAGAAGGCAGCAGCTGCTCAGGAAGGCAGCAGG

GAGGTGCAGCGGTCACTTCTGGTCTCACTTTGTCC

AGAGGGGACACTGTCGTCATCTCCTCCCATGTACC

AAGGCTGCATTCTATCGCACAGGTTCTCCGACTGC

AGCTTTGCCCGGGTTCCTGAATTCAGGAGACCTGG
ACATGAGGGTTGGCAGCACATCTCGACCTCTGTCC
CAAGTGGGAACTCCTTTCATGGAGACCAGGCTTGC
GGGGATGTTCTCTGCCAATTAGAGCCACGGGTTGG
GGGGACCTGGAGTAGGGGTTTTAGCCTCCTGAACC
CAATCAGGCCCAAGGCACTCATCACCAAATCTGC

(F47),
(F48),
(F49),
(F50),
(F51).
(F52),
(F53),
(E34),
(F55),
(F56),
(F57),
(F38),
(F59),
(F60),
(F61),
(F62),
(F63),
(F64),
(F65),
(F66),
(F67),
(F68),
(F69),
(F70),
(F71),
(F72),
(F73),
(F74),
(F75),
(F76),
(F77),
(F78),
(F79),
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TTGGAGCCGTGGGATAATGATCAGCTGCTTCTCG
TGTCTCCAGGATGGTGGAGTCCTTAGTCCCGTTCC
GGAGCTGAACTTGCGTGTCCTCCCAGCCTCTAACC
ACCGTGGTGGATGCTGGACTATGACCAGAGACAGG
AAACTCAGTCOGTTCTGTGATGGGCCCCAGGAATGG
CAAAAGGCATCGTGTACAGAATGGGCGACAACAGG
CACGGCGTGTTCCCCTCAAGGATAGCTGACAAAGG
AATTCACCACTGCTTAGCCCAGAGAGGCGCAGAGG
TGCGATGAATAATGGTAGCCTCGTGGCATCTGTCC
TCGGAGCTCAACTCCAAAGCTCCTTGACCCCATCC
CAGCCCTCAGTCGTGGCTGTGAGCTCTAGAACAGG
GAATGCCAGCCGCATCCTCAAATACCCCTCATACC
ATTCCTGCATCCCTGCACTCGGTGGCCTTAATAGG
GAGCAATTTGACTGCCCCTCATTTGACACACAACG
GGCTGAGTCTCGATCCCAAAGCTCTCTCCCAGACC
GCTTATCATGCATCAGCTTGCCATGGCTCCACAGG
CCGCCCTCCTGCCGACCTCCTTTGCTGAGCACC
CCTGCTTGCTACCTGTGGAGGGTCCCTGACGGG
CCCAGTTCCCAAAGAAAGGCCTTCTGCTGAACG
GCATCTGGAGCCCTTGCCCCTCGTCTGTGTGG
CCTGAGAATGCTCCAGGTGAAGCGGAGAGAGG
CCTCAGCCATCACTAAGACCCCTGGTTTGTTCAGG

pro in vitro stanoveni zlomového mista chromozomalni translokace t(11;14)(q13;q32).

(F80),
(F81),
(F82),
(F83).
(F84),
(F85),
(F86),
(F87),
(F88),
(F89),
(F90),
(FS1),
(F92),
(F93),
(F94),
(F95),
(J1),
(J2),
(I3),
(J4),
(J3),
(J6)

Dty

P

'

Dal$im piedmétem predloZen¢ho vynalezu je sada pro detekei translokace ((11;14)(q13;q32)

metodou PCR dalekého dosahu (long-range PCR), jejiz podstata spociva v tom, Ze obsahuje

primery F1 az Fn, kde n je nejvyse 140, komplementarni k tsekiim oblasti chromozému 11

v rozsahu -5000 az +420000 bazi od poc¢atku transkripce genu CCNDI smérem k centromete,

pfi¢emz Gseky této oblasti, k nimz jsou komplementarni uvedené primery F1 az Fn, jsou od

sebe vzdjemné vzdaleny alesponi 1,7 kb, s vyhodou 1,7 az 7,6 kb, vyhodnéji 3.5 az 5,5 kb, a

primery F jsou s vyhodou &islovany postupné ve sméru od poédtku transkripce CCNDI k
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centromete,
a primery J1 aZz J6, které jsou komplementarn{ k asekiim oblasti chromozému 14, v niz lezi
geny pro J segmenty t¢zkého fetézce imunoglobulinu, pficemz usek, knémuz je
komplementarni primer J1, lezi mezi geny IGHJ1 a IGHJ2, asek, k némuz je komplementarni
primer J2, lezi mezi geny IGHJ2 a IGHJ3, dsek, k némuz je komplementirni primer J3, lezi
mezi geny IGHJ3 a IGHJ4, asek, k némuz je komplementarni primer J4, le?i mezi geny
IGHJ4 a IGHJS, usek, k némuz je komplementarni primer J5. leZi mezi geny IGHI5 a IGHI6

a usek, k némuz je komplementarni primer J6, leZi mezi geny [GHJ6 a IGHC.

Ve vyhodném provedeni vynalezu obsahuje sada 95 primert F, rozdélenych do 12 nadobek
tak, Ze vzddlenost mezi nejblizsimi primery F ve stejné reakei je alespori 15 kb, 2 6 primeri J,

kazdy z nich v samostatné nadobce.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu obsahuje sada 60 primeri F, rozdélenych do 10
nadobek tak, Ze vzdalenost mezi nejbliziimi primery F ve stejné reakei je alespoii 15 kb, a 6

primert J, kazdy z nich v samostatné nadobce.

Pfedkladany vynalez tedy ve vyhodném provedeni zahrnuje soubor specialné pro long-range
PCR navrzenych oligonukleotidovych primerii. Soubor se sklada z 95 primert (F1 az F95, F
primery) komplementarnich k ~400 kb dlouhému tseku chromozému 11, ktery lezi v
blizkosti genu CCNDI (http://genome.ucsc.edw/cgi-
biru‘hgTracks?org=Human&db=hg18&position=chrl1%3A68665053-69188423) a 6 primerQ
(J1 az J6, J primery) komplementérnich s ¢asti chromozému 14 v oblasti kde lezi geny pro J
segmenty téZkého fetézce imunoglobulinu (http://genome.ucsc.edw/cgi-binhg Tracks?
org=Human&db=hg18&position=chr14%3A105400000-105402800). Primery F1 a3 F95 jsou
navrzeny tak, aby vzdalenost mezi dvéma sousedicimi primery byla v rozmezi 1,7 a7 7.6 kb
(Obr. 2). Primery Fl az F95 mohou naptiklad byt zkombinovéany s primerem J6 do 12
multiplexnich long-range reakci (A az L) tak, aby v kazdé z reakci v ptipadé pritomnosti
translokace dochézelo k amplifikaci pouze jednoho tseku DNA (Tab. 1). Amplifikace pouze
jednoho DNA fragmentu je zajidténa dostate¢nou vzdalenosti mezi primery F pouzitymi v
Jednotlivych reakeich. Vzdalenost mezi nejblizsimi primery F ve stejné reakci je nejméné 15
tisic bazi, coZ pti reakénich podminkéach long-range PCR zabraiiuje i¢inné amplifikaci velmi

dlouhych fragmentt (Obr. 3). Primery F1 az F95 jsou navrZeny a zkombinovany tak, aby v
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piipad¢ pHtomnosti translokace doslo k amplifikaci zlomového mista a okolnich asekit DNA
v jedné az tfech ze dvandcti reakei. F primery jsou rozdéleny do reakei tak, aby v pripadé
pfitomnosti translokace a souasné amplifikace zlomového mista ve dvou a vice reakcich
umoziiovaly ve vétSin¢ pripadu identifikaci pouZitych primeri a tim ptiblizné uréeni polohy
mista zlomu na chromozému 11 (Tab. 1). Primery J1 az J6 jsou navrzeny tak, aby umoznily
pfesnéjsi lokalizaci mista zlomu na chromozému 14 (Obr, 3). Primery J1 aZ J6 zarovefi slouzi
jako primery pro sekvenovani mista zlomu. Primery J1 az J6 jsou vyuzivany v druhé sadgd
multiplex reakci, kdy jsou jednotlivé zkombinovany s primery F1 az F95 na zakladé vysledku

prvni sady multiplex PCR reakci (Obr. 4).

Tabulka 1

Reakce F primery

A F1, F8, ¥28, F37, F55, F74, F81, F91

B F3,F10, F16, F52, F61, F72, F83, F90, F95
C F12, F21, F30, F50, F59, F68, F78, FR9

D F20, F35, F45, F51, F57, F70, F75, F82, F87
E F2,F18, F27, F39, F47, F66, F92

F F35, Ft4, F32, F41, F53, F63, F69, F86

G F6, F22, F34, F44, F49, F56, F34

H F11, F26, F33, F60, F67, F77

[ F9, F23, F29, F48, F58, F65, F71

J F15, F24, F36, F42, F54, F64, F80, F88, F93
K F1, F7, F13, F19, F31, F38, F43, F62, F76
L F4, F25, F40, F46, F73, F79, F85, F94

Primery F1 az F95, jejichZ sekvence jsou zde uvedeny, dovoluji pokryt rovnomérné oblast
chromozému 11 v rozsahu -5000 az +420000 bazi od poéatku transkripce genu CCNDI/
smérem k centromete. Vzhledem k tomu, Ze ke zlomu na chromozému 11 velmi &asto dochdzi
vyrazn¢ bliZe, je moZno pouzit jen &ast téchto primert s niz$imi pofadovymi ¢isly, napt. jen
F1 az F60.

Piehled obrazkn

Obr. 1 znazorfiuje schématické znazoméni translokace t(11;14)(q13:q32). Nasledkem zlomii v
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pivodnich chromozomech 11 a 14 a nasledné fuze dochazi ke vzniku dvou fuznich
chromozomi, z nichz jeden nese gen CCNDI! translokovany do blizkosti IGH lokusu, ve
kterém lezi velmi silny zesilovag transkripce.

Obr. 2 ukazuje prikladné schéma rozmisténi primeri pro detekei  translokace
t(11;14)q13;932) metodou multiplexni long-range PCR. a) Rozmisténi primerd na
chromozému 11. Primery pokryvaji oblast ~400kb centromericky od pozice genu CCNDI. b)
Rozmisténi primerd na chromozomu 14. Jednotlivé primery jsou lokalizovany centromericky
od /GGHJ segmenti. c) Priklad, kdy ke zlomu dojde v segmentu JGHJ5 na chromozému 14 a v
tiscku DNA mezi primery F5 a F6 na chromozému 11.

Obr. 3 ukazuje schéma pritbéhu reakei pro piiklad, kdy ke zlomu dojde v segmentu /GHJS5 na
chromozomu 14 a v useku DNA mezi primery F5 a F6 na chromozomu 11. a) V prvni sadé
reakei dochézi diky parametriim reakce k amplifikaci ti Gsekii DNA vymezenych primery J6
az F3, 16 aZ F4 a J6 az F5. Diky rozmisténi F primertt do jednotlivych reakci jsou tyto
produkty amplifikovany kaZdy v jiné reakci. b) Na zéklad& vysledka prvni sady reakei je
DNA ve druhé sadé reakci amplifikovdna s primery J1 a2 J6 a F primery, které poskytuji
nejkrati produkt (v tomto pfikladu smés primerii obsahujici primer F5). Ve druhé sadé davaji
pozitivai reakci (tj. amplifikovany usek DNA) pouze reakce s primery J6 a J5. Primer J5,
ktery dava krat$i amplifika¢ni prodﬁkt, Je pak pouzit pro sekvencovani mista zlomu.

Obr. 4 ukazuje schéma vySetteni vzorku na translokaci 1(11;14)(g13;932) metodou multiplex
long-range — ptiklad. A) Vzorek DNA je nejdfive vySetien sadou dvanacti multiplex long-
range PCR reakci, ve kterych jsou primery F1 az F95 v kombinaci s primerem J6.
Amplifikaéni produkty jsou detekoviny metodou agarosové elektroforézy, v piikladu je
vyznacena pfitomnost amplifikacniho produktu v reakcich C a I, kratsi produkt byl ziskan v
reakci C. B) Vzorek je vy3etfen druhou sadou 6 reakei, ve kterych Jsou zkombinovany F
primery pouZit¢ v reakci C s jednotlivymi primery J1 az J6. Amplifikadni produkty jsou
detekovany metodou agarosové elektroforézy, v prikladu je vyznaCena piitomnost
amplifikaéniho produktu v reakcich IV, V a VI, nejkratsi produkt byl detekovan v reakci IV.
C) Amplifikaéni produkt z reakce IV je poté sekvencovan s pouzitim primeru J4 jako

sekvena¢niho primeru.

Pfikiady provedeni vvnalezu

Priklad 1




Byla provedena analyza 16 vzorki DNA ziskanych z bioptati miznich uzlin pacienti s
lymfomem plastové zony. Tyto vzorky byly negativni pfi vySetteni na pritomnost translokace
t(11;14)(q13:932) pfi pouziti dosavadni PCR metody uréené pro amplifikaci zlomovych mist
lokalizovanych v MTC. Kazdy vzorek byl nejdiive otestovan sadou 12 multiplex long-range
PCR reakei A aZ L (viz Tabulka 1). K detekei amplifikaénich produktii byla pouZita agarézova
clektroforéza. V piipadé pozitivity byl vzorek otestovan sadou 6 multiplex long-range PCR
reakei (I az VI), kombinujicich F primery pouzité v pozitivni reakci davajici nejkratsi
amplifikaéni produkt s jednotlivymi primery J1 aZ J6. Pro sekvencovani byl pak pouzit

produkt a pfisluSny primer J1 aZ J6 z reakei [ az VI davajicich nejkratsi amplifikaéni produkt

-
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(Obr. 3 a4).

SloZeni reakénich smé&si je uvedeno v tabulkéach 2a a 2b.

Tabulka 2a

Komponenta Koncentrace MnozZstvi (ul) Dodavatel

H.O 16,2

LA PCR buffer Il (Mg** plus) 10x 4 TaKaRa
dNTP smés 2,5mM 6.4 TaKaRa
LA Tag HS polymeraza 5U/ul 0,4 TaKaRa
J primer 2uUM 4

Smés F primerd 2pM kazdy 4

DNA 5

Tabulka 2b

Komponenta Koncentrace Mnozstvi (ul) Dodavatel

H.O 19,5

Phusion HF buffer 5x 8 Finnzymes
dNTP smés 10mM 0,8 Finnzymes
Phusion polymeraza 2U/ul 0,7 Finnzymes
J primer 2 uM 4

Smés F primer( 2puM kazdy 2

DNA 5

Pfi tomto reakénim profilu:




11 95°C/30s

2: 983’(3 130s

3: 72°C /Tmin

4: jdi na krok 2, 32x
5:72°C 10min
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Z 16 testovanych vzorkh byl amplifikaéni produkt ziskan v 11 ptipadech (69 %). U téchto 11

pozitivnich vzorkd byla mista zlomu amplifikovéna ve trech ruznych reakcich A - L ve 2

pfipadech, ve dvou rliznych reakeich v 5 ptipadech a pouze v jedné z reakci ve 4 ptipadech.

Druha sada reakei pak identifikovala u téchto 11 pozitivnich vzorki pouziti téchto J segmentii

genu tézkého imunoglobulinového fetézce: IGHJ6 (pozitivni pouze reakce VI s J6 primerem)
- 3 vzorky, IGHJS (pozitivni reakce V a VI) - 1 vzorek, IGHJ4 (pozitivni reakce [V, V a Vi) -
6 vzorkl, /GHJ3 (pozitivni reakce III, IV, V a VI} - 1 vzorek. J segmenty t&7kého

imunoglobulinového tetézce IGHJI a IGHJ? nebyly vyuzity u zadného z pozitivnich vzorka

(viz Tabulka 3).

Tabulka 3

Cislo [ Pozitivni reakce | Primer F nejblizs{ | Pozitivni reakce | Primer J nejblizsi
vzorku | zreakciAazL | zlomovému mistu zreakci [ az VI | zlomovému mistu
1 E F2 III - VI J3

2 E F2 V, VI J5

3 B, I F10 VI J6

4 C,D,K F21 VI J6

5 H F26 ivV-VvI J4

6 H, L F26 IV-VI J4

7 D,GJ F34 [V -VI J4

8 E,K F39 IV-VI J4

9 K, G F43 VI 16

10 FJ F15 IV-VI J4

11 H F26 IV-VI J4

Priklad 2
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Vzorky DNA izolované z kostni dfené pacienti s lymfomem z bungk plastové zony byly
vySetfeny na pritomnost translokace t(11;14)(q13;q32) metodou multiplexni long-range PCR
popsanou v ptikladu 1 s tou zménou, Ze jako F primery byly pouzity pouze oligonukleotidy
F1 az F60 rozdélené dle stejnych pravidel do 10 multiplexnich long-range PCR reakci A - J
(Tab. 4). Pro amplitikaci byly pouzity obdobné reakéni podminky jako v ptikladu 1 (Tab. 2b).
Celkem bylo vySetieno 20 vzorkii, z toho pozitivni vysledek byl ziskan v 5 pripadech (25 %)
(viz Tabulka 5). Celkové niZ8i mira zachytu je dana pfedev§im niz8$im poétem nadorovych

buné¢k ve vzorcich kostni diené, predevsim u vzorkti odebranych po zapodéeti terapie.

Tabulka 4

Reakce F primery

A l F10, F21, F30, F38, F45, F53

B F1, F9, F26, F33, F48, F57

C F2, F8, F15, F23, F35, F43

D F6, F18, F34, F39, F44, F50, F60

E F12, F17, F24, F42, F51, F56

F F3, F11, F29, F36, F49

G F22, F27, F32, F40, F47, F52

H F4,F14, F20, F41, F54, F59

I F5, F13, F19, F28, F46, F55

J F7,F16, F25, F31, F37, F58

Tabulka 5

Cislo Pozitivni reakce | Primer F nejbliZ3i | Pozitivni reakce | Primer J nejblizs
vzorku | zreakci AazJ zlomovému mistu zreakei [az VI | zlomovému mistu
I F,H F4 IV -VI J4

2 1L G F32 V, Vi J5

3 C,F F36 V, VI 15

4 C.EFJ F36 [V-VI J4

5 H,J F59 [V-VI J4

Ptiklad 3
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Sekvenace amplifikacnich produktd ziskanych v piikladech 1 a 2 s piislusnym sckvenaénim
primerem J1 az J6 vedla ve v3ech 11 provedenych pripadech k ziskani sekvence a piesné
charakterizaci a lokalizaci mista zlomu jak na chromozomu 11 tak i na chromozému 14. Tyto
sekvence pak byly pouZity k navrhu specifickych qPCR (kvantitativni PCR) detekénich sad,
umozZiiujicich detekci minimalni zbytkové nemoci (MRD, Minimal Residual Disease). Tyto
detekéni sady sestavaji z 6 oligonukleotidovych primerd RQJ1 az RQJ6 odvozenych ze
sckvence chromozému 14 v jednotlivych IGHJ segmentech a dudlné znacdené
oligonukleotidové sondy (TagMan® technologie) komplementarnich k nékolika tsekiim DNA
v oblasti /GHJ segmentii na chromozému 14 (Real-time polymerase chain reaction estimation
of bone marrow tumor burden using clonal immunoglobulin heavy chain gene and bel-1/JH
rearrangements in mantle cell lymphoma. Andersen NS, Donovan JW, Zuckerman A,
Pedersen L, Geisler C, Gribben JG. Exp Hematol. 2002 Jul;30(7):703-1). Vhodny primer RQJ
je vybran na zéklade IGHJ segmentu, identifikovaného sekvenaci mista zlomu. Jako druhy
primer (RQF) jsou pouzity individualngé navriené pacient-specifické oligonukleotidy
komplementdrni k sekvenci mista zlomu translokace t(11;14)q13;932) identifikované
v pfikladech 1 a 2,

Bylo testovéno 5 detek&nich sad pro real-time kvantitativni PCR. Bylo navrZeno 5 pacient-

specifickych primert RQF1 az 5, které byly zkombinovany s vhodnymi primery RQJ1 a2 6

(Tabulka 6).

Tabulka 6

Vzorek | Primer RQJ | Primer RQF | Sekvence primeru RQF

1 RQJ4 RQF1 GTGCCACACTGCCAGTATACG

2 RQJ4 RQF2 CATTCGGTCCTCGGTGTTCC

3 RQIJ3 RQF3 CCTGGACCACGTAAGGGC

4 RQJ6 RQF4 GAGCGCAGAGAATACGGTATGG

5 RQJ4 RQF5 GGAATCTAGTACAGGGTCG N

Primery RQF byly navrzeny tak, aby jejich teplota téni (Tm) odpovidala primertim RQIJ. Tyto
sady pak byly otestovdny na pozitivnich a negativnich vzorcich. Jako pozitivni vzorek byla
vzdy pouzita DNA z ptikladi 1 a 2, ve které byla translokace 1(11:14)(q13;32) identifikovana,
jako negativni kontrola byl pouzit smesny vzorek DNA dobrovolnikii negativnich na

t(11;14)(q13;32). SloZeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 7, amplifikace probihala pii
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tomto reakénim profilu:

1: 95 °C/15 min

2:95°C/20s
3: 60°C /1 min

4: jdi na krok 2, 49x

Tabulka 7

Komponenta Koncentrace MnoZstvi (ul) Dodavatel.
H;O 3,3

Primer RQJ 10uM 1

Primer RQF 10uM 1

TagMan probe 25uM 0,2

AB gene universal mastermix 2x 12,5 AB Gene
DNA 50 ng/uL 5

Ve viech pfipadech byla ziskana specificka amplifikacni k¥ivka v pozitivnich vzorcich a

z4dna nebo pouze minimalni v negativnim vzorku.

Primyslova vyuzitelnost

Stanoveni zlomového mista translokace t(11;14)(q13;q32) je dilezité zejména proto, ze
umoZiuje navrhnout specifické gPCR (kvantitativni PCR) detek&ni sady, umoZziujici detekci
minimalni zbytkové nemoci (MRD, Minimal Residual Disease). Tyto detekéni sady sestavaji
z 6 oligonukleotidovych primeri odvozenych ze sekvence chromozému 14 v jednotlivych
IGHJ segmentech a dudlné znacenych oligonukleotidovych sond (TagMan® technologie)
komplementamich k nékolika asekiim DNA v oblasti /GH./ segmentll na chromozému 14
(Real-time polymerase chain reaction estimation of bone marrow tumor burden using clonal
immunoglobulin heavy chain gene and bcl-1/JH rearrangements in mantle cell lymphoma.
Andersen NS, Donovan JW, Zuckerman A, Pedersen L, Geisler C, Gribben JG. Exp Hematol.
2002 Jul;30(7):703-1). Vhodny primer je vybran na zaklade IGH.J segmentu, identifikovaného
sekvenaci mista zlomu. Jako druhy primer se pouziji individualné navryené pacient-specifické
oligonukleotidy komplementarni k sekvenci mista zlomu translokace t(11;14)(q13:932)

identifikovaného zplisobem podle predkladaného vyndlezu.
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PATENTOVE NAROKY

I. Zpisob detekce zlomového mista translokace t(11;14)(q13:;q32) metodou multiplexni PCR
dalekého dosahu v DNA ziskané ze vzorki biologického materialu, vyznaleny tim, Ze

a) se piipravi primery F1 aZ Fn, kde n je nejvyse 140, komplementarni k asekiim leZicim
v oblasti chromozému 11 v rozsahu -5000 a2 +420000 bazi od pocatku transkripce
genu CCND/ smérem k centromete, pfi¢emz tseky leZici v této oblasti, k nimz Jsou
komplementarni uvedené primery F1 az Fn, jsou od sebe vzdjemné vzdaleny alespon
1,7 kb, s vyhodou 1,7 az 7.6 kb, vyhodnéji 3,5 aZ 5,5 kb, a primery F jsou s vyhodou
Cislovany postupné ve sméru od pocétku transkripce CCND/ k centromete,

b} se pfipravi primery J1 aZ J6, které jsou komplementarni k usekim oblasti
chromozému 14, v niz lezi geny pro J segmenty tézkého fetézce imunoglobulinu,
pfi¢emzZ Gsek, k némuZ je komplementarni primer J1, lezi mezi geny IGHJI a IGHJ2,
asek, k némuz je komplementarni primer J2, lezi mezi geny IGHJ2 a IGHJ3, usek,
k némuz je komplementami primer J3, leZi mezi geny IGHJ3 a IGHJ4, Gsek, k némuy
je komplementarni primer J4, leZi mezi geny IGH/4 a IGHJS5, tsek, k némuz je
komplementdmni primer J5, lezi mezi geny IGHJ5 a IGHJ6 a usek, k némuz je
komplementarni primer J6, leZi mezi geny IGHJ6 a IGHC,

¢) primery Fl aZ Fn se zkombinuji s primerem J6 do reakci multiplexniPCR dalekého
dosahu tak, Ze vzdalenost mezi nejbliz8imi primery F ve stejné reakeci je alespoii 15 kb,

d) provedou se reakce multiplexni PCR dalekého dosahu s DNA ziskanou z biologického
vzorku ziskaného z téla pacienta,

¢) urli se primer F nejblize zlomovému mistu, ktery poskytl pozitivni reakci, ve
vyhodném provedeni tedy primer s nejvy3sim &islem, ktery poskytl pozitivni reakei,

f) primer F, ktery je nejblize zlomovému mistu, se zkombinuje do nové sady reakci
multiplexn{ PCR dalekého dosahu s primery I1 az J6, a to tak, aby v kaZdé reakci byl
primer F, ktery je nejbliZe zlomovému mistu, a jeden z primera J1 az J6,

g) provedou se reakce PCR dalekého dosahu s DNA ziskanou z biologického vzorku
ziskaného z téla pacienta,

h) uréi se primer J s nejnizsim Cislem, ktery poskytl pozitivni reakci, a ktery je tedy

nejblize zlomovému mistu,
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1) stanovi se sekvence dseku mezi primerem F, ktery je nejblize zlomovému mistu, a
primerem J, ktery je nejbliZze zlomovému mistu, s vyhodou se sekvence tohoto Gscku

stanovi metodami PCR a sekvencovani.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznaceny tim, ze biologickym vzorkem je vzorek periferni krve,

vzorek kostni diené nebo vzorek tkang.

3. Zpisob podle naroku 1, vyznadeny tim, Ze je n mensi nebo rovno 95 a v kroku ) jsou

primery zkombinovany do nejvyse 12 reakei multiplexni PCR dalekého dosahu.

4. Zpisob podle ndroku 1, vyznaceny tim, Ze se jako F primery pro multiplexni PCR dalekého
dosahu pouziji oligonukleotidy majici alespoii 80% identitu nukleotidové sekvence se

sekvenci vybranou ze skupiny zahmujici:

GGAGAAGGTCCTCCAAGCCGATATCCCTGCAGACG (F1),
TCCATTGTTAAGCCCTTAAGTCGCCCGGGAAAACG (F2),
CAAAGATACTGGTGAGCCCTGCTGGCGGTGATGG (F3),
CCAGGCTGAGCCACAGCAGTAGCAAGGGACAAAGG (F4),
CCTTCAGCTGGTTCGCAGGTGTCTAACGATTITCG (F5),
GGAAGCTCTAGGGTTTGCAACAGGGCCTGGGAAGG (F6),
CCGTGGTCACGCCACCACCACTTGCTAATATGACG (F7),
CTGGGATGAGGTGCACATGGAAAATGAGGCATTGG (F8),
CGTGCACCGTACCGGAGTTTGTGGATGACTCTAGC (F9),
ACCGTGGTCTTGCACATGTAGGGACCTCATCAAGG (F10),
CAGGTACTCCATGCGCCTTTGGTTTGCAGGTGAGG (F11),
GGAGACAAGAGTGTTTGCCGCCTGTCATGGTGAGC (F12),
ATTCCACTGGGTCCATAATCCTAGGCCAGCCATGC (F13),
CCCAGTGGAGTGGGTGCTGAGTGTGTGATACTTGG (F14),
AGAGGTCCAGAAGTTGGTGTGGCCATCATGTCAGG (F15),

CGCAACCAGCCTGGCACTGATAAGAAGCACAGAGG (F10),
GTAGACAGGAGAGCCCGGAAGATGTGACCCACTGC (F17),
CAGCTGGAAACAGCTCAGTCTGGGACCACAACACC (F18),
AATAACGTGGGTGCTCGTCTCTCCCTGCCACAAGG (F19),
AGGGCTCTTTCTCCAGTGAAGGGTCCTCGCCTTGG (F20),
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GAGGGGATTTCGAGGCTCTAGGGTCCAAGAAGTGG
CAGGAGCCACGCCGAAGTGTCAGATGTACCTCACC
GGGTGGCTCCATTCTTGGTTGTAGGCTGGTGAGG
ACGCAAGCCCGTGAGCTGTGTCTITCTTTIGTICTGG
CAGCCCCTTTGCTCTCAATGCTCCCTAAGCAGTGG
GGTCACATTCACAGAACCCCAGGTCTCCAGAAAGC
GTGCCTGTGCCATGGGACTGATTAGGTATTGATGG
CAGGGGAAGGCTACACGCTGCTTCAAAGTCACAGC
CATCTGGGATTCTTGGAAGGTGGGAAGCAGACAGG
CTTGGTGGGACTTTGTGACACCAGGAGGCAGAGC
CACACCCTGCTGAAGAGTCCCCTTTGCTCTCAAGG
GCCCTGCAGAAGCAGTGGTGAACATCCAAAGATGG
TTCAGCCCTGGACACTGCAAATTGTTCCCTTGAGC
AAAGCACGGATAATGCTGCCGGAAGTTGGTTCTGC
CAACCCACAGCATTCCAGGAGGCTTCAGTGTGAGC
CAGTTCTCGCATGAGATCCAGACTCAGGCATGTGG
TCACAGACAAGTCCCGACGCTGTTCTACCTTCAGC
CAGCATGCCAAGGGGACGACAACATTGACTCTGG
TGAGCGCCTATGGGGTGCCAGATACATGACAAAGG
CTGCTTCCTCCCAGCTCTTGAGTCCCTCATTTTCC
ACCACCACCTTCCAGAAACGCCTCATTTTCTTGG
CCCTTCCACCCAATGGCAAGGTTCAGGTTGGTAGC
AGCCAGCACTGCCAACCCTTTGCCTAGGGTGTTGG
TCCTGTCCCTTAGCCAGCACCTGGTGTAGGAATGC
AGGAGGAAATGAGACCCCGTGTGTGAGGGTTCAGG
ATCAGCTGAGGTGCCTTCTGTTGCCTGAGTGTTGC
CTCCCCACAGGTATAGCTCTATGTGGGCCCTTTGC
GAGAAAGGGGAGTCCACGTGGGAAGCTCAGATGC
TCTGGTTCAAGTCGCTGCTGGTTTGGGTTCAGAGC
GAGGTTAAATGACGTGCTGGTGGCCATGGTGTGG
AGACCCTGCTCGTCAGTGTGCTGTGTGACGTTAGC
CATGCCTTCTGTTCACCCGAGACCCACAGTCTGC
ATGTTGCCACGGAAATTCTAATCCCTCCCATCAGG

(F21),
(F22),
(F23),
(F24),
(F25),
(F26),
(F27),
(F28),
(F29),
(F30),
(F31),
(F32),
(F33),
(F34),
(F35),
(F36),
(F37),
(F38),
(¥39),
(F40),
(F41),
(F42),
(F43),
(F44),
(F45),
(F46),
(F47),
(F48),
(F49),
(F50),
(F51),
(F52),
(F53),
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GCGCAGATGCTATAAATCACCTGTGACGGGCTTGG
TTGCACACAGGGTTATTGATGAGTTCGGGGAGTGC
GATCCCGGACCCCTAATTAGACCGTCCCATCTTCC
TGCTAGCCCCACAACAAGACCCAGCTATCTTTGC
GCATGCTCATCAACTCACATGGGTGCCCTTGACC
CCATGTGTGTCTGGGGTTTCTGCAAGGGGAATGC
GAACGTGGGTGTGTGTGTCCAATGCACAGTTGAGG
AGGCCCTAGGGAGGAACATGAGGCTGGAAACAAGC
TGCTGAACCATTTCCGCCCATTTCCTGTTCAGTCC
CAGGTGTGGCGGTACTGAGCTTTGAAACGGACAGG
GTGGCCTCTGTAGAATGTGACCTCGTCCCTCATGG
GGCCAGAGGCTGATCTAACATTCCGAGGCCAACC
CTGCACAGAAATCCCCAGCTTAGAGCTGCACTTCG
ATTTCCGGGCATTTGCAGCACAGCATCTCAAGG
TGTCACCCCATCGTGCCCCTAGTTCAACTCACACC
GGGTCCCTACACCACCTTGTTCTTGCTCTGTGACC

CTAAAGAAGGCAGCAGCTGCTCAGGAAGGCAGCAGG

GAGGTGCAGCGGTCACTTCTGGTCTCACTTTGTCC
AGAGGGGACACTGTCGTCATCTCCTCCCATGTACC
AAGGCTGCATTCTATCGCACAGGTTCTCCGACTGC
AGCTTTGCCCGGGTTCCTGAATTCAGGAGACCTGG
ACATGAGGGTTGGCAGCACATCTCGACCTCTGTCC
CAAGTGGGAACTCCTTTCATGGAGACCAGGCTTGC
GGGGATGTTCTCTGCCAATTAGAGCCACGGGTTGG
GGGGACCTGGAGTAGGGGTTTTAGCCTCCTGAACC
CAATCAGGCCCAAGGCACTCATCACCAAATCTGC
TTGGAGCCGTGGGATAATGATCAGCTGCTTCTCG
TGTCTCCAGGATGGTGGAGTCCTTAGTCCCGTTCC
GGAGCTGAACTTGCGTGTCCTCCCAGCCTCTAACC
ACCGTGGTGGATGCTGGACTATGACCAGAGACAGG
AAACTCAGTCGTTCTGTGATGGGCCCCAGGAATGG
CAAAAGGCATCGTGTACAGAATGGGCGACAACAGG
CACGGCGTGTTCCCCTCAAGGATAGCTGACAAAGG

(F54),
(F55),
(F56),
(F57),
(F58),
(F59),
(F60),
(Fé1),
(F62),
(F63),
(F64),
(F65),
(F66),
(F67),
(F68),
(F69),
(F70),
(F71),
(F72),
(F73),
(F74),
(F75),
(F76),
(F77),
(F78),
(F79),
(F80),
(F81),
(F82),
(F83),
(F84),
(F85),
(F86),
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AATTCACCACTGCTTAGCCCAGAGAGGCGCAGAGG
TGCGATGAATAATGGTAGCCTCGTGGCATCTGTCC
TCGGAGCTCAACTCCAAAGCTCCTTGACCCCATCC
CAGCCCTCAGTCGTGGCTGTGAGCTCTAGAACAGG
GAATGCCAGCCGCATCCTCAAATACCCCTCATACC
ATTCCTGCATCCCTGCACTCGGTGGCCTTAATAGG
GAGCAATTTGACTGCCCCTCATTTGACACACAACG
GGCTGAGTCTCGATCCCAAAGCTCTCTCCCAGACC
GCTTATCATGCATCAGCTTGCCATGGCTCCACAGG

(F87), o
(F88).
(F89),
(F90),
(F91),
(F92),
(F93),
(F94),
(F95).

5. Zpusob podle naroku 1, vyznateny tim, Ze se jako J primery pro multiplexni PCR dalekého

dosahu pouziji oligonukleotidy majici alespoii 80% identitu nukleotidové sekvence se

sekvenci vybranou ze skupiny zahrnuyjici:

CCGCCCTCCTGCCGACCTCCTTTGCTGAGCACC
CCTGCTTGCTACCTGTGGAGGGTCCCTGACGGG
CCCAGTTCCCAAAGAAAGGCCTTCTGCTGAACG
GCATCTGGAGCCCTTGCCCCTCGTCTGTGTGG
CCTGAGAATGCTCCAGGTGAAGCGGAGAGAGG
CCTCAGCCATCACTAAGACCCCTGGTTTGTTCAGG

(J1),
(J2),
(J3),
(J4),
(J5).
(J6).

6. Pouzit{ oligonukleotidii vybranych ze skupiny zahmujici sekvence majici alespo 80%

identitu nukleotidové sekvence se sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici
GGAGAAGGTCCTCCAAGCCGATATCCCTGCAGACG
TCCATTGTTAAGCCCTTAAGTCGCCCGGGAAAACG
CAAAGATACTGGTGAGCCCTGCTGGCGGTGATGG

CCAGGCTGAGCCACAGCAGTAGCAAGGGACAAAGG

CCTTCAGCTGGTTCGCAGGTGTCTAACGATTTTCG

GGAAGCTCTAGGGTTTGCAACAGGGCCTGGGAAGG

CCGTGGTCACGCCACCACCACTTGCTAATATGACG
CTGGGATGAGGTGCACATGGAAAATGAGGCATTGG
CGTGCACCGTACCGGAGTTITGTGGATGACTCTAGC
ACCGTGGTCTTGCACATGTAGGGACCTCATCAAGG
CAGGTACTCCATGCGCCTTTGGTTTGCAGGTGAGG

(F1),
(F2),
(F3),
(F4),
(F5),
(F6),
(F7),
(F8),
(F9),
(F10),
(FI1),
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GGAGACAAGAGTGTTTGCCGCCTGTCATGGTGAGC
ATTCCACTGGGTCCATAATCCTAGGCCAGCCATGC
CCCAGTGGAGTGGGTGCTGAGTGTGTGATACTTGG
AGAGGTCCAGAAGTTGGTGTGGCCATCATGTCAGG
CGCAACCAGCCTGGCACTGATAAGAAGCACAGAGG
GTAGACAGGAGAGCCCGGAAGATGTGACCCACTGC
CAGCTGGAAACAGCTCAGTCTGGGACCACAACACC
AATAACGTGGGTGCTCGTCTCTCCCTGCCACAAGG
AGGGCTCTTTCTCCAGTGAAGGGTCCTCGCCTTGG
GAGGGGATTTCGAGGCTCTAGGGTCCAAGAAGTGG
CAGGAGCCACGCCGAAGTGTCAGATGTACCTCACC
GGGTGGCTCCATTCTTGGTTGTAGGCTGGTGAGG
ACGCAAGCCCGTGAGCTGTGTCTTCTTTGTCTGG
CAGCCCCTTTGCTCTCAATGCTCCCTAAGCAGTGG
GGTCACATTCACAGAACCCCAGGTCTCCAGAAAGC
GTGCCTGTGCCATGGGACTGATTAGGTATTGATGG
CAGGGGAAGGCTACACGCTGCTTCAAAGTCACAGC
CATCTGGGATTCTTGGAAGGTGGGAAGCAGACAGG
CTTGGTGGGACTTTGTGACACCAGGAGGCAGAGC
CACACCCTGCTGAAGAGTCCCCTTTGCTCTCAAGG
GCCCTGCAGAAGCAGTGGTGAACATCCAAAGATGG
TTCAGCCCTGGACACTGCAAATTGTTCCCTTGAGC
AAAGCACGGATAATGCTGCCGGAAGTTGGTTCTGC
CAACCCACAGCATTCCAGGAGGCTTCAGTGTGAGC
CAGTTCTCGCATGAGATCCAGACTCAGGCATGTGG
TCACAGACAAGTCCCGACGCTGTTCTACCTTCAGC
CAGCATGCCAAGGGGACGACAACATTGACTCTGG
TGAGCGCCTATGGGGTGCCAGATACATGACAAAGG
CTGCTTCCTCCCAGCTCTTGAGTCCCTCATTTTCC
ACCACCACCTTCCAGAAACGCCTCATTTTCTTGG
CCCTTCCACCCAATGGCAAGGTTCAGGTTGGTAGC
AGCCAGCACTGCCAACCCTTITGCCTAGGGTGTTGG
TCCTGTCCCTTAGCCAGCACCTGGTGTAGGAATGC

(F12),
(F13).
(F14),
(F15),
(F16),
(F17),
(F18),
(F19),
(F20),
(F21),
(F22),
(F23),
(F24),
(F25),
(F26),
(F27),
(F28),
(F29),
(F30),
(F31),
(F32),
(F33),
(F34),
(F35),
(F36),
(F37),
(F38),
(F39),
(F40),
(F41),
(F42),
(F43),
(F44),
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AGGAGGAAATGAGACCCCGTGTGTGAGGGTTCAGG
ATCAGCTGAGGTGCCTTCTGTTGCCTGAGTGTTGC
CTCCCCACAGGTATAGCTCTATGTGGGCCCTTTGC
GAGAAAGGGGAGTCCACGTGGGAAGCTCAGATGC
TCTGGTTCAAGTCGCTGCTGGTTTGGGTTCAGAGC
GAGGTTAAATGACGTGCTGGTGGCCATGGTGTGG
AGACCCTGCTCGTCAGTGTGCTGTGTGACGTTAGC
CATGCCTTCTGTTCACCCGAGACCCACAGTCTGC
ATGTTGCCACGGAAATTCTAATCCCTCCCATCAGG
GCGCAGATGCTATAAATCACCTGTGACGGGCTTGG
TTGCACACAGGGTTATTGATGAGTTCGGGGAGTGC
GATCCCGGACCCCTAATTAGACCGTCCCATCTTCC
TGCTAGCCCCACAACAAGACCCAGCTATCTTTGC
GCATGCTCATCAACTCACATGGGTGCCCTTGACC
CCATGTGTGTCTGGGGTTTCTGCAAGGGGAATGC
GAACGTGGGTGTGTGTGTCCAATGCACAGTTGAGG
AGGCCCTAGGGAGGAACATGAGGCTGGAAACAAGC
TGCTGAACCATTTCCGCCCATTTCCTGTTCAGTCC
CAGGTGTGGCGGTACTGAGCTTTGAAACGGACAGG
GTGGCCTCTGTAGAATGTGACCTCGTCCCTCATGG
GGCCAGAGGCTGATCTAACATTCCGAGGCCAACC
CTGCACAGAAATCCCCAGCTTAGAGCTGCACTTCG
ATTTCCGGGCATTTGCAGCACAGCATCTCAAGG
TGTCACCCCATCGTGCCCCTAGTTCAACTCACACC
GGGTCCCTACACCACCTTGTTCTTGCTCTGTGACC
CTAAAGAAGGCAGCAGCTGCTCAGGAAGGCAGCAGG
GAGGTGCAGCGGTCACTTCTGGTCTCACTTTGTCC
AGAGGGGACACTGTCGTCATCTCCTCCCATGTACC
AAGGCTGCATTCTATCGCACAGGTTCTCCGACTGC
AGCTTTGCCCGGGTTCCTGAATTCAGGAGACCTGG
ACATGAGGGTTGGCAGCACATCTCGACCTCTGTCC
CAAGTGGGAACTCCTTTCATGGAGACCAGGCTTGC
GGGGATGTTCTCTGCCAATTAGAGCCACGGGTTGG

(F45),
(F46),
(F47),
(F48),
(F49),
(F50),
(F51),
(F52),
(F53),
(F54),
(F55),
(F56),
(F57),
(F38),
(F39),
(F60),
(F61),
(F62),
(F63),
(F64),
(F65),
(F66),
F67),
(F68),
(F69),
(£70),
(F71),
(F72).
(F73),
(F74),
(E75).
(F76),
(F77),
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GGGGACCTGGAGTAGGGGTTTTAGCCTCCTGAACC
CAATCAGGCCCAAGGCACTCATCACCAAATCTGC
TTGGAGCCGTGGGATAATGATCAGCTGCTTCTCG
TGTCTCCAGGATGGTGGAGTCCTTAGTCCCGITCC
GGAGCTGAACTTGCGTGTCCTCCCAGCCTCTAACC
ACCGTGGTGGATGCTGGACTATGACCAGAGACAGG
AAACTCAGTCGTTCTGTGATGGGCCCCAGGAATGG
CAAAAGGCATCGTGTACAGAATGGGCGACAACAGG
CACGGCGTGTTCCCCTCAAGGATAGCTGACAAAGG
AATTCACCACTGCTTAGCCCAGAGAGGCGCAGAGG
TGCGATGAATAATGGTAGCCTCGTGGCATCTGTCC
TCGGAGCTCAACTCCAAAGCTCCTTGACCCCATCC
CAGCCCTCAGTCGTGGCTGTGAGCTCTAGAACAGG
GAATGCCAGCCGCATCCTCAAATACCCCTCATACC
ATTCCTGCATCCCTGCACTCGGTGGCCTTAATAGG
GAGCAATTTGACTGCCCCTCATTTGACACACAACG
GGCTGAGTCTCGATCCCAAAGCTCTCTCCCAGACC
GCTTATCATGCATCAGCTTGCCATGGCTCCACAGG
CCGCCCTCCTGCCGACCTCCTTTGCTGAGCACC
CCTGCTTGCTACCTGTGGAGGGTCCCTGACGGG
CCCAGTTCCCAAAGAAAGGCCTTCTGCTGAACG
GCATCTGGAGCCCTTGCCCCTCGTCTGTGTGG
CCTGAGAATGCTCCAGGTGAAGCGGAGAGAGG
CCTCAGCCATCACTAAGACCCCTGGTTTGTTCAGG

pro in vitro stanoveni zlomového mista chromozomalni translokace t(11;14)(q13:932).

(E78),
(E79),
(F80),
(IF81),
(F382),
(£83),
(F84),
(F85),
(F36),
(F87),
(F'88),
(F89),
(F90),
(F9I),
(F92),
(F93),
(Fo4),
(F95),
(1),
(J2),
(J3),
(J4),
(J5),
(Jo)

7. Sada pro detekci translokace t(11;14)(q13;q32) metodou multiplexni PCR dalekého

dosahu, vyznatend tim, Ze obsahuje primery F1 az Fn, kde n je nejvyse 140, komplementarni

k Gsekiim oblasti chromozému 11 v rozsahu -5000 az +420000 bazi od pocatku transkripce

genu CCNDI smérem k centromete, pficemz tseky této oblasti, k nimz jsou komplementarni

uvedené primery F1 az F'n, jsou od sebe vzajemné vzdaleny alespon 1,7 kb, s vyhodou 1,7 az

7.6 kb, vyhodngji 3,5 az 5.5 kb, a primery F jsou s vyhodou &isloviny postupné ve sméru od

pocatku transkripce CCNDI k centromete,
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a primery J1 az J6, které jsou komplementarni k tisckiim oblasti chromozomu 14, v niz lezi
geny pro J segmenty tézkého fetézce imunoglobulinu, piicemz uOsek, knémuz je
komplementarni primer J1, lezi mezi geny IGHJ1 a IGHJ2, usek. k némuz je komplementérni
primer J2, leZi mezi geny IGHJ2 a IGHJ3, usek, k némuz je komplementarni primer J3, lezi
mezi geny IGHJI3 a IGHJ4, asek, k némuz je komplementarni primer J4, leZi mezi geny
[GHJ4 a IGHJ5, usek, k némuz je komplementarni primer J5, lezi mezi geny IGHJS a IGHI6

a usek, k némuz je komplementarni primer J6, lezi mezi geny IGHJ6 a IGHC.

8. Sada podle naroku 7, vyznagena tim, Ze obsahuje 95 primeru F, rozdélenych do 12 nadobek
tak, Ze vzdalenost mezi nejbliz&imi primery F ve stejné reakei je alespofi 15 kb, a 6 primeru J,

kazdy z nich v samostatné nadobce.

9. Sada podle naroku 7, vyzna¢end tim, Ze obsahuje 60 primerti F, rozdélenych do 10 nadobek
tak, Ze vzdalenost mezi nejbliz3imi primery F ve stejné reakci je alespoti 15 kb, a 6 primert J,

kazdy z nich v samostatné nadobce.
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Obr. 2
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Obr. 3
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Obr. 4
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SEQUENCE LISTING

Masarykova univerzita :E?LZFT

<120> Zzpisob detekce chromozomalni translokace t(11;14)(ql13:932) a
o?igonuk1eot1dy pro pouziti pfi tomto zplsobu

<130> P

<160> 101

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 1

ggagaaggtc ctccaagccg atatccctge agacg 35

<210> 2

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 2

tccattgtta agcccttaag tcgecccggga aaacq 35

<210> 3

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

400> 3

Ccaaagatact ggtgagccct getggcggtg atgg 34

<210> 4

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 4

Cccaggctgag ccacagcagt agcaagggac aaagg 35

<210> §

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

Stranka 1
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<400> 5
ccttcagctg gttcgcaggt gtctaacgat tttcg 35

<210> 6

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220> )
<223> Primer

<400> 6
ggaagctcta gggtttgcaa cagyggcctgg gaagg 35

<210> 7

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 7
ccgtggtcac gccaccacca cttgctaata tgacg 35

<210> 8

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 8
ctgggatgag gtgcacatgg aaaatgaggc attgg 35

<210> 9

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 9
cgtgcaccgt accggagttt gtggatgact ctagce 35

<210> 10

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Primer

<400> 10
accgtggtct tgcacatgta gggacctcat caagg 35

<210> 11
<211> 35
<212> DNA

stranka 2
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<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 11

caggtactcc atgcgccttt ggtttgcagg tgagg 35
<210> 12

<211> 35

<212> DONA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 12

ggagacaaga gtgtttgccg cctgtcatgg tgage 35
<210> 13

<211l> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 13

attccactgg gtccataatc ctaggccage catge 35
<«210> 14

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 14

cccagtggag tgggtgctga gtgtgtgata cttgg 35
<210> 15

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 15

agaggtccag aagttggtgt ggccatcatg tcagg 35
<210> 16

<211> 35

<212> DNA

<213> aArtificial

<220>

<223> Primer

<400> 16

cgcaaccagc ctggcactga taagaagcac agagg 35

stranka 3




<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Sequence Listing.sT25

17

35

DNA
Artificiai

Primer

17

gtagacagga gagcccggaa gatgtgaccc actge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

35

DNA
Artificial

Primer

18

cagctggaaa cagctcagtc tgggaccaca acacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19

35

DNA
Artificial

Primer

19

aataacgtgg gtgctcgtct ctccctgeca caagg

<210>
<211>
«212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

35

DNA
Artificial

Primer

20

agggctcttt ctccagtgaa gggtcctege cttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21

35

DNA
Artificial

Primer

21

gaggggattt cgaggctcta gggtccaaga agtgg

<210>
«211>
<212>
<213>

<220>
<223>

22

35

DNA
Artificial

Primer

Stranka 4
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<400> 22
caggagccac gccgaagtgt cagatgtacc tcacc 35

<210> 23

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial

<220> i
<223> Primer

<400> 23
gggtggctcc attcttggtt gtaggctggt gagg 34

<210> 24

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 24
acgcaagccce gtgagctgtg tcttcttigt ctgg 34

<210> 25

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 25
cagcccettt getctcaatg ctccctaage agtgg 35

<210> 26

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 26
ggtcacattc acagaacccc aggtctccag aaagc 35

<210> 27

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 27
gtgcctgtge catgggactg attaggtatt gatgg 35

<210>
<211>
<212>

28
35
DNA

stranka 5




<213>

<220>
<223>

<400>

Sequence Listing.sT25

Artificial

Primer

28

caggggaagg ctacacgctg cttcaaagtc acagc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29
35

DNA
Artificial

Primer

29

catctgggat tcttggaagg tgggaagcag acagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30

34

DNA
Artificial

Primer

30

cttggtggga ctttgtgaca ccaggaggca gage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31

35S

DNA
Artificial

Primer

31

cacaccctgc tgaagagtcc cctttgctct caagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

35

DNA
Artificial

Primer

32

gccctgcaga agcagtggtg aacatccaaa gatgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

35

DNA
Artificial

Primer

33

ttcagcecetg gacactgcaa attgttccct tgage

Stranka 6
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<210> 34

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 34

aaagcacgga taatgctgcc ggaagttggt tctge 35
<210> 35

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220> )

<223> Primer

<400> 35

caacccacag cattccagga ggcttcagtg tgagce 35
<210> 36

<211> 35

<212> DNA

<213> Arvificial

<220>

<223> Primer

<400> 36

cagttctcge atgagatcca gactcaggca tgtgg 35
<210> 37

<211> 35

<Z212> DNA ]

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 37

tcacagacaa gtcccgacge tgttctacct tcage 35
<210> 38

<211> 34

<212> DNA

<213> aArtificial

<220>

<223> Primer

<400> 38

cagcatgcca aggggacgac aacattgact ctgg 34
<210> 39

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer
Stranka 7




<400>

sequence Listing.sT25

39

tgagcgecta tggggtgcca gatacatgac aaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

35

DNA )
Artificial

Primer

40

ctgcttcctc ccagetcttg agtccctcat tttee

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41

34

DNA
Artificial

Primer
41

accaccacct tccagaaacg cctcatttte ttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42

35

DNA
Artificial

Primer

42

cccttccace caatggcaag gttcaggttg gtage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43

35

DNA
Artificial

Primer
43

agccagcact gccaaccctt tgcectagggt gttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

44
35

DNA
Artificial

Primer

44

tcctgtcect tagccagcac ctggtgtagg aatge

<210>
<211>
<212>

45
35
DNA

Stranka 8
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<213>

<220>
<223>

<400>

Sequence Listing.S$T2S

Artificial

Primer

45

aggaggaaat gagaccccgt gtgtgagggt tcagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

46

35

DNA )
Artificial

Primer

46

atcagctgag gtgcettctg ttgcctgagt gttge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47

35

DNA
Artificial

Primer

47

ctccccacag gtatagctct atgtgggecc tttge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

48

34

DNA
Artificial

Primer

48

gagaaagggg agtccacgtg ggaagctcag atgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49

35

DNA
Artificial

Primer

49

tctggttcaa gtcgetgctg gtttgggtic agage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

50

34

DNA
Artificial

Primer

50

gaggttaaat gacgtgctgg tggccatggt gtgg

Stranka 9
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<210> 51

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 51

agaccctgct cgtcagtgtg ctgtgtgacg ttage 35
<210> 52

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 52

catgccttct gttcacccga gacccacagt ctge 34
<210> 53

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 53

atgttgccac ggaaattcta atccctccca tcagg 35
<210> 54

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<d400> 54

gcgcagatgc tataaatcac ctgtgacggg cttgg 35
<210> 55

<211> 35

<212> DNA .

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 55

ttgcacacag ggttattgat gagttcgggg agtgce 35
<210> 56

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

stranka 10
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<400> 56
gatcccggac ccctaattag accgtcccat cttec

<210> 57

<211> 34

<212> DNA .
<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 57
tgctageece acaacaagac ccagetatct ttge

<210> 58

<211= 34

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 58
gcatgctcat caactcacat gggtgccctt gacc

<210> 59

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 59
ccatgtgtgt ctggggtttc tgcaagggga atgc

<210> 60

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 60
gaacgtgggt gtgtgtgtcc aatgcacagt tgagg

<210> 61

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> Primer
<400> 61

aggccctagg gaggaacatg aggctggaaa caagc

<210> 62
<211> 35§
<212> DNA

Stranka 11
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<213>

<220>
<223>

<400>

sequence Listing.sT25

Artificial

Primer

62

tgctgaacca tttccgccca tttoctgttc agtcec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

315

DNA
Artificial

Primer

63

caggtgtggc ggtactgage tttgaaacgg acagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

64

35

DNA
Artificial

Primer

64

gtggcctctg tagaatgtga cctcgtccct catgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

65

34

DNA
Artificial

Primer

65

ggccagagge tgatctaaca ttccgaggee aace

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

66

35

DNA
Artificial

Primer

66

Ctgcacagaa atccccagcet tagagctgea ctteg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

67

33

DNA
Artificial

Primer

67

atttccggge atttgcagca cagcatctca agg

stranka 12
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Sequence Listing.ST25

68

35

DNA
Artificial

Primer

68

tgtcacccca tcgtgeccect agttcaactc acacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

69

35

DNA
Artificial

Primer

69

gggtccctac accaccttgt tcttgctctg tgacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

70

36

DNA
Artificial

Primer

70

Ctaaagaagg cagcagctgc tcaggaaggc agcagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

71

35

DNA
Artificial

Primer

71

gaggtgcagc ggtcacttct ggtctcactt tgtec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

72

35

DNA
Artificial

Primer

72

agaggggaca ctgtcgtcat ctcctcccat gtacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

73

35

DNA
Artificial

Primer

Stranka 13
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<400> 73

aaggctgcat tctatcgcac aggttctccg actge
<210> 74

<211> 35§

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 74
agctttgece gggttcectga attcaggaga cctgg

<210> 75

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 75
acatgagggt tggcagcaca tctcgacctc tgtec

<210> 76

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 76
caagtgggaa ctcctttcat ggagaccagg cttgc

<210> 77

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 77
ggggatgttc tctgccaatt agagccacgg gttgg

<210> 78

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> Primer
<400> 78

ggggacctgg agtaggggtt ttagcctcct gaacc

<210> 79
<211> 34
<212> DNA

stranka 14
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<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 79
caatcaggcc caaggcactc atcaccaaat ctgc 34

<210> 80

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 80
ttggagccgt gggataatga tcagctgctt cteg 34

<210> 81

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 81
tgtctccagg atggtggagt ccttagtcce gttec 35

<210> 82

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 82
ggagctgaac ttgcgtgtcc tcccagecte taace 35

<210> 83

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 83
accgtggtgg atgctggact atgaccagag acagg 35

<210> 84

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 84
aaactcagtc gttctgtgat gggccccagg aatgg 35

Stranka 15




<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Sequence Listing.ST25

85

3s

DNA
Artificial

Primer

85

caaaaggcat cgtgtacaga atgggcgaca acagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

86

35

DNA
Artificial

Primer

86

cacggcgtgt tcccctcaag gatagctgac aaagg

<210>
<211>
<212>
<Z213>»

<220>
<223>

<400>

87

35

DNA
Artificial

Primer
87

aattcaccac tgcttagccc agagaggcgce agagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

88

35

DNA
Artificial

Primer

88

tgcgatgaat aatggtagcc tcgtggcatc tgtec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

89

35

DNA
Artificial

Primer

89

tcggagetca actccaaage tccttgaccc catcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

90

35

DNA
Artificial

Primer

stranka 16
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<400> 99

cagccctcag tcgtggctgt gagctctaga acadg 35
<210> 91

<211> 35

<212> DNA .

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 91

gaatgccage cgcatcctca aatacccctc atacc 35
<210> 92

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .

<223> Primer

<400> 92

attcctgcat ccctgcactc ggtggectta atagg 35
<210> 93

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 93

gagcaatttg actgcccctc atttgacaca caacg 35
<210> 94

<211> 35

<212> DNA )

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 94

ggctgagtct cgatcccaaa gcotctcteccc agace 35
<210> 95

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .

<223> Primer

<400> 95

gCttatcatg catcagcttg ccatggctce acagg 35
<210> 96

<211> 33

<212> DNA

Stranka 17




<213> Artificial

<220>
<223> Primer
<400> 96

Sequence Listing.sT25

ccgccctect gecgacctce tttgctgage acc

<210> 97

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 97

cctgettget acctgtggag ggtccctgac ggg

<210> 98

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 98

cccagttcec aaagaaagge cttctgctga acg

<210> 99

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> Primer
<400> 99
gcatctggag cccttgccce tegtctgtgt ag
<210> 100

<211> 32

<212> ONA

<213> Artificial
<220>

<223> Primer
<400> 100

Cctgagaatg ctccaggtga agcggagaga gg

<210> 101

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> Primer
<400> 101

cctcageceat cactaagacc cctggtttgt tcagg

Stranka 18
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