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Spésob izotermalnej amplifikacie nukleovych kyselin na tuhom podklade a kit na

jeho uskutoénenie

Oblast techniky

Vynalez sa tyka oblasti nukleokyselinovej amplifikacie. Konkrétnejsie sa tento
vynalez tyka spdsobu izotermalnej amplifikacie nukleovych kyselin, ktory je
zalozeny na pouZiti tuhého podkladu a zariadenia, a dalej sa tyka kitov uZitoénych
pre aplikacie vyzadujuce vysoku vykonnost, najma na sekvenovanie nukleovych

kyselin.

DoterajSi stav techniky

Analyza nukleokyselinovej sekvencie sa stala zakladnym kamefiom mnohych
aktivit v bioldgii, biotechnologii a medicine. Schopnost determinovat nukleo-
kyselinové sekvencie sa stavala stale doleZitejSou pri  pokusoch zameranych na
determinovanie sekvencii velkych genémov &loveka a inych vy33ich organizmov,
aaj pri detekcii jednonukleotidovych polymorfizmov (SNPs) a pri skriningu
a monitoringu génovej expresie. Genetické informacie poskytnuté sekvenovanim
nukleovych kyselin maju mnohé aplikacie, napriklad pri hfadani a hodnoteni cielov
lieCiv, pri diagnostike ochorenia, vypolte rizika a identifikacii a charakterizacii
organizmov.

Kvéli rychlemu zvySovaniu sa dopytu po spofahlivych udajoch o genetickej
informacii tykajucej sa organizmu, ochorenia alebo jedincov v populacii, je stale
dbleZitejSie zlepsit vykonnost sekvendnych metod. Zakladnym cielom takychto
aplikacii je determinacia sekvencie $tyroch baz, adeninu (A), cytozinu (C), guaninu
(G) atyminu (T) alebo uracilu (U), ktoré sa nachadzaju v danych nukleovych
kyselinach a patria k uréitému typu buniek, organizmu alebo populacii jedincov.
Vacsina nukleokyselinovych sekvenénych metdd (zhrnutie v Yan H. a dalsi. Science
2000, 289 (5486): 1890-2) umozniuje determinaciu nukleokyselinovej sekvencie bud
priamo (pouzitim primerom vedeného nukleotidového predlZovania alebo

prostrednictvom hybridizaénych technoldgii), alebo nepriamo (elektroforetickou
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alalebo Stiepnou analyzou). AvSak vedecka aekonomickd hodnota akejkofvek
aplikacie urenej na analyzu nukleokyselinovej sekvencie je velmi zavisla na
skutoénej vykonnosti metddy.

Snahy nevyhnutné na ziskanie izolovanych nukleovych kyselin vtakom
mnozstve a takej kvalite, ktoré st prijatelné na ziskanie spolahlivych vysledkov,
predstavuji jednu z hlavnych skuto€nosti, ktoru treba brat do uvahy, ked sa hodnoti
vykonnost sekvenénej metody. Origindlna vzorka obsahujuca nukleovi kyselinu,
ktora sa ma sekvenovat, ¢asto neposkytuje dostatok materialu na uskuto&novanie
takejto analyzy, pokial nie je poskytnuta bud relativne vysokd kvantita
vychodiskového materialu, a/alebo zna¢néa intervencia Cloveka. Toto je vynimocne
délezité v pripade sudnych alebo archivnych DNA vzoriek alebo mRNA vzoriek
ziskanych z konkrétnych bunkovych typov, ked sekvencéné metddy vyzadujuce
stovky nanogramov izolovanej DNA sekvencie sa musia uskuto¢novat' vychadzajuc
z nanogramov alebo aj mensieho mnozstva celkovej genomickej DNA.

Na prekonanie takéhoto problému je najpouzivanej§im rieSenim amplifikacia
DNA sekvencie prostrednictvom generovania niekofkych koépii len toho nukleo-
kyselinového fragmentu, o ktory je zaujem. Vo vSeobecnosti, amplifikacia nukleovej
kyseliny vyzaduje seriu akcii, ktoré sa musia opakovat’

a) Poskytnutie prvej nukleovej kyseliny (templatu) obsahujacej sekvenciu, o ktoru je
zaujem;

b) Poskytnutie druhej nukleovej kyseliny (primeru) obsahujucej aspon na svojom 3’
konci sekvenciu, ktord je komplementara so sekvenciou obsiahnutou v prvej
nukleovej kyseline a nachadza sa vedla alebo vo vnutri vo vztahu k 3' koncu
sekvencie, o ktoru je zaujem:;

c¢) Poskytnutie podmienok umoznujucich tranziciu tak templatu, ako aj primeru do
jednovlakovych molekdl, aspon v komplementarnej oblasti tychto dvoch nukleovych
kyselin;

d) Poskytnutie podmienok umoznujucich hybridizaciu medzi komplementarnou
sekvenciou umiestnenou v template a v primeri;

e) Poskytnutie nukleokyselinovej polymerazy schopnej syntetizovat komplemen-
tarne vlakno templatovej oblasti vychadzajic z 3’ konca hybridizatného primeru

v stlade s Watson a Crikovymi pravidlami parovania baz (A-T alebo A-U a C-G),
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f) Vyprovokovanie oddelenia vyslednej dvojviaknovej nukleovej kyseliny (jedno
vlakno patriace pdvodnému templatu, druhé obsahujuce primer flzovany so
sekvenciu, ktora je komplementarna s tou oblastou templatu, kde je mozné
nukleotidove predlZovanie) tak, aby sa kazdé viakno mohlo stat templatom pre
dalSiu hybridizaciu a polymerizaciu.

ZvyCajne sa do amplifikaCnej reakcie pridava aj druhy primer, aby zadala
polymerizacia jeho hybridizaciou s cCastou novo syntetizovaného retazca
susediaceho alebo vnutorného, ako aj so sekvenciou, o ktort je zaujem. Ak sa
pouziju dva primery, kaZdy S$pecificky pre jeden komplementamy retazec,
opakovanie tychto cyklov umoziiuje syntézu viacerych kopii oboch viakien
templatovej sekvencie nachadzajicej sa medzi sekvenciami pouZitymi na
hybridizaciu s primermi. Alternativne, ak je poskytnuty len jeden primer, vytvoria sa
viaceré kopie jediného retazca.

Kracovym bodom je kontinuaina obnova podmienok umoziujicich
dehybridizaciu pbvodného anovo syntetizovaného viakna aich hybridizaciu
s volnymi  primerovymi molekulami, aby sa znova odstartovala hybridizacia
poZadovaného mnoZstva $pecifickej nukleokyselinovej sekvencie. Primerové
molekuly sa vo vSeobecnosti nachadzaju v koncentracii, ktora je znaéne vyssia ako
koncentracia templatovych molekul, aby sa mohla podporit exponencialna kinetika
amplifikaéného procesu.

ZvyCajne sa prechod medzi jednovlaknovou a dvojviaknovou formou
nukleovych kyselin ziskava zvySenim a znizenim teploty systému, v ktorom sa
uskutoCriuje amplifikaény proces. V tomto kontexte, elementy nevyhnutné na
amplifikaciu (templat, primery, nukleokyselinova polymeraza, nukleotidy, soli) su
dodavané so serii zahrievacich a ochladzovacich faz generovanych externym
zariadenim.

Takyto pristup, zvy¢ajne nazyvany termocyklicky, sa aplikuje v dobre znamej
technike oznaCovanej polymerdzova retazova reakcia (PCR; Taylor GR,
.Polymerase chain reaction: basic principles and automation* in ,PCR: A Practical
approach®, vydané McPherson MJ a dal$i, Oxford Univ. Press 1991), v ktorej sa

nasledujice kroky uskuto&riuji v presnom poradi a vo vopred definovanych
¢asovych peridédach:
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a) Denaturécia (90 °C az 95 °C, 30 az 60 sekund). Externé zariadenie poskytuje
energiu (vo forme tepla) nevyhnutni na zvySenie pohybu nukleokyselinovych
molekul na uroven, ktora je dostatofna na preruSenie kovalentnych interakcii
stabilizujucich dvojvlaknovu konfiguraciu. Tento krok sa mbze eventualne vynechat
v prvom cykle, ak st templat a primery uz v jednovlaknovej forme, ale je absolutne
nevyhnutny vo vSetkych nasledujucich cykloch.

b) Hybridizacia (35 °C az 80 °C, 30 az 90 sekind). Komplementarna sekvencia
nachadzajica sa v primeroch avtemplatovych molekulach méze pri znizenej
teplote hybridizovat. Tato teplota, ktora musi byt pozorne kontrolovana, aby sa
zabranilo hybridizacii molekuly, ktora ma len limitovanu homoldgiu, sa vypocitava od
pripadu k pripadu, kedze je funkciou tak dlzky, ako aj C/G obsahu nukleokyselinovej
sekvencie v primerovych a s templatom komplementarnych oblastiach.

c) Predlzovanie (60 °C az 85 °C, 60 az 180 sekund). Je to jediny krok skutoCne
produkujuci nové nukleokyselinové molekuly. Teplota, pri ktorej sa uskutoCiuje
predizovanie je funkciou zvolenej polymerazy aokrem niekofkych vynimiek
nekoreSponduje s hybridizatnou teplotou. ZvyCajne sa predlZzovanie novo
syntetizovaného viakna uskutocriuje prostrednictvom bezne pouzivanych polymeraz
v jednej alebo niekolkych minttach v zavislosti na dizke nukleovej kyseliny, ktora sa
ma amplifikovat. Nové primovacie javy sa nemézu uskutoCnit pokial nie je takto
predizené vlakno uvolnené, aspori Ciastoéne, ako jednovidknova molekula
z dvojvlaknovej molekuly, ktora je vysledkom predlzovania.

ZvyCajne, na ziskanie takého mnozstva nukleovej kyseliny, ktoré je
dostatoéné na dalSiu analyzu, sa tieto kroky opakuja v 15 az 40 cykloch, po ktorych
PCR amplifikacia zvy¢ajne dosiahne plateau v dosledku vy&erpania polymerazy.

Hoci bolo vyvinutych mnoho réznych technoldgii, stratégii a reakénych
podmienok na zakladnej schéme, PCR ma niektoré obmedzenia v dosledku série
Specifickych poziadaviek:

a) zahrievacie a ochladzovacie zariadenie;

b) polymeraza, ktora ostava vysoko progresivna a presna aj po mnohych cykloch pri
vysokych teplotach, ktoré sd potrebné na denaturaciu nukleovej kyseliny;

c) frakcionalizacia amplifikacného procesu na vela cyklov, takze polymerizacia nie

je kontinualna, ale je synchronizovana s termocyklickym procesom. Nie je mozne
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dosiahnut’ nukleokyselinova polymerizacnt reakciu kontinualnym spésobom, kedze
je pravidelne preruSovana, aby sa znova ustanovili podmienky nevyhnutné na
hybridizaciu medzi volnymi primerovymi a templatovymi molekulami, ¢o cely proces
spomaluje.

Na prekonanie tychto obmedzeni kiasickej PCR boli v prechadzajicom stave
techniky opisané rozne rieSenia, spoCivajice najma v poskytnuti alternativnych
pristupov. na umoZnenie separadcie vldkien a hybridizacie v izotermalnych
podmienkach bez termocyklizacie.

Viaknova vytesriovacia amplifikacia (Strand Displacement Amplification —
SDA) je izotermalna nukleokyselinova amplifikacna a detekéna metoda, ktora
vyuii\)a polymerazu v spojitosti s endonukledzou, ktord bude Stiepit len
polymerizovany retazec, takze polymeraza vytlaéi takéto viakno, pricom sa bude
generovat novo polymerizovane viakno (EP497272; Walker GT, PCR Methods App!
1993, 3(1): 1-6). Tato technika, zaloZzena na opakovani prerusenia jedného vlakna,
predlzovacieho a vytesfiovacieho kroku, bola rozne upravovana (WO 96/23904;
Westin L a dalsi, Nat Biotechnol 2000, 18(2): 199-204), ale takyto pristup ma
obmedzenu pouZitefnost. Endonukledza sa musi pridavat spolu s polymerazou
a preto je rozsah povolenych tepl6t, pri ktorych sa méZe cely proces uskuto&iiovat,
obmedzeny na teplotu udrzZiavajucu aktivitu oboch enzymov. V pripade endo-
nukleaz, je takyto rozsah (zvy¢ajne 25 °C aZ 50 °C) privelmi nizky, aby sa zabranilo
nespecifickej hybridizacii primerov na templat, &o vedie k znaénému podielu reakcii,
ktoré sU neproduktivne, alebo generuju nechcené produkty. Navyse, nukleové
kyseliny sliziace ako primery a/alebo templaty mézu vyzadovat dalSiu modifikaciu,
kedZe je nevyhnutné, aby sa vtemplatovej oblasti, ktora sa ma amplifikovat,
nenachadzalo miesto rozoznavané endonukleazou, pricom sa musi vzdy nachadzat
v primerovej sekvencii.

Rolovacia kruhova amplifikacia (Rolling Circle Amplificaton — RCA) je
technika vyuzivajuca predlZzovanie cirkularizovanych oligonukleotidovych sond
prostrednictvom DNA polymerazy v izotermalnych podmienkach, bud s linearnou,
alebo geometrickou kinetikou, a generovanie tandemovo spojenych kopii DNA
molekuly, aby sa amplifikovala ako nasledok komplexného vzoru vytesneni vlakna
(Walter NG a Strunk G, Proc Natl Acad Sci USA 1994, 91 (17). 7937-41; WO
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94/03624). Aj v tomto pripade, hoci bola technolégia réznym spdsobom adaptovana
(WO 97/19193, Isaksson A a Landegren U, Curr Opin Biotechnol 1999, 10(1):11-5),
takéto technolégie maju niekolko obmedzeni, ako napriklad pouzitie
cirkularizovanych molekdl a produkciu amplifikovanych molekdl nie vo forme
jednotlivych entit, ale vo forme série molekdl obsahujicich rdzny pocet kopii
povodnych sekvencii, ktoré s vzajomne prepojené.

Vyvinuté boli aj iné techniky, ktoré rieSia problém prostrednictvom medzi-
produktového DNA-RNA hybridu v izotermalnej, multienzymovej reakénej zmesi
obsahujucej RNA polymerazu, ribonukleazu areverznu transkriptizu (WO
91/04340, WO 92/08800, WO 97/04126; Gebinoga M a Oehlenschalager F, Eur J
Biochem 1996, 235(1-2): 256-61). Je zrejmé, Ze pri pouzivani tychto metdéd je
mozné stretnat sa s niekolkymi problémami tykajicimi sa tak rychlej RNA
degradacie, ako aj zlozitosti hfadania podmienok, pri ktorych vSetky zloZky pracuju
vreakénej zmesi spravne vrovnakom &ase, udrziavania Specificity a rychlosti
amplifikaéného procesu.

Aj ked amplifikatné technoldgie slizia na analyzu velmi maleho mnozstva
nukleokyselinovych sekvencii, €innost nukleokyselinovych sekvenénych metéd nie
je spojena len sdostupnostou izolovanych nukleovych kyselin v mnozstve
dostatoénom na spracovanie a ziskanie spolahlivej informacie, ale aj s moznostou
spracovat niekolko vzoriek rychlo a s obmedzenym zasahovanim ¢loveka. Vacsina
genetickych informécii sa doteraz generuje pouzitim technoldgii, ako napriklad
gélovej elektroforézy, ktoré su tazkopadne, pracné, je zloZité ich automatizovat
a vyzaduju relativne velké zariadenia. NavySe, takéto metody vo vSeobecnosti
umozniuju len individudine spracovanie kazdej nukleokyselinovej entity, ktora sa ma
sekvenovat. Preto sa vyvinuli mnohé technolégie poskytujace Specifické rieSenia
umoziujlce paralelnt analyzu niekolkych odliSnych nukleovych kyselin.

V predchadzajicom stave techniky bolo beznou cestou ako zvysit vykonnost
paraleiné spracovanie mnohych vzoriek pouzitim tuhého podkladu, C¢asto
definovaného ako ,DNA mikrorada“ alebo DNA ¢&ip“, na ktorom st nukleove kyseliny
imobilizované a potom analyzované pouzitim réznych pristupov zahffiajucich bud
znadené jednotiivé nukleotidy, alebo znacené nukleové kyseliny (Southern E
a dal$i, Nat Genet. 1999, 21(dodatok 1): 5-9; Lockhart DJ a Winzeler EA, Nature
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2000, 405(6788). 827-36). Velké molekuly (napr. molekuly dihsie ako 500
nukleotidov), ako aj mensie molekuly, ako napriklad oligonukleotidové primery, je
mozné Ucinne pripojit na tuhy podklad kovalentnym spdsobom fyzikalnym alebo
chemickym prostriedkom, bud' nespecificky, alebo pouzitim $pecifickej chemickej
skupiny na jednom konci (Adessi C a dal$i, Nucleic Acids Res 2000, 28(20): E87;
Okamoto T a dalSi, Nat Biotechnol 2000, 18(4): 438-41). Kombinacia vhodnych
robotickych zariadeni, mikromechanickych systémov a mikroskopickych technik
technicky umozfiuje usporiadané uloZenie a analyzu aZz milionov nukleovych kyselin
na cm? podkladu.

Pouzitim podobnych pristupov je mozné ziskat primerovi predlZovaciu
reakciu prostrednictvom imobilizacie bud primerov, alebo templatovych molekul
(WO 91/13075, WO 00/47767). Alternativne, primery sa mozu zahétepit’ na povrch a,
v spojeni s vofnymi primermi v roztoku, umozfiuju amplifikaciu a pripojenie PCR
produktu na povrch (Andradis JD a Chrisey LA, Nucleic Acids Res 2000, 28(2): e5).
Primery m6zu byt imobilizované aj na matrici atemplatové molekuly sa mézu
udrZiavat v kvapalnej faze v rozsahu teplét (58 °C az 74 °C) umoziujucom, velmi
nahodnym a nekontrolovanym spdsobom, rovnovahu medzi jednoviakovou
a dvojvlaknovou formou, ako aj jednobazové prediZenie (Dubiley S a dalsi, Nucleic
Acids Res 1999, 27(18): e19).

Hlavnou nevyhodou tychto technologii je to, Ze pre kazdu aplikaciu sa najprv
musi navrhnat a vyrobit DNA Cip, €o je stale dost diha, zloZita a nakladna operacia,
a preto sa to oplati len vtedy, ked je potrebné velké mnozstvo &ipu. Navyse, &ipy sa
mozu Casto pouZit len na hybridizaciu a/alebo jednu bazovu elongaciu, a nie st
opatovne pouzitelné, a na kazdom Cipe sa mdZe v jednom Ease spracovat len jedna
vzorka nukleovych kyselin (Cheung VG a dal$i, Na. Genet. 1999, 21(dodatok 1):
15-9; Bowtell DD, Nat Genet. 1999, 21(dodat. 1): 25-32).

V sucasnosti sa vyvinuli aj iné technolégie, ktoré aspon &iastoéne riesia
problémy suvisiace s amplifikatnou a sekvenovacou ué&innostou, prostrednictvom
ucinnejdieho spojenia tychto dvoch procesov.

WO 96/04404 (Mosaic Technologies Inc.) opisuje spdsoby detekcie cielovej
nukleovej kyseliny, ktord sa potenciadlne nachadza vo vzorke. Spbsob zahfiia

indukciu PCR amplifikacie ciefovej molekuly len vtedy, ked sa ciefova nukleova
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kyselina nachadza v testovanej vzorke. Specifické primery sa pripoja na tuhy
podklad, ¢o umoziiuje, aby sa aj amplifikované cielové nukleokyselinové sekvencie
pripojili na takyto podklad. Dvojvlaknove Specifické primery su, ako pri beznej PCR,
$pecificky navrhnuté tak, aby hybridizovali so sekvenciami ohraniujucimi ciefova
sekvenciu, ktora sa ma amplifikovat, alebo so sekvenciami vo vnutri ciefovej
sekvencie, ktora sa ma amplifikovat, a pohanaja Standardny termocyklizacny
proces.

Prvym krokom v tomto PCR amplifikalnom procese je hybridizacia ciefovej
nukleovej kyseliny s prvym $pecifickym primerom pripojenym na podklad (.primer
1“). Prvy elongaény produkt, ktory je komplementarny s cielovou nukleovou
kyselinou, sa potom vytvara predlzovanim sekvencie primeru 1. Potom, ako sa na
podklad pdsobi vysokymi teplotami nevyhnutnymi na dehybridizaciu viakien, ciefova
nukleova kyselina sa uvolni a mdze potom participovat na dalSich hybridizacnych
reakciach s inymi primer 1 sekvenciami, ktoré mézu byt pripojené na podkiad. Prvy
pripojeny elongaény produkt méze potom hybridizovat s druhym Specifickym
primerom (,primer 2“), ktory je tak isto pripojeny na podklad a druhy elongacny
produkt, ktory je komplementarny s prvym elongaénym produktom, sa potom méze
vytvarat predlzovanim sekvencie primeru 2, aje tak isto pripojeny na podklad.
Takze cielova nukleova kyselina a prvy a druhy elongaény produkt su templatovée
molekuly, ktoré sU schopné participovat na mnozstve réznych hybridizaénych
a predlzovacich procesoch, ktoré sl obmedzené len pociato&nou pritomnostou
cielovej nukleovej kyseliny a poftom primer 1 aprimer 2 sekvencii, ktoré su
pritomné na zaliatku. Konec¢nym vysledkom je mnozstvo képii ciefovej sekvencie
pripojenych na povrchu.

Amplifikaénd technika opisana vtomto dokumente sa vo vSeobecnosti
nazyva ako ,mostova amplifikacia“, kedze po prvom cykle, ked je templat v roztoku,
sa tak templat, ako aj primerové molekuly imobilizuju na podklade cez ich 5’ koniec,
¢im sa vytvori typicka Struktira podobna mostu, ked hybridizuju.

Kedze tento amplifikaény proces umoziiuje imobilizaciu len cielovej nukleovej
kyseliny, monitorovanie podkladu umozZiiuje vSeobecne kvalitativne hodnotenie
pritomnosti alebo nepritomnosti cielovej sekvencie vopred definovanej operatorom,

ked sa navrhuju primery. Mostova amplifikacia sa preto mdze pouzit ako vysoko
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vykonna sekvenéna analyticka metdda, pri ktorej sa rézne sady prvych a druhych
primerov zoraduju v réznych oblastiach tuhého podkladu, a pri ktorej nie je potrebna
analyza cielovej sekvencie po jednotlivych bazach. NavySe, takato technologia
moze poskytnit podstatné zlepSenie seridlnej analyzy roznych sekvencii a/alebo
vzoriek, staci ak si zname primery $pecifické pre kazdu odli$nt ciefov( sekvenciu,
aked sa moéze ciefovd sekvencia amplifikovat v podobnych amplifikaénych
podmienkach.

Iné technolgie sa pokuSali GcinnejSie vyuZit mechanizmus, ktory je
zakladom mostovej amplifikacie. WO 98/44151 (Glaxo) opisuje ako prostrednictvom
skonstruovania vSetkych nukleokyselinovych templatov, ktoré sa maja analyzovat
s pridavkom  spojovnikovych sekvencii, komplementarnych s imobilizovanymi
primermi,-na ich koncoch, sa méZe kazda templatova molekula v roztoku nahodne
zoradit a amplifikovat' bez ohladu na ich skutoénu sekvenciu. Tymto spésobom sa
identické PCR amplifikaéné produkty imobilizuji s vysokou hustotou v diskrétnej
oblasti tuhého podkladu, ktora sa nazyva ,DNA kolénia“, kvoli podobnosti
s bakterialnymi koloniami, ktoré sa pozoruju na platni. Kazda DNA koldnia moze byt
vizualizovana a analyzovana jednotlivo, napriklad hybridizaciou so znaéenymi
referencnymi sekvenciami alebo pouZitim pristupu zaloZeného na predlZzovani
primeru. WO 00/18957 (Appl. Res. Syst.) opisuje ako zlepsit G&innost mostovej
amplifikacnej technologie simultannou imobilizaciou tak primerovych, ako aj
templatovych molekil na tuhom podklade pred tym, ako amplifikacia skutogne
zakne. ,

Podstatnym obmedzenim technologii zaloZenych na mostovej amplifikacii je
to, Ze ked sa zvoli akakolvek $pecificita primerovych sekvencii alebo imobilizatna
stratégia, neexistuje Ziadna zmienka otom, ako uskutodfiovat proces v izo-
termalnych podmienkach (tzn. bez nevyhnutnosti termocyklizaéného procesu)
a preto stale trpia rovnakymi obmedzeniami, ktoré su spojené s PCR. Hoci je mozné
aplikovat znizeny poCet cyklov, vdaka citlivosti analyzy a vizualizaénym systémom,
existuje daldia komplikacia vtom, Ze dehybridizaéna teplota méze ovplyviiovat
uniformitu tuhého podkladu, ako aj stabilitu nukleovych kyselin naviazanych na
podklad. AvSak Ziadny zizotermalnych amplifikaénych systémov opisanych

v predchadzajicom stave techniky nedosahuje zaroveri tak( hustotu réznych
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templatovych molekdl, ktoré sa moézu amplifikovat a analyzovat simultanne,
a nezavisle, &o je charakteristické pre mostova amplifikaén( technologiu.

Preto by bolo vyhodné navrhnut spésob, v ktorom by sa hybridizacia
primerov, prediZovanie viakien a oddefovanie vlakien uskutoCrovali kontinualnym
sposobom pri konstantnej teplote, priom by sa aplikovali principy mostovej
amplifikacie. V skutocnosti je kritickejSim bodom dosiahnutie separacie vlakien,
kedZe na riesenie tohto problému bola v doterajSom stave techniky opisana len
teplota alebo pouzitie komplexu a Specifickych technik. WO 97/47767 (Sarnoff
Corp.) navrhol pouZitie chemickych alebo elektrostatickych denaturaénych postupov
aplikovanych v amplifikacnych procesoch. AvSak takéto procedury vyzaduji vysoko
$pecifické materialy, ako napriklad zariadenie na generovanie elektrického pofa,
alebo chemikalie, ako napriklad NaOH, ktoré si slabo kompatibilné s beznymi
amplifikaénymi postupmi a vyzaduju $pecifické dalSie kroky (tzn. modifikaciu
primerov, odmyvanie chemikalii pred restartovanim elongacie).

Mostova amplifikacna technologia by poskytla dalSie vyhody, ak by bolo
mozné spustit jednoduchl separaciu vlakien v izotermélnych podmienkach, za
predpokladu, Ze separacia vlakien by bola mozna len po ukonéeni elongécie, alebo
ak nie po ukonceni, tak bez porusenia nukleokyselinovej polymerazy ukoncuijucej
elongaciu.

Teraz sa zistilo, Ze separacia vlakien dvojvlaknovej nukleovej kyseliny,
imobilizovanej prostrednictvom 5 konca oboch vidkien na rovnakom tuhom
podklade, sa mdzZe jednoducho dosiahnut v izotermalnych podmienkach, ak dizka
nukleovej kyseliny obmedzuje moznost ohnutia sa. Tento biofyzikalny znak bol
uspesne vyuzity na izotermalne generovanie DNA kol6nii pouzitim mostovej
amplifikacie.

Podstata vynalezu

Flexibilita makromolekuly sa tradi€éne meria ako perzistencna dizka, ¢o je
minimalna vefkost makromolekuly, ktort musi mat, aby sa mohla to¢it bez toho,
aby sa vyznamne modifikovala jeho lokalna truktura. Pri koncentraciach soli, ktoré

st kompatibilné s aktivitou nukleokyselinovych polymeraz, tato dizka zodpoveda
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priblizne 5 nanometrom (alebo 15 bazam) pre jednoviaknovd DNA a priblizne 50
nanometrom (alebo 150 bazovym parom) pre dvojvlaknovi DNA (Tinland B a dalsi,
Macromolecules 1997, 30 (19). 5763-5765; Williams LD a Maher LJ, Annu Rev
Biophys Biomol Struct 2000, 29, 497-521). Inymi slovami, dvojviaknova DNA, kvéli
velkému poctu nekovalentnych interakcii stabilizujucich jej Struktdru, je ovela tuhsia
ako jednovidknova DNA. Podobné pozorovanie bolo aj v pripade RNA, hoci sa
odhad perzistencnej dizky dvojviaknovej RNA v literatire li§i od 35 do 72
nanometrov (Zacharias M, Biopolymers 2000, 54(7): 547-60; Kebbekus P a dalsi,
Biochemistry 1995, 4; 34(13): 4354-7). Preto, ked na zakrivenie posobia externé
podmienky, dvojvldknova molekula vydrzi ovela vysSie ‘mechanické napatie ako
jednovlaknova molekula.

Mnohé biofyzikalne Studie sa pokusali kvantifikovat a robit predpovede
destabilizujucich Gcinkov energie, ktord je vysledkom mechanického napétia, na
nekovalentné interakcie nachadzajice sa v dvojvidknovej DNA, ktoré mdze byt
vysledkom  transkripcie, superzavitovania alebo mechanickej separacie
priliehajucich 5'/3' koncov (zhrnuté v Strick TR a dalsi, Annu Rev Biophys Biomol
Struct. 2000, 29, 523-43). Takéto tranzicie jednovlaknovej/dvojviaknovej nukleovej
kyseliny sa ukazali ako prirodzeny a nekontrolovany fenomén, ked sa dvojviakova
molekula vystavi teplotdm blizkym denatura&nej teplote (Dubiley S a dalsi, Nucleic
Acids Res. 1999, 27(18): e19). Avéak nikdy sa nedemonstrovalo, Ze takyto fenomén
mdzZe byt indukovany a uZito¢ne vyuZity, ak si oba 5' konce (Ciasto&ne alebo Uplne)
dvojvlaknovych DNA molekul zaroveri imobilizované na tuhom podklade. Navyse,
ziadny z tychto dokumentov, ako aj Ziadny dokument opisujlci technolégie pribuzné
s mostovou amplifikaciou, nenavrhuju, Ze takato energia méze byt zamerne
indukovana, aby sa obiSla termocyklizacia, ked sa uskutoéfiuje mostova
amplifikacia.

Obrazok 1 sumarizuje molekulové mechanizmy, ktoré su zakladom
predlozeného vynalezu.

Ked sa komplementarne sekvencie patriace k jednovlakovym primerom (a’ a
a") a templatom (b) imobilizuji na 5' konci na tuhy podklad (c), st dostatoéne blizko

na to, aby mohli hybridizovat (1), kazdy primer/templat hybridizaény produkt je viac
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alebo menej silno stoleny, v zavislosti na vzdialenosti medzi imobilizovanymi &'
koncami (obrazok 1A).

V pritomnosti amplifikaéného roztoku (d) méze molekula (e) nukleo-
kyselinovej polymerazy zafat predlzovanie nového vlakna, ktory je kdpiou
imobilizovaného templatu, z 3' konca hybridizovaného primeru (2). Dvojvldknova
oblast sa nasledkom toho prediZzuje od podiato¢nej hybridizaénej oblasti a komplex
obsahuje progresivne sa zvySujuce mnozstvo umelo stoenej, dvojvlaknovej
nukleovej kyseliny (obrazok 1B).

V priebehu predlZzovania, dvojvlaknovy segment vzdialeny od polymerazy
méze byt denaturovany spontanne, uc¢inkom mechanického napatia indukovaného
kontrastom medzi tuhostou dvojvlaknovej konformacie a ohybom spdsobenym
fixovanou polohou 5 konca oboch viakien (3). Nekovalentné interakcie, stabilizujuce
dvojvlaknovu nukleova kyselinu, mézu generovat suhlasné mechanické napétie, ak
nie je templat dost dlhy na to, aby zahrnul takuto tuhd Struktaru do stolenej
konfiguracie. Dvojvlaknova Cast molekuly mdze stale menej a menej akceptovat
vyvijany ohyb srasticim poftom nekovalentnych interakcii nachadzajacich sa
v molekule, a mechanické napéatie sa méze eliminovat len redukovanim CcCasti
templatu do dvojviaknovej konfiguracie. V tomto momente, je Castou, ktora je
slabSie asociovana, a preto jednoduch$ie absorbuje takéto napétie, 3' koniec
templatovej molekuly, nachadzajici sa distalne od postupujucej nukleokyselinovej
polymerazy, ktory sa méze stat’ jednoviaknovym. Ohybom indukované napétie sa
nasledne znizi a polymeraza méze postupovat dalej, az kym napétie nie je opat
prili§ silné na to, aby bolo absorbované. KedZe tento proces je nepretrzity, molekuly
dvojvlaknovej nukleovej kyseliny sa progresivne ,odzipsuju®, pricom 3’ koniec
ostava pristupny na hybridizaciu sinym primerom (4) a druhd molekula DNA
polymerazy moéZe iniciovat druht kdpiu templatu (5). Tento proces sa moéze
uskutocnovat aj ako proces postupujlci bazu za bazou. Otvorenie vidkna o 1 az 2
bazy na 3' konci templatu aktivované mechanickym napatim by mohlo byt spojene
so zabudovanim 1 az 2 baz polymerazou na 3’ konci novo syntetizovaného vlakna
(obrazok 1C).



-13-

Ked je prva kopia templatu kompletna, alebo je skoro kompletna, DNA
polymeraza syntetizujuca druhu képiu je schopna indukovat aj mechanické napétie
posobiace na zdiefané vlakno, ktoré sa méze progresivne oddelovat a odiucit od
prvého syntetizovaného viakna (6; obrazok 1D).

Reakcia mdze pokraCovat az do ukonéenia, tzn. dovtedy, kym nie su dve
vlakna templatu obe imobilizované a pripravené na iniciaciu amplifikacie ako je
opisané predtym. Ked je ukonfend aj druha kdpia templatu alebo je skoro
ukoncena, 5' jednovlidkovy koniec templatu sa méze uvolnit (7) a hybridizovat s
inym imobilizovanym primerom, ktory je v jeho blizkosti (8), zatial ¢o ind molekula
nukleokyselinovej polymerazy moéze restartovat syntézu (9). Zaroveil mdze prva
jednovlakonové képia hybridizovat s iny primerom (10) a iniciovat novy kopirovaci
dej (11). Tento proces, ako je znazornené na obrazku 1E, umoZfiuje novo
syntetizovanym koépidm kontinualny prechod na jednovlaknové nukleové kyseliny
prostrednictvom mechanickym napétim pohéarnianého oddelovania a vytesiovania
viakna, ktoré mdze byt reprodukované akoukofvek imobilizovanou templatovou
molekulou hybridizujucou s imobilizovaym primerom bez akejkolvek externe
generovanej cyklizaénej aktivity.

Predlozeny vynalez ukazuje, Ze flexibilitné znaky nukleovych kyselin, ktoré s
znacne rozdielne, ked je nukleova kyselina bud vjednovidknovej, alebo
v dvojvlaknovej forme, umoziiuju Giastoéné uvolnenie templatov vo forme
jednoviaknovej molekuly, pricom stale pokraduje polymerizacia. Prekvapujuco,
predlozeny vynalez ukazuje aj to, Ze tento dej neovplyviiuje aktivitu polymerazy, ale
mdze byt pouZity na poharianie izoterméalnej amplifikacie templatovej molekuly na
novo syntetizované molekuly, ktoré st vSetky imobilizované v diskrétnej oblasti
tuhého podkladu.

Zlepsenie mostovej amplifikaénej metody opisané v predloZenej prihlaske
vynalezu umozZiuje exponenciainu produkciu komplementarnych sekvencii, ktoré
maju  zmiesané jedno/dvojviaknové konfiguracie, v diskrétnej oblasti tuhého
podkladu, ako DNA kolénie opisané vo WO 98/44151 a WO 00/18957, ale
izotermalne  a kontinudlnym  spésobom. Ked je mnoZstvo identickych
amplifikovanych molekudl povaZzované za dostatocné, sekvenovanie a iné analytické

metddy opisané v tychto patentovych prihlaskach sa mézu rovnako aplikovat na
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DNA kolonie generované izotermalne, bud na samotnom podklade, alebo na
molekulach uvofnenych z DNA kolénii do roztoku metédami opisanymi
v predchadzajucom stave techniky.

Kontinuita amplifikacného procesu opisana v predlozenom vynéleze, spolu
s izotermalnymi podmienkami poskytuje evidentné vyhody oproti predchadzajucemu
stavu techniky v tom, Ze $etri ¢as a naklady na ziskanie nukleokyselinovych molekul
vo forme amnozstve umoziujiacom aplikovatelnost  vysoko-vykonnych
sekvencnych metdd. Musi sa podotknut aj to, ze predlozeny vynéalez opisuje
pouzitie tuhého podkladu nie len ako nastroja umoziujaceho paralelnu a posteriori
analyzu amplifikovanych molekil (o je dobre zname z predchadzajiceho stavu
techniky), ale aj ako komponentu nevyhnutného na uskuto¢fiovanie nukleo-
kyselinovej amplifikacie ako kontinualneho procesu v izotermalnych podmienkach.

Hoci perzisten&na dizka dvojviaknovej DNA zodpoveda 150 bazovym parom,
sposoby podla vynalezu sa potvrdili ako funk&né v sirsom rozsahu dizok DNA alebo
RNA templatu, radovo az niekolko stoviek nukleotidov. Je mozné sa domnievat, Zze
tento rozsah by sa mohol dalej rozsirit na templaty obsahujuce az 1000 nukleotidov
pouzitim podmienck identifikovanych rovnakymi empirickymi metédami, ako su tie
opisané v prikladoch predlozZenej prihlasky vynalezu pre DNA molekuly obsahujuce
68 az 605 nukleotidov.

Podstatou vynalezu je teda spOsob izotermainej amplifikacie aspon jedného
nukleokyselinového segmentu obsahujiceho do 1000 nukleotidov, ktory zahffia
nasledujuce kroky:

a) vytvorenie aspon jedného nukleokyselinového templatu obsahujuceho
nukleovl kyselinu (kyseliny), ktorda sa ma amplifikovat, pricom nukleova
kyselina (kyseliny) obsahuje 5' koncova oligonukleotidovu sekvenciu Y a 3’
koncova oligonukleotidovd sekvenciu Z, a okrem toho, nukleova kyselina
(kyseliny) nesie, na 5’ konci, prostriedok na imobilizaciu uvedenej nukleovej
kyseliny (kyselin) na tuhy podklad;

b) vytvorenie jedného alebo viacerych koloniovych primerov X, ktoré mézu
hybridizovat bud s oligonukleotidovou sekvenciou Z, alebo s oligo-
nukleotidovou sekvenciou Y, anest, na 5 konci, prostriedok na

imobilizovanie uvedenych koldniovych primerov na tuhy podklad;
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c) zmieSanie nukleokyselinoveého templatu (templatov) a koloniovych primerov
spolu s roztokom umoznujucim ich imobilizaciu prostrednictvom 5' konca na
tuhy podklad v pritomnosti tuhého podkiadu, aby 5 konce tak nukleo-
kyselinového templatu (templatov), ako aj koldniovych primerov, boli
naviazané na uvedeny tuhy podklad;

d) aplikovanie amplifikatného roztoku obsahujliceho aspori nukleokyselinovu
polymerazu a nukleotidové prekurzory, na uvedeny tuhy podklad, aby sa
izotermalne generovali a imobilizovali nukleové kyseliny majlice sekvenciu
zhodna alebo komplementarnu so sekvenciou imobilizovaného nukleo-
kyselinového templatu (templatov).

Spdsob podfa vynalezu sa Uspesne pouzil na amplifikaciu, izotermalne a na
tuhom podkiade, jednovlaknovych DNA molekul obsahujucich 68 az 605 baz.

Mnozstvo imobilizovanych nukleovych kyselin v kroku c) determinuje
priemerny poCet DNA kolonii na povrchovu jednotku, ktoré mézu byt vytvorené
prostrednictvom predlozeného vynalezu. Vyhodné koncentracie DNA molekdl na
imobilizaciu boli v prikladoch determinované medzi 1 nM a 0,01 nM pre templatové
molekuly a medzi 1000 a 50 nM pre koléniové primery. Takéto koncentracie
nukleovych kyselin umoZziuji generovanie DNA kolénii s hustotou 1000 az 100000
na mm?.

Konstantna teplota pouzitd na amplifikany proces opisany vo vynaleze je
teplota, pri ktorej zvolena nukleokyselinova polymeraza vykazuje optimalnu aktivitu.
Priklady budd ilustrovat, Ze nukleokyselinové polymerazy bezne pouZivané
v nukleokyselinovych amplifikaénych systémoch zname zdoterajsieho stavu
techniky, mozu byt tiez pouzité na uskutodfovanie spdsobu podla vynalezu pri
teplotach medzi 70 °C a 85 °C alebo vyhodnejsie, pri teplotach medzi 77 °C a 81
°C. Tento rozsah je funk&ny aj na hybridizacie, kedze pri tychto teplotach je vo
vseobecnosti redukovana nespecificka hybridizacia primer-templat.

Vyraz ,izotermalny", tak ako sa pouZiva tu, je ekvivalentny vyrazu ,v podstate
pri rovnakej teplote” a znamena, Ze akékolvek odchylky od teploty, ktora bola na
zaciatku zvolena na uskuto¢iiovanie spdsobu so §pecifickou nukleokyselinovou

polymerazou, su v rozsahu odchylky komeréného termostatu.



-16-

Vyraz ,tuhy podklad®, tak ako sa pouziva tu, oznacCuje akykolvek tuhy
podklad, na ktory je mozné pripojit nukleové kyseliny, ako napriklad latexove
gulocky, dextranové guldcky, polystyrénové povrchy, polypropylénové povrchy,
polyakrylamidovy gél, zlaté povrchy, sklenené povrchy a kremicité membrany.
Vyhodne je tuhym podkladom skleneny alebo polystyrénovy povrch.

Vyraz ,nukleokyselinovy templat”, tak ako sa pouZiva tu, oznacuje entitu
obsahujicu nukleovi kyseliny (DNA alebo RNA), ktord sa ma amplifikovat,
a prezentuje sa reakénej zmesi ako jednovliaknova, dvojvlaknova alebo zmieSana
jedno-dvojviaknova nukleova kyselina. Nukleotidy vytvarajice nukleokyselinove
templaty mézu byt prirodzene sa vyskytujucimi alebo neprirodzene sa vyskytujacimi
nukleotidmi.

Vyraz koléniovy primer“, tak ako sa pouziva tu, oznaluje entitu, ktora
obsahuje oligonukleotidovy primer, ktory moéze byt imobilizovany na tuhom
podklade pouzitim svojho 5' konca a je schopny hybridizovat s komplementarnou
sekvenciou pouZzitim 3’ konca na iniciaciu Specifickej polymerazovej reakcie.

Vyraz ,degenerované primerové sekvencie“, tak ako sa pouziva tu, oznacuje
kratku oligonukleotidovi sekvenciu, ktord je schopna hybridizovat s akymkolvek
nukleokyselinovym fragmentom bez ohladu na sekvenciu tohto nukleokyselinového
fragmentu.

Vyraz ,prostriedok na imobilizaciu nukleovych kyselin na podklad®, tak ako sa
pouZiva tu, oznacuje akykolvek chemicky alebo nechemicky pripéjaci spdsob
vratane chemicky modifikovatefnych funkénych skupin. ,Pripojenie® sa tyka
imobilizacie nukleovej kyseliny na tuhé podklady bud prostrednictvom kovalentného
pripojenia, alebo prostrednictvom nekovalentného pripojenia.

Vyraz ,chemicky modifikovatelna funkéna skupina®, tak ako sa pouziva tu,
oznaduje skupinu, ktorou je naprikiad fosfatova skupina, karboxylova alebo
aldehydova skupina, tiolova alebo aminoskupina.

Vyraz ,nukleokyselinova kolonia“, tak ako sa pouziva tu, oznacuje diskrétnu
oblast zahffiajicu mnozstvo kopii dvoch komplementarnych nukleokyselinovych

vlakien.
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Vyraz ,derivatizovany povrch®, tak ako sa pouziva tu, oznacuje povrch, ktory
bol modifikovany s chemickymi reaktivnymi skupinami, napriklad aminoskupinou,
tiolovou alebo akrylatovou skupinou.

Vyraz ,funkcionalizovany povrch®, tak ako sa pouziva tu, oznacuje
derivatizovany povrch, ktory bol modifikovany so $pecifickymi funk&nymi skupinami,
napriklad maleinovu alebo sukbinétovou funkénou skupinou.

Nukleové kyseliny, ktoré mozu byt amplifikované v sulade so spdsobmi podfa
vynalezu, zahfiaju DNA, napriklad genomickG DNA, komplementarnu DNA,
rekombinantni DNA alebo akukofvek formu syntetickej alebo modifikovanej DNA.
Ich dizka méze byt vramci templatovych molekul imobilizovanych na tuhom
podklade r6zna, a mézu byt fragmentami alebo mensimi ¢astami vacsich nukleo-
kyselinovych molekdl, ktoré majli znamu alebo neznamu sekvenciu. Nukleové
kyseliny, ktoré sa maji amplifikovat mézu byt odvodené z akéhokolvek zdroja
(napr. genomické DNA fragmenty ziskané limitovanym S$tiepenim s restrikénym
enzymom). Av8ak, mozZu vyzadovat dalSie spracovanie pred tym, ako sa pouziju
vspbsoboch podfa vynalezu pouzitim $§tandardnych technik genetického
inZinierstva, ako sG sumarizované vo WO00/18957, najmi na pridanie Y
a Zsekvencie na hybridizaciu s koldniovymi primermi. V pripade mRNA, sa
izolovand mRNA méze transformovat na cDNA pouzitim reverznej transkriptazy a,
eventualne, na dvojviaknovi DNA pred adaptovanim pre spdsoby podfa vynalezu.

Alternativne, bez ohfadu na to, ¢i je templatom prirodzena, synteticka alebo
modifikovana RNA molekula, méze sa priamo amplifikovat spdsobom podla
vynalezu pouzitim Specifického enzymu znameho v oblasti, ktory méze generovat
dvojvlaknovi RNA vychadzajuc z jednovlaknovej RNA.

Nukleokyselinové templaty podfa vynélezu neobsahuju len nukleovu kyselinu,
ktora sa ma amplifikovat, ale aj oligonukleotidovi sekvenciu Y aZ, ktoré su
zndmymi sekvenciami a moézu mat réznu dizku. Oligonukleotidové sekvencie Y
aZna pouZitie v spdsoboch podla predioZzeného vynalezu maji vyhodne dizku
aspon pat nukleotidov, vyhodne 5 az 100 nukleotidov a vyhodnejsie priblizne 20
nukleotidov.

Oligonukleotidové sekvencie Y aZpodla vyndlezu sa moézu pripravit

pouzitim technik, ktoré s v oblasti standardné alebo bezné, alebo sa mdzu kupit
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z komerénych zdrojov. Ak existuju rézne nukleokyselinové sekvencie, ktoré sa maju
amplifikovat, potom sa pripojenie oligonukleotidov Y aZ mdZe uskutoCriovat
v rovnakej alebo v roznych reakciach.

Oligonukleotidové sekvencie Y a Z, nachadzajice sa na &', respektive 3'
konci nukleokyselinového templatu, nemusia byt lokalizované na upinych koncoch
templatu. Napriklad, hoci su oligonukleotidové sekvencie Y aZ vyhodne
lokalizované na alebo v blizkosti 5', respektive 3’ konca nukleokyselinového
templatu (napriklad vramci 0 az 100 nukleotidov 5 a 3’ konca), mozu byt
lokalizované ovela dalej (napr. viac ako 100 nukleotidov) od 5" a 3’ konca nukleo-
kyselinového templatu, za predpokladu, Ze sekvencie Y a Z ohraniCuju nukleo-
kyselinovl sekvenciu, ktora sa ma amplifikovat, nie je dihdiu ako 1000 baz.

Po pripraveni nukleokyselinového templatu sa tento mdze pred pouzitim
sposobov podra predloZzeného vynalezu amplifikovat. Takato amplifikacia sa méze
uskutocriovat pouzitim sposobov, ktoré su v oblasti dobre zname a dokumentované,
napriklad zac¢lenenim templatovej nukleovej kyseliny do expresného vektora a jeho
amplifikaciou vo vhodnom biologickom hostitelovi, alebo jeho amplifikaciou
prostrednictvom PCR. Avsak tento amplifikany krok nie je nevyhnutny, kedze
spésob podfa vynalezu umozZniuje produkovat viacnasobné kopie nukleo-
kyselinového templatu v nukleokyselinovej kolénii generovanej z jedinej kopie
nukleokyselinového templatu, a méze sa uskutocfiovat len na zavedenie &
chemicky modifikovanej imobilizaénej skupiny, ako je uvedené v prikladoch.

Eventualne sa nukleokyselinovy templat moze imobilizovat na tuhom
podklade ako dvojviaknova molekula, ale méze sa imobilizovat' aj v jednoviaknove;
forme pouzitim spdsobov, ktoré si v oblasti dobre zndme a dokumentovane,
napriklad zahrievanim na priblizne 94 °C a rychlym ochladenim na 0 °C na lade
alebo premytim v 0,1 az 0,5M NaOH.

Sekvencia (sekvencie) obsiahnuta v koloniovom primeri a sekvencia
komplementarna s oligonukleotidovymi  sekvenciami obsiahnutymi v template
(templatoch) st zvolené tak, aby mali maximalnu hybridizanu aktivitu s akokofvek

inou sekvenciou. Koléniové primery mézu mat dizku 5 az 100 baz, ale vyhodne 15
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az 25 baz. V primeri sa mézu nachadzat prirodzene sa vyskytujuce alebo iné ako
prirodzene sa vyskytujice nukleotidy.

Jeden alebo dva rézne koloniové primery mozu byt pouzité na generovanie
nukleokyselinovych  kolénii v spdsoboch podla  predlozeného  vynalezu.
V zakladnom uskutocneni, dva rozdielne koloniové primery, X' a X" sa zmie$ajl
s nukleokyselinovym templatom (templatmi) v kroku c) a sekvencie koloniovych
priemrov X' a X" su také, ze oligonukleotidova sekvencia Z méze hybridizovat
s jednym z koldniovych primerov X' a oligonukleotidova sekvencia Y je rovnaka ako
jeden z koloniovych primerov X". Alternativne je oligonukleotidova sekvencia
Z komplementérna s oligonukleotidovou sekvenciou Y a kol6niovy primer Y ma
rovnaku sekvenciu ako oligonukleotidova sekvencia Y.

Ked sa produkuji nukleokyselinové templaty a primery podra vynalezu, je
mozné zaviest dalSie Zelatelné sekvencie spdsobmi, ktoré si dobre zname
a dokumentované v oblasti. Takéto dalie sekvencie zahffiaju napriklad miesta
rozoznavané restrikcnymi enzymami, modifikované nukleotidy alebo iné nukleo-
kyselinové privesky umoziujice identifikaciu a izolaciu amplifikovanych produktov
obsahujlcich danu nukleokyselinovl templatovd sekvenciu. Iné Zelateiné sekvencie
zahfmaju spétne stocené DNA sekvencie (ktoré tvoria viasenkové slucky alebo iné
sekundarne sekundarne S$truktiry, ked su jednovlaknové), kontrolné* DNA
sekvencie, ktoré riadia protein/DNA interakcie, ako napriklad prométor, zosilfiovag,
poCiatok replikacie alebo operatorovii DNA sekvenciu, ktord je rozoznavana
Specifickymi DNA-viaZucimi proteinmi.

Koloniové primery podla prediozeného vynadlezu mézu zahfiat aj
degenerované primerové sekvencie. Takéto degenerované primery tak nevyZzadujd
pritomnost  oligonukleotidovych sekvencii Y alebo Z v nukleotidovom template
(templatoch) na to, aby nastala hybridizacia s templatom, hoci pouzitie
degenerovanych primerov na hybridizaciu s templatom obsahujicim  oligo-
nukleotidové sekvencie X alebo Y nie je wylitené. Avdak na pouzitie
v amplifikacnych spésoboch podfa predlozeného vynalezu musia degenerované
primery hybridizovat s nukleokyselinovymi sekvenciami vtemplate v miestach
nachadzajucich sa na oboch stranach alebo ohraniéujicich nukleokyselinovu

sekvenciu, ktora sa ma amplifikovat.
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5" koniec nukleokyselinového templatu a primerov pripravenych ako je
opisané vyssie, sa modifikuje tak, aby niesol prostriedok imobilizujuci 5’ konce tak
nukleokyselinového templatu (templéatov), ako aj koloniovych primerov. Imobilizacia
nukleovych kyselin pouzitim 5’ konca nechava 3' koniec vzdialeny od podkladu tak,
Ze 3' oblast templatov a primeru mdze hybridizovat a pohanat syntézu nového
viakna.

Hybridizaény protokol by mal zabranit uvolfiovaniu templatov a primerov
z tuhého podkladu v priebehu izotermalnej amplifikacie. Preto su prostriedkami na
imobilizaciu vyhodne chemicky modifikovatelné funkéné skupiny, ktoré umoziuju
vytvorenie kovalentnej vazby medzi uvedenymi molekulami a tuhym podkladom
s derivatizovanym povrchom, ktory sa nasledne modifikuje s bifunkénymi krizovo
prepajajucimi skupinami, aby sa poskytol funkcionalizovany povrch. Alternativne,
imobilizadcia sa modze ziskat ireverzibilnou pasivhou adsorpciou alebo vyuzitim
afinity medzi Specifickymi molekulami (napriklad imobilizacia na avidinom pokrytom
povrchu prostrednictvom biotinylovanych molekal).

Priklady chemicky modifikovatelnych funkénych skupin na pripojenie na %'
koniec nukleovych kyselin, ktoré sa majd imobilizovat, su ticlova, hydroxylova,
dimetoxyltritylova (DMT), aminoskupina alebo fosfatova skupina, ako aj karboxy-
cyklickd alebo aldehydova skupina. Priklady sietujucich Cinidiel uZitoénych na
derivatizovanie tuhého podkladu su hydrochlorid 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)-
karbodiimidu (EDC), anhydrid kyseliny jantarovej, anhydrid kyseliny fenyldiizotio-
kyanatovej alebo maleinovej, alebo hetero-bifunkéné sietujice Ccinidlo, ako
napriklad m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidovy ester (MBS), N-sukcin-
imidyl[4-j6dacetyllaminobenzoat (SIAB), sukcinimidyl-4-[N-maleimidometyl]cyklo-
hexan-1-karboxylat (SMCC), N-y-maleimidobutyryloxysukcinimidovy ester (GMBS),
sukcinimidyl-4-[p-maleimidofenyl]butyrat (SMPB) a zodpovedajice sulfénové (vo
vode rozpustné) zlu¢eniny. NajvyhodnejSie su nukleokyselinové templaty a primery
modifikované s tiolovou, fosfatovou skupinou alebo aminoskupinou na 5 koncovej
modifikacii aimobilizované pouzitim imobilizaéného roztoku obsahujiceho
hydrochlorid  1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimidu (EDC) ako sietujuce

¢inidlo.
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Hoci tuhym podkladom méze byt akykolvek tuhy povrch, na ktory sa mézu
imobilizovat' nukleové kyseliny, ako napriklad latexové alebo dextranové guiocky,
polystyrénové povrchy, polypropylénové povrchy, polyakrylamidovy gél, zlaté
povrchy, sklenené povrchy a kremicité membrany, vyhodne je tuhy podklad
dostatoéne rigidny na to, aby nebol ovplyviiovany silou vyvijanou v priebehu
predlizovania, aaby umozioval kovalentné pripojenie nukleovej kyseliny
prostrednictvom funkcionalizacie pouzitim mono- alebo bifunkénych sietujucich
reakénych Cinidiel, ktoré boli opisané vyssie a vo WO 00/18957. Potom ako su tak
nukleokyselinové templaty, ako aj koloniové primery podla vynalezu syntetizované
alebo purifikované zo vzorky, a modifikované ako bolo predtym opisané, mézu sa
spolu zmie8at’ v koncentraciach vypocitanych beric do Uvahy Gdaje uvedené v tejto
prinlaske vynalezu, ako aj pozadovant hustotu DNA kolénii. Vyhodne je
koncentracia templatu subnanomolarna a koléniové primery st 50 az 100000 kréat
koncentrovanejSie.

Ked sa uz koloniové primery a nukleokyselinové templaty imobilizuji na tuhy
podklad, mézu sa generovat DNA kolonie podfa vynalezu prostrednictvom
uskutocnovania izotermalnej amplifikacnej reakcie, ako je znazornena na obrazku 1,
tak, aby kazda kolonia obsahovala mnozstvo koépii pdévodne imobilizovaného
nukleokyselinového templatu a jeho komplementarej sekvencie. Hranica vytvorenej
nukleokyselinovej koldnie je limitovana na relativne lokalnu oblast, na oblast
v ktorej sa imobilizovala pociatocna templatova nukleova kyselina. Je zrejmé, Ze
ked sa syntetizuje viac kopii templatovej molekuly ajej komplementu
uskutoCriovanim amplifikaéného sposobu podra vynélezu, potom sa bude méct
hranica generovanej nukleokyselinovej kolénie rozsirit dalej, hoci hranica vytvorenej
kolonie je stéle limitovana malou ¢astou tuhého podkladu, na ktorej boli nukleové
kyseliny imobilizované.

Velkost a po¢et DNA kolonii mézu byt kontrolované modulovanim &asu,
v priebehu ktorého sa tuhy podklad podrobuje izotermalnej amplifikacii. TakZe pocet
nukleokyselinovych kolénii vytvorenych na povrchu tuhého podkladu je zavisly na
pocte nukleokyselinovych templatov, ktoré st na zagiatku imobilizované na podklad,
za predpokladu, Ze existuje dostatony pocet imoblizovanych koldniovych primerov

vo vzdialenosti umozZfiujucej hybridizaciu s templatovymi molekulami. Prostred-
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nictvom kontroly poéiatonej hustoty nukleokyselinovych templatov a primerov sa
mébze dosiahnut optimalna situacia, kedy sa mbéze izoterméalne produkovat vysoka
hustota jednotlivych nukleokyselinovych kolonii na tuhom podklade s vefkostou
dostato¢nou na to, aby sa umoZnila ich analyza, a s obsahom dostatoéného poctu
amplifikovanych sekvencii.

Izoterméalna amplifikacia opisana v predloZzenej prihlaSke vynalezu sa moze
uskutoCiiovat pouZitim DNA- alebo RNA-zavislej DNA polymerazy spolu
s dodavanim  nukleozidtrifosfatovych  molektl alebo  akychkolvek inych
nukleotidovych prekurzorov, napriklad modifikovanych nukleozidtrifosfatovych
molekul.

Prikladmi nukleokyselinovych polymeraz, ktoré mézu byt pouZivané
v predloZzenom vynalezu, si DNA polymeraza (Klenowov fragment, T4 DNA
polymeraza), termostabilné DNA polymerazy (Perler F. B. adali, Adv. Protein
Chem. 1996, 48: 377-435) identifikované a klonované v réznych termostabilnych
baktériach (ako napriklad Taq, VENT, Pfu, Tfl DNA polymerazy), ako aj ich
geneticky modifikované derivaty (TagGold, VENTexo, Pfuexo). Vyhodne je nukleo-
kyselinova polymeraza pouzivana na predlZzovanie koloéniového primeru stabilna pri
teplote, pri ktorej je vysledok hybridizacie primeru s templatom dostato¢ne
$pecificky na to, aby sa vylucili nekompletné alebo falodné amplifikacie templatu.

Amplifikaény roztok obsahuje vyhodne, ako nukleotidove prekurzory,
deoxyribonukleotidové trifosfaty, napriklad dATP, dTTP, dCTP, dGTP, prirodzene
alebo neprirodzene sa vyskytujice, napriklad modifikované s fluorescencnou alebo
radioaktivnou skupinou. Velké mnozstvo réznych synteticky modifikovanych
nukleovych kyselin bolo vyvinuté pre chemické a biologické metddy, aby sa zvysila
detegovatelnost a/alebo  funkéna diverzita nukleovych  kyselin.  Tieto
funkcionalizované/modifikované  molekuly mézu byt plne  kompatibilné
s prirodzenymi polymerizujicimi enzymami, priom si zachovavaju parovanie baz
a replikatné vlastnosti prirodzenych naprotivkov, ¢oho prehlad bol v sicasnosti
urobeny v Thum O a dalsi, Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40(21): 3990-3993.

Ked je templatom bud RNA, alebo DNA molekula, aje Zelatelné ziskat
amplifikaéné produkty vo forme dvojviaknovej RNA, nukleokyselinovou polymerazou

mdze byt RNA- alebo DNA-zavisla RNA polymeraza, napriklad virusova RNA
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replikaza alebo ribozym (Johnston WK a dal3i, Science 2001, 292(5520): 1319-25;
Tayon R ml a dalsi, Nucleic Acids Res 2001, 29(17): 3576-92). AmplifikaCny roztok
bude preto obsahovat ako nukleotidové prekurzory ribonukletidové trifosfaty.

Iné zlozky amplifikaéného roztoku sa pridavaju podfa zvolenej nukleo-
kyselinovej polymerazy a v podstate zodpovedajl zli¢enindm, o ktorych je v oblasti
zname, Ze Gcinne podporuju aktivitu kazdej polymerazy. Koncentracie zlG¢enin ako
je dimetylsulfoxid (DMSO), hovadzi sérovy albumin (BSA), Triton X-100 alebo
MgCl; su v oblasti dobre zname ako délezité pre optimalnu amplifikaciu a preto
moze operator jednoducho nastavit takéto koncentracie pre spdsoby podfa
predloZeného vynalezu na zaklade nizSie prezentovanych prikladov.

Viaceré kopie nukleokyselinovych vlakien vytvarajuce koldnie st vo
v8eobecnosti imobilizované na tuhom podklade a m6zu byt v jednoviaknovej,
dvojvlaknovej alebo zmieSanej jedno-dvojviaknovej konfiguracii, vSetky simultanne
reprezentované v populacii amplifikovanych molekul patriacich do jednej DNA
kolonie. Preto, ak je vdanom spdsobe nevyhnutné vSetky nukleokyselinove
molekuly, ktoré sa maju analyzovat al/alebo sekvenovat, mat v 3pecifickej
konfiguracii (bud celé, alebo v segmente, o ktory je zaujem), mdzu sa aplikovat
dalSie pdsobenia na izotermalne amplifikované produkty, aby boli vietky (alebo
aspon vacsina) v takomto stave. Napriklad sa m6ze pouzit teplotou, chemicky,
alebo elektrickym nabojom pohanana denaturacia na transformaciu vsetkych
amplifikaénych produktov na jednoviaknovu DNA. Takéto molekuly mdzu teraz
hybridizovat' u¢innejSie s primerom, pridavanym v kvapalnej faze alebo pripojenym
na podklad, ktory ma sekvenciu komplementarnu s vnatornou sekvenciou jedného
amplifikovaného vlakna. V zavislosti na sekvenénej metéde médze tento ,pomocny”
oligonukleotid umoznit detekciu sekvencie réznymi spésobmi. Méze byt znaceny,
alebo moéze primovat elongéaciu pouzitim znaceného/modifikovaného nukleotidu
(nukleotidov). Alternativne, méze umoznit pouzitie endonukleolytickych enzymov
rozoznavajucich Specificku sekvenciu alebo Strukturu vytvorend po hybridizacnom
kroku alebo po elongaénom kroku.

Nukleokyselinové kolonie podla vynalezu sa mézu generovat v roznych
velkostiach a hustotach v zavislosti na pouzitych podmienkach. Velkost kolonii je

vyhodne od 0,2 pm do 6 pm. Hustota nukleokyselinovych koldnii pouzivanych



-24 -

v spdsobe podfa vynédlezu je typicky 1000/mm? az 100000/mm?. VysSie hustoty,
napriklad 100000/mm? aZ 10000000/mm? su tiez dosiahnutelné sposobmi podia
vynélezu. Limitaciu urCuji len technologie obrazovej analyzy (mikroskopy, CCD
fotoaparaty, software), ktoré st v su¢asnosti dostupné, a ktoré budu pravdepodobne
v budiicnosti prekonané, na jasné rozlisenie jednotiivych DNA kolénii pri takychto
hustotach.

Potom ako sa izotermalne generuji nukleokyselinové kolonie, rozne
technologie mézu byt pouZité na simultdnnu vizualizaciu a/alebo charakterizaciu
jednej alebo viacerych DNA kolénii, napriklad na overenie toho, Ze hustota
arozmery izotermalne generovanych DNA kolonii sa zhoduju s oCakavanou
hustotou a rozmermi. V zavislosti na $pecifickej technike sa vystup analytického
sposobu moéZe ziskat monitorovanim bud tuhého podkladu, na ktorom sa
uskutoé&iovala izotermaina amplifikacia, alebo monitorovanim materialu uvolneného
z takéhoto podkladu v kvapalnej faze. Volitelne, nukleokyselinové molekuly, ktoré
sa lisia od nukleokyselinovej molekuly (molekul) pouzitych na izotermalnu
amplifikaciu, sa mdzu pouzit na Specifické analytické metédy a mdzu hybridizovat
s amplifikovanymi  produktmi v kvapalnej faze, vsulade s optimalnymi
hybridizaénymi podmienkami, ktoré je mozné jednoducho determinovat empiricky,
pre kazdii nukleokyselinovi sekvenciu, pouzitim spdsobov dobre znamych v oblasti.

Koloniové vizualizaéné metody alebo metody determinacie sekvencie, ktore
moézu byt pouZitt na DNA koloniach, boli opisané vo WO 00/18957.
Nevy&erpavajuci zoznam takychto metdd zahfiia hybridizaciu zo znacenymi
oligonukleotidmi, zaclenenie znacenych nukleotidov, opatovnu amplifikaciu pouzitim
&pecifickych sond, pouzitie DNA viaZucich farbiciek, Stiepenie so sekvenéne alebo
Strukturalne $pecifickymi endonukledzami a pouzitie inych DNA modifikujucich
enzymov (ako napriklad ligaz, metylaz, exonukledz) ainych DNA viazucich
proteinov.

Hustota a rozmer izotermalne generovanych nukleokyselinovych kolonii sa
mdze vypoditat pred sekvenénou analyzou pouzitim fluorescenénych detekénych
metod, ktoré st dobre zname pre odbornika v oblasti. Napriklad je moZné pouZzit
interkalarne farbivo, ako napriklad etidiumbromid alebo PicoGreen™ (Molecular

Probes, Eugene, OR) alebo iné chemické DNA farbiace metddy, ako Ulisys™
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(Molecular Probes) na farbenie izotermélne amplifikovanych dvojvlidknovych
molekidl imobilizovanych na povrchu = a pozorovat vysledok farbenia s epi-
fluorescennym mikroskopom, ako je znazormené na obrazku 3. Akékolvek
zariadenie umoznujuce detekciu a kvantifikaciu prislusnej znacky, napriklad
fluorescencie alebo radioaktivity, sa méze pouzit na determinaciu sekvencie, ako je
zhrmuté vo WO 00/18957. Pre odbornika v oblasti si dobre zname alternativy
k mikroskopu, napriklad skenovacie zariadenie.

Kompletné alebo Ciastoéné sekvencie jednej alebo viacerych nukleovych
kyselin sa méZu determinovat determinaciou kompletnej alebo ¢iasto¢nej sekvencie
amplifikovanych nukleokyselinovych templatov nachadzajucich sa vo viac ako
jednej DNA kolénii. Takyto dalSi krok (kroky) sa moze uskutoériovat na
amplifikovanych nukleovych kyselinach bud na samotnom tuhom podklade, alebo
po uvolneni jedneho alebo oboch nukleokyselinovych vliakien patriacich jednej alebo
viacerym DNA kol6nidam. Vyhodnej sa mnoZstvo réznych sekvencii determinuje
sucasne.

Konkrétne, kdekolvek je Zelatelné priame znacenie amplifikaéného produktu
alebo sekvenovanie amplifikacného produktu, znageny nukleotid sa mdze zahrnit
do amplifikatného roztoku po tom, ako reakcia pokrocila dostatoéne na to, aby sa
detegovali izolované DNA kol6nie. Znaciaca skupina méze byt radioaktivna alebo
fluorescenéna, ako napriklad texaska Cerveil, a moze sa pridavat do amplifikacného
roztoku, eventuélne spolu s primerom, ktory je odlisny od primerov pouZitych na
amplifikaciu templatovych molekdl v prislusnej koncentracii (typicky, jedna desatina
aZ jedna tisicina koncentracie neznaeného dATP). AvSak vysoké koncentracie
znacenych nukleotidov mézu inhibovat amplifikacny proces, ¢o je fenomén dobre
znamy odbornikovi v oblasti inych amplifikacnych technik, ako napriklad kvapalnej
fazovej PCR.

Preto sposoby podla vynalezu zahifiajii dalsi krok uskuto&fiovania aspori
jedného kroku determinacie sekvencie jednej alebo viacerych izotermaine
amplifikovanych  DNA kolénii. Determinacia sekvencie méze byt vysledkom
zaclenovania znaceného oligonukleotidu (oligonukleotidov) vyuZivajic koloniové
primery alebo iné primery, imobilizované na tuhom podklade alebo v kvapalnej faze.

Alternativne, determinacia sekvencie méze byt vysledkom hybridizacie so



-26-

znaCenym oligonukleotidom (oligonukleotidmi) alebo uvolfiovania jedného alebo
oboch nukleokyselinovych vldkien patriacich jednej alebo viacerym nukleo-
kyselinovym koloniam.

V dalsom aspekte vynalezu spbésob zahffia daldi krok uvoflfiovania jedného
alebo oboch nukleokyselinovych viakien patriacich do jednej alebo viacerych DNA
koldnii generovanych izotermalne, tak, aby sa mohli znova izolovat z roztoku na
dalSie pouzitie. Uvolnenie takejto nukleovej kyseliny sa modze dosiahnut
chemickym, optickym, fyzikalnym alebo enzymatickym prostriedkom, ktory Stiepi
vazbu medzi primermi a povrchom alebo Specifickl sekvenciu, Struktiru alebo
nukleotid obsiahnuté v amplifikovanych nukleovych kyselindch. Napriklad WO
00/58329 (Goldsborough A) poskytuje spésob odpojenia nukleokyselinovej molekuly
od tuhého podkladu prostrednictvom selektivneho Stiepenia nie bezného nukleotidu.
Alternativne, sekvencie obsiahnuté v imobilizovanych DNA koléniach sa moézu
znova amplifikovat v kvapalnej faze, vktorej su kolénie ponorené, pouzitim
akejkolvek zo znamych amplifikatnych metdd, ako PCR.

Akykolvek DNA kol6niovy detekény systém sa vyhodne pouziva v kombinacii
s analytickym systémom, aby sa determinoval polet a povaha nukleotidov
zaClenenych do kazdej kolénie okamzite napriklad po kroku predlZzovania primeru,
alebo neskdr, pouzitim zaznamenanych udajov umoziujicich determinovat
sekvenciu nukleokyselinového templatu v ramci danej kolonie.

Spdsoby podla vynalezu sa mdzu pouzit na generovanie nukleokyselinovych
koldnii v izoterméalnych podmienkach. Nukleokyselinova kolénia podla vynalezu sa
mdZe generovat z jediného imobilizovaného nukleokyselinového templatu podla
vynalezu. Spdsob podla vynalezu umozfiuje simultdnnu produkciu mnozstva
takychto nukleokyselinovych kolonii, z ktorych kazda potencialne obsahuje odlisné
imobilizované sekvencie.

Predlozena prihlaska poskytuje alternativne rieSenie problému urychlenia
nukleokyselinovej amplifikacie a sekvenovania poskytnutim prostriedku na
vyznamné ulahéenie procedir nevyhnutnych na izotermalnu amplifikaciu
nukleovych kyselin na tuhom podklade. PredloZeny vynalez, aj ked je aplikovatelny
pre nukleokyselinové sekvencie s limitovanou dizkou (do 1000 baz), méze uspokojit

mnohé z rastucich poziadaviek na vysokovykonné metody.
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Casto, voblasti genomickych a pribuznych $tudii (farmakogenomicky
vyskum, " hladanie liekov, charakterizacia potravin, genotyping, diagnostika,
monitoring génovej expresie, vytvaranie profilu genetickej diverzity, sekvenovanie
celého genému a studovanie polymorfizmov), sa nukleokyselinové sekvencie, ktoré
sa maju determinovat a porovnavat, tykajd niekolkych stoviek roznych
genomickych, rekombinantnych alebo retroprepisovanych DNA fragmentov, pricom
kazda znich nie je dihSia ako 1000 baz. Preto su spdsoby podla vynalezu
vynimo¢ne uZito¢né, ale nie obmedzené, na identifikaciu DNA sekvencii
v situaciach, kedy sa vela génov alebo mRNAs (napr. 500) z mnohych jedincov
(napr. 500) musi sekvenovat simultanne, alebo sa musi simultanne vyhodnocovat
skore velkého mnoZstva (napr. miliénov) polymorfizmov, alebo sa musi simultanne
monitorovat expresia vefkého poctu génov (napr. 100000).

Napriklad, rozne spdsoby podrobnej analyzy génovej expresie umoZiuju
charakterizaciu génovej expresie typickej pre bunkové subpopulacie alebo mikro-
anatomicke Struktary. Tieto vysoko citlivé techniky asto vyuZivaji komplementarnu
DNA, ktora je fragmentovana na kratke segmenty s dlzkou 10 az 20 bazovych parov
(wprivesky"), Co je poCet baz, ktory je dostatotny na identifikaciu jednotlivych mRNA
druhov, tak, aby sa nahrubo mohlo vypogitat mnoZstvom mRNA koduijicej protein,
alebo sa porovnat medzi vzorkami prostrednictvom pocitania mnozstva ,priveskov*
nachadzajucich sa vo vzorke asociovanej s takouto mRNA. Tieto segmenty sU
zvyCajne tandemovo ligované, aby sa sekvenovali ako v pripade SAGE (serialna
analyza génovej expresie; Velculescu Ve a dalsi, Trends Genet 2000; 16(10); 423-
5) alebo v inych systémoch, ktoré st vzdy zaloZené na generovani priveskov
pouzitim restrikénych endonukleaz typu Il (WO 00/53806). Spdsoby podla vynalezu
mozu ufahCit identifikaciu a pocitanie poétu priveskov. Po ligovani prislugnych
spojovacich sekvencii na kazdy privesok, aby sa umoznila imobilizacia
a izotermalna amplifikacia na tuhom podklade, mézu sa jednotlivé DNA kolénie
zodpovedajice danemu privesku vizualizovat, priamo alebo nepriamo sekvenovat
a méze sa urCit ich skére pouzitim softwaru na analyzu obrazu. Tymto spdsobom sa
moze vypocCitat frekvencia kazdého privesku vcDNA populacii bez ligovania

vsetkych priveskov v konkataméroch na klonovanie do plazmidov.
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Podobny pristup sa mdze aplikovat na ESTs alebo na genomicki DNA, aby
sa identifikovali haplotypy alebo Specifické SNPs asociované s ochorenim alebo
s inymi fenotypmi, kedze vtomto pripade je fundamentalne identifikovat rychlo
sekvenciu tisicky malych jednotlivych nukleokyselinovych segmentov.

Dalej vynalez poskytuje pouzitie izotermalnej nukleokyselinovej amplifikaénej
metddy na tuhom podklade na poskytnutie nukleokyselinovych molekul na pouZitie
na nukleokyselinové sekvenovanie a opétovné sekvenovanie v oblasti Studii a
farmakos$tadii génov a ich funkcii, vyskumu lieéiv, charakterizacie potravin,
genotypingu, diagnostik, monitorovania génovej expresie, vytvarania profilov
genetickej diverzity, sekvenovania celého gendému a hfadania polymorfizmov, alebo
na akékolvek iné aplikacie zahffiajice amplifikaciu nukleovych kyselin.

Dalej vynalez poskytuje kit na izotermalnu nukleokyselinovi amplifikaciu na
tuhom podklade na poskytnutie nukleokyselinovych molekul na pouzitie na nukleo-
kyselinové sekvenovanie a opatovné sekvenovanie v oblasti studii a farmakostudii
génov a ich funkcii, vyskumu liekov, charakterizacie potravin, genotypingu,
diagnostik, monitorovania génovej expresie, vytvarania profilu genetickej diverzity,
sekvenovania celého genému a hladania polymorfizmov, alebo na akékolvek iné
aplikécie zahfiajuce amplifikaciu nukleovych kyselin.

Prikladom postupu na identifikaciu a charakterizaciu amplifikaénych
produktov ziskanych spdsobmi podfa predlozeného vynélezu a zalozeného na
znacenych nukleotidoch by mohlo byt:
1a) generovanie a vizualizacia amplifikovanych nukleovych kyselin na tuhom
povrchu pouZitim spdsobov predtym opisanych v predlozenej prihladke vynalezu
a zaznamenanie vysledku;
1b) oSetrenie amplifikovanych nukleovych kyselin, ako napriklad na odstranenie
interkalarneho farbiva pouzitého na vizualizaciu;
1c) transformovanie, aspon Ciastoéné, amplifikovanych nukleovych kyselin na
jednovlaknové molekuly;
1d) poskytnutie oligonukleotidu (oligonukleotidov) v kvapaline alebo v tuhom
skupenstve, pricom skupenstvo a/alebo oligonukleotid (oligonukleotidy) mbzu byt
rovnaké ako tie pouzité na izotermalnu amplifikaciu alebo mézu byt rozdielne,

a oligonukleotid (oligonukleotidy) by mal obsahovat 3’-koncovi sekvenciu schopnu
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hybridizovat so sekvenciou nachadzajlucou sa aspon vjednom amplifikovanom
produkte;

1e) poskytnutie podmienok na hybridizaciu medzi oligonukleotidom (oligo-
nukleotidmi) a amplifikovanou molekulou;

1f) poskytnutie nukleokyselinovej polymerazy a aspon jedného typu znaceného
nukleotidu v kvapalnom skupenstve, spolu svhodnym timivym roztokom,
v podmienkach umoznujacich predizovanie primera;

1g) detekciu amplifikovanych nukleovych kyselin zahfiiajicich znageny nukleotid
(nukleotidy), prostrednictvom takejto znaCky alebo prostrednictvom interakcie tejto
znaCky s amplifikovanym produktom, a zaznamenanie vysledku;

1h) volitelne odstranenie kvapalnej fazy a opakovanie kroku 1f) a 1g) pouZitim
nukleotidu (nukletidov) majlcich znacku odliSnG od tej, ktora bola pouzita
v predchadzajucom predlzovani, a zaznamenanie vysledku;

1i) volitelne opakovanie kroku 1c) az 1f) pouzitim oligonukleotidov a/alebo
znaCeneého nukleotidu (nukleotidov), ktory sa li§i od nukleotidu pouZitého
v predchadzajicom predlZovani, a zaznamenanie vysledku.

VysSie uvedeny postup je vynimoéne uzitoény na umoznenie sekvenovania
amplifikovanych produktov podla vyndlezu systémom baza za bazou, pricom
relativne odchylky vysledkov s konvertované na signal a porovnavané, aby sa
dokéazalo zaclenenie zna¢eného nukleotidu, ako je opisané vo WO 00/18957.

Prikladom postupu na identifikiciu a charakteriziciu amplifikaénych
produktov ziskanych spdsobmi podla predioZzeného vynélezu a zalozeného na
znacenych oligonukleotidoch by mohlo byt:
2a) generovanie a vizualizicia amplifikovanych nukleovych kyselin na tuhom
povrchu pouZitim spésobov predtym opisanych v prediozenej prihlaske vynalezu
a zaznamenanie vysledku;
2b) osetrenie amplifikovanych nukleovych kyselin, ako napriklad na odstranenie
interkalarneho farbiva pouzitého na vizualizaciu;
2c) transformovanie, aspofi &iastoéné, amplifikovanych nukleovych kyselin na
jednoviaknové molekuly;
2d) poskytnutie oligonukleotidu (oligonukleotidov) v kvapaline alebo v tuhom

skupenstve, pricom skupenstvo a/alebo oligonukleotid (oligonukieotidy) mézu byt
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rovnaké ako tie pouZité na izotermalnu amplifikaciu alebo moézu byt rozdielne,
a oligonukleotid (oligonukieotidy) by mal obsahovat' 3'-koncovil sekvenciu schopnti
hybridizovat so sekvenciou nachadzajucou sa aspon vjednom amplifikovanom
produkte;

2e) poskytnutie podmienok na hybridizaciu medzi oligonukleotidom (oligo-
nukleotidmi) a amplifikovanou molekulou;

2f) detekciu amplifikovanych nukleovych kyselin hybridizujicich so znaéenym
oligonukleotidom (oligonukleotidmi) prostrednictvom takejto znacky alebo prostred-
nictvom interakcie tejto znacky s amplifikovanym produktom, a zaznamenanie
vysledku;

2g) volitelne opakovanie krokov 2c) az 2f) alebo 2e) az 2f) pouzitim oligonukleotidu
(oligonukleotidov) obsahujucich odlisnt  sekvenciu a/alebo odliSnd znacku
a zaznamenanie vysledku.

Prikladom postupu na identifikdciu a charakterizaciu amplifikagnych
produktov ziskanych sp&sobmi podfa predlozeného vynalezu a zalozeného na
restrikCnych enzymoch, by mohlo byt:
3a) generovanie a vizualizacia amplifikovanych nukleovych kyselin na tuhom
povrchu pouzitim spdscbov predtym opisanych v predloZenej prihlaske vynalezu
a zaznamenanie vysledku;
3b) oSetrenie amplifikovanych nukleovych kyselin, ako napriklad na odstranenie
interkalarneho farbiva pouzitého na vizualizaciu;
3c) oSetrenie amplifikovanych nukleovych kyselin s roztokom obsahujucim aspon
jednu restrikénd endonukleazu, ktora potencialne S&tiepi dvojvlaknova nukleo-
kyselinovi molekulu nachadzajicu sa aspon v jednom amplifikaénom produkte
podla vynalezu a/alebo molekulu ziskanu po kroku b), spolu s vhodnym timivym
roztokom a podmienkami umoziujucimi takuto enzymaticku aktivitu;
3d) opatovnu izolaciu uvolnenych nukleovych kyselin;
3e) opakovanie kroku 3a) azaznamenanie vysledku; porovnanie vysledkov
vizualizacie pred a po Stiepeni;
3f) volitelne opakovanie krokov 3b) az 3e) s odliSnou restrikénou endonukleazou

a zaznamenanie vysledku.
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Po pochopeni znakov amplifikatnych spésobov a produktov opisanych
v predlozenej prihlaSke, nevyhnutnost atyp takychto analyticko-$pecifickych
pridavnych krokov mdZe byt jednoducho odvodena na zaklade predchadzajuceho
stavu techniky, ako aj neobmedzujucich nasledujucich obrazkov a prikladov

opisujucich zakladné detaily a niektoré aplikacie vynalezu.

Prehfad obrazkov na vvkresoch

Obrazok 1: schematické znazornenie mechanizmu, ktory je podstatou
izotermalnej amplifikacie na tuhych podkladoch. Pismena a gisla oznadujl deje
a zlozky definované v opise vynalezu.

Obrazok 2: sekvencia templatového T1 plazmidového inzertu. Sekvencie
pouzite na hybridizaciu s roznymi primermi a na amplifikaciu 3pecifickych templatov
testovanych v prikladoch st podgiarknuté. Nazov primeru a smer predlZovania st
vyznacené nad nimi.

Obrazok 3. obrazovkové kopie digitalnych invertovanych obrazov
fluorescencne znaCenych nukleovych kyselin izotermalne amplifikovanych na tuhom
podklade, ktoré sa pozorovali s epifluorescenénym mikroskopom vybavenym s CCD
fotoaparatom. Rozsah obrazov je uvedeny na lavej hornej strane obrazku.

Obrazok 4: log-log krivka hustoty DNA kolonie pozorovanej na dne
PicoGreen™ farbenych jamiek po izotermalnej amplifikacii, ked boli imobilizované
rézne koncentracie templatu. Kazdy bod je priemerom troch pozorovani. Sklon
priamky je jedna.

Obrazok 5: zmena celkovej fluorescencie ziskana, ked sa templaty s réznou
dizkou amplifikovali izotermalne. Rovnaka zvolena jednotka sa pouzila pre vsetky
krivky.

Obréazok 6: porovnanie celkovej fluorescencie ziskanej, ked sa templat T386
imobilizoval na jamky alebo bol v roztoku, alebo ked templat T386 v amplifikatnom
procese chybal.

Obrazok 7: digitalizovany obraz 2% agarézového gélu, na ktory boli
nanesené amplifikatné produkty ziskané prostrednictvom PCR alebo kvapalnou

izotermalnou amplifikaciou, ktora bezala 30 mindt v elektrickom poli 10 V/cm. Drahy
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1, 5, 9, 13: 2,5 mikrolitra markerov molekulovej hmotnosti (Superladder low, rebrik
po 100 bazovych paroch; Gensura), pricom relevantné polty bazovych parov su
uvedené vfavo. Drahy 2, 3 a4: 6 mikrolitrov amplifikovaného a purifikovaného
templatu T90 generovaného po termocyklizatnej PCR (draha 2) alebo v izo-
termalnych podmienkach pri 72 °C (dréaha 3) alebo pri 78 °C (dréaha 4). Drahy 6, 7
a 8: 2,5 mikrolitra amplifikovaného a purifikovaného templatu T386 generovaného
po termocyklizacnej PCR (dréha 6), alebo v izotermainych podmienkach pri 72 °C
(draha 7) a 78 °C (draha 8). Drahy 10, 11 a12: 2,5 mikrolitrov amplifikovanej
a purifikovanej negativnej kontroly (len primery) generovanej po termocyklizacnej
PCR (draha 10), alebo v izotermalnych podmienkach pri 72 °C (dréaha 11) a 78 °C
(draha 12). Gé! sa farbil so SybrGreen™ (Molecular Probes, Eugene OR).

Obrazok 8: priemer dvoch impulzovych experimentov ukazujici mnoZstvo
%2p_dCTP inkorporované pouzitim izotermalnej amplifikacie pouzitim rozliénych
enzymov: Dynazyme (Dyn), Pfu polymerazy (Pfu), Taq polymeazy (Taq), Vent™
(Vent).

Obrazok 9: zmena mnoZstva fluorescencie ziskanej uskutoCnenim izo-
termalnej amplifikacie pouzitim roéznych teplét (A) alebo r6zneho percentualneho
zastipenia DMSO (B) pouzitim templatov s réznou dizkou. Kazda krivka bola
normalizovana vo vztahu k jej najvy$Sej hodnote.

Obrazok 10: digitalizovany obraz agar6zového gélu, ktory bezal 30 minut
v elektrickom poli 10 V/cm, ana ktory boli nanesené PCR produkty ziskané
pouzitim réznych vychodiskovych materidlov. Drahy 1 a 8 st 10bp DNA rebrikom
(Superladder low, Gensura), pricom relevantny pocet baz je uvedeny nalavo. PCR
vychodiskovym materiadlom bol 0,1 nanogramov T386 (draha 2), Ziadny
vychodiskovy material (draha 3), alikvot jamiek, kde bol T386 imobilizovany (drahy 4
a 6), alebo jamiek, kde nebol T386 imobilizovany (draha 5 a 7), a jamiek, kde sa
predtym uskutocnila izotermalna amplifikacie (drahy 4 a 5) a kde sa neuskutoCnila
(drahy 6 a 7). Gél bol farbeny so SybrGreen™ (Molecular Probes, Eugene OR).
Sotva viditeIné pasy naspodku gélu su primery pouZité na PCR amplifikaciu.

Priklady uskutoénenia vynalezu
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Priklad 1

|zotermalna amplifikacia templatovej DNA imobilizovanej na tuhom podklade

Metody
DNA sekvencie

Primery P1 (24-mér; sekv. €. 1), P2 (24-mér, sekv. ¢. 2) a P3 (40-mér, sekv.
¢. 3) su syntetické oligonukleotidy nestice C6 amino pripajaciu skupinu na svojom 5'
konci. Tato chemicka skupina bola pouZzitad na imobilizaciu primerov a templatov na
tuhy podklad na aplikaciu spdsobov podfa vynalezu.

Templaty T3 (sekv. €. 9) a T4 (sekv. €. 10), ktoré s 68-mérmi majucimi
sekvenciu zodpovedajicu P1 na 5 konci a sekvenciu komplementarnu s P2 na 3
konci, a T90 (90-mér so sekvenciou zodpovedajucou P1 na 5’ konci a sekvenciou
komplementarnou s P2 na 3' konci, sekv. &. 11) su syntetické oligonukleotidy
nestce C6 amino pripajaciu skupinu na svojom 5' konci (T90) alebo 5' fosfatovi
skupinu (T3 a T4).

Templaty T155 (155-mér, sekv. ¢. 12), T203 (203-mér, sekv. &. 13), T386
(386-mér, sekv. ¢. 14) a T605 (605-mér, sekv. &. 15) maji sekvencie zodpovedajut:e
P3 na &' konci a sekvenciu komplementarnu s P2 na 3' konci. Boli skon&truované
prostrednictvom amplifikacie vélenenych fragmentov T1 (sekv. &. 8), sekvencie
$ 823 bazovymi parmi obsiahnutej v pBSk-plazmide (Strategene), ako je
znazornené na obrédzku 2. Priamy primer P3 (40-mér majici sekvenciu
zodpovedajucu P1 na 5’ konci a sekvenciu komplementarnu so 16-nukleotidovou T1
sekvenciou na 3' konci, sekv. €. 3) nesie 5 amino pripajaciu skupinu. Reverzné
primery P155r (sekv. €. 4), P203r (sekv. &. 5), P386r (sekv. &. 6) a P605r (sekv. &. 7)
s 44-mérmymi syntetickymi oligonukleotidmi, ktoré maju sekvenciu zodpovedaijicu
P2 na & konci a sekvenciu komplementarnu s rozlignymi 16-nukleotidovymi T1
sekvenciami). Tieto templaty sa amplifikovali pouzitim 100 mikrolitrov roztoku
obsahujuceho 5 jednotiek Taq polymerazy (Perkin-Elmer), 1x Taq timivy roztok
(Perkin-Elmer), dTNPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Pharmacia) 200 pM, 5
nanogramov na mikroliter pBSk-plazmidu, 1 uM primeru P3 a 1 uM zodpoveda-

juceho reverzného primeru. Uskuto¢nilo sa dvadsat PCR cyklov (94 °C 30 sekind,
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62 °C 30 sekand, 72 °C 60 sekand) a vysledny produkt sa purifikoval pouzitim
QiaQuick kitu (Qiagen) v sulade s instrukciou vyrobcu. Roztok pouzity na izolaciu
purifikovanych nukleovych kyselin obsahoval 10 uM boritan sodny (pH 7,5).

V3etky syntetické oligonukleotidy sa ziskali od Microsynth (Svajiarsko).

Protokol na imobilizaciu primerovej a templatovej nukleovej kyseliny na tuhom
podklade

Tuhy povrch pouzity na demonstrovanie jednoduchosti spdsobov podfa
vynalezu bol reprezentovany vnutrom jamiek s plochym dnom vyrobenych z funkcio-
nalizovaného syntetického materialu oznacovaného Nucleolink™ (Nunc, Dansko),
ktoré boli zostavené do plati s celkovym tvarom zodpovedajiucim 96 jamkovému
PCR zariadeniu. Ked sa naplnili objemom imobilizaéného a amplifikatného roztoku
pouzivaného v prikladoch (15 az 20 mikrolitrov), povrch kazdej jamky, ktory bol
skutone vystaveny tymto roztokom, zodpoveda priblizne 30 mm?.

Primery a templaty boli pripojené na Nucleolink™

platne, ktoré sa udrziavali
na flade, zatial ¢o sa nukleové kyseliny nariedili vimobilizaénom roztoku
obsahujucom 10nM imidazol a 10mM hydrochlorid 1-etyl-3-(3-dimetylamino-propyl)-
karbodiimidu (EDC), a pridali sa do jamiek. Potom, ako sa vSetky jamky naplnili sa
platne inkubovali 10 minat pri 50 °C. Jamky sa potom premyvali pri laboratornej
teplote dvakrat s roztokom obsahujucim 0,4M NaOH a 0,1% Tween-20 a nakoniec
trikrat s TNT, roztokom obsahujucim 100mM Tris-HC! (pH 7,5), 150mM NaCl, 0,1%

Tween-20, a to predtym ako boli podrobené izotermainej amplifikacii.

Protokol vizualizacie amplifikovanych nukleovych kyselin

Po izotermélnej amplifikacii sa jamky trikrat premyli v 20 mM Tris-HCI (pH
7,5) apotom sa DNA kolonie vizualizovali prostrednictvom inkubovania jamiek
s PicoGreen™ (Molecular Probes), molekulou, ktora je fluorescenéna, ked sa
naviaze na dvojvlaknovd DNA, pricom bola rutinne nariedena 2000 krat v 20 mM
Tris-HCI (pH 7,5). Kazda jamka sa inkubovala s 50 pl PicoGreen™ riedenia 10
minat pri laboratérnej teplote.

DNA kolonie imobilizované na dne jamiek sa pozorovali pouZitim epi-

fluorescenéného mikroskopu (Axiovert 100TV, eiss, Nemecko) vybaveného
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s chladenym CCD fotoaparatom (Micomax 512x768, Princeton Instruments,
Trenton, NJ), ktory je riadeny Winview softwarom (Princeton Instruments, Trenton,
NJ). Obrazy sa ziskali po expoziénom Case 2 sekundy a analyzovali sa pouzitim
analySIS softwaru (Soft Imaging System GmbH, Nemecko) alebo iného
ekvivalentného softwaru.

Vysledky
Primery P1 a P2 a nukleokyselinové templaty T90 a T386 sa pripojili na

Nucleolink™

jamky, ako je opisané vysSie. Templaty obsahuju také mnoZstvo
nukleotidov, ktoré je priblizne 0,6 a2,5 nasobkom perzistenénej dizky, aby sa
identifikoval prvy rozsah dizky templatu, na ktory sU aplikovatelné spbsoby podla
vynalezu.

Jamky sa naplnili 20 pl imobilizaéného roztoku obsahujuceho primery P1
a P2 (kazdy 250 nM) a templatom, ktorého typ a koncentracia boli v kazdej jamke

odlidné, ako je uvedené v tabulke

Tabulka |
Cislo jamky Meno templatu Koncentracia templatu (nM)

A1 T90 3,1
B1 T90 1
C1 T90 0,3
D1 T90 0,1
E1 T90 0,03
F1 T90 0,01
G1 TS0 0,003
H1 - 0
A2 T386 3,1
B2 T386 1
C2 T386 0,3
D2 T386 0,1
E2 T386 0,03
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F2 T386 0,01
G2 1386 0,003
H2 - 0

|zotermalna amplifikacia sa uskuto¢novala inkubovanim jamiek 1 hodinu pri
78 °C s 15 pl amplifikaného roztoku obsahujuceho 1 jednotu Pfu polymerazy
(Stratagene), 10% dimetylsulfoxid (DMSO), 80uM dNTP (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP, Pharmacia), 200mM Tris-HCI (pH 8,8), 10mM KCI, 10mM (NH4),SO4, 2mM
MgSQOs, 0,1% Triton X-100 a 0,1 mg/ml BSA. lzotermélna inkubacia sa
uskutoCnovala pouzitim Standardného 96-jamkového PCR pristroja (MJ-Research
PTC-200) nastaveného konstantne na 78 °C pouzitim zahrievaného veka.

Vysledné obrazy si znazornené na obrazku 3. Vdaka pouzitému DNA
farbiacemu postupu je signal spbsobovany pritomnostou (aspon Ciastocne)
dvojvlaknovej DNA amplifikovanej a imobilizovanej v koloniach na dne Nucleolink™
jamiek. Obrazy sa invertovali, aby sa lepSie tlagili. Signal nizsi alebo rovny 130 AU
(zvolené jednotky, vypocitané softwarom riadiacim CCD fotoaparat) sa javi ako
biela a signal vyssi alebo rovny 350 AU sa javi ako Cierna.

Obrazok 3 znazorfuje to, ze ked sa maju primery len pripojit (H1 a H2) obraz
je uplne biely, o demonstruje, Ze tam nie je ziadna detegovatelna spontanna
amplifikacia. Zatial ¢o pri najvySSich koncentraciach templatu (A1/2, B1/2),
pokryvaja amplifikacné produkty cely povrch nasycujuc obraz, pricom zretelné DNA
kolénie sa ziskali vjamkach C1/2, D1/2 aE1/2 pri subnanomolarnych
koncentraciach oboch templatov. Pocet takychto ,miest” (kazdé zaberajuce oblast 1
az 5 Stvorcovych mikrometrov) rastie priblizne linearne s koncentraciou templatu
pouZitého v priebehu pripajacieho kroku. Amplifikacia sa uskutoénovala s templatmi
majlcimi dve rozdielne dizky a pouZitim roéznych pomerov templatu a primeru
v priebehu imobilizaéného postupu.

Kvantitativnej§ia analyza ucinnosti izotermalnej amplifikacie v terminoch
po¢tu DNA kolonii je prezentovana na obrazku 4. V testovanych experimentalnych
podmienkach (imidazol/EDC nukleokyselinovy imobilizaény roztok, Nucleolink™
jamky, 10 minat inkubovania pri 50 °C a dva 250 mM primery) sa mdzu templaty

v rozsahu 90 az 386 nukleotidov, pridavané do imobilizatného roztoku v subnano-
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molarnych koncentraciach, amplifikovat izotermalne ako DNA kolonie na tuhom
podklade, ziékajﬂc niekofko desiatok tisic DNA kolonii na milimeter Stvorcovy.
Izotermalny amplifikaény postup sa aplikoval aj pouZitim inych diZok templatu

k™ jamiek sa naplnila

a rozdielnych koncentracii primerov. Séria smych Nucleolin
20 pl imobilizatného roztoku obsahujiuceho konstantni sub-nanomolarnu
koncentraciu jedného templatu pre kazdl sériu, pre A (0,14 nM T155), B (0,2 nM
T203), C (0,08 nM T386) a pre D (0,04 nM T606). Koncentracie sa definovali na
zaklade kriviek ziskanych pre kazdy templat, ako je znazornené na obrazku 4 pre
dve z nich.

Osem jamiek obsahovalo P1 a P2 v koncentraciach uvedenych v taburke 1.

Tabufka I
Cislo jamky P1 (nM) P2 (nM)
1 250,0 250,0
2 75,0 75,0
3 55,0 55,0
4 37,5 37,5
5 22,5 22,5
6 6,8 6,8
7 2,0 2,0
8 0,6 0,6

Po uskutoéneni izotermalnej amplifikacie, ako je opisana vy3sie, sa Gginnost
sposobu podfa vyndlezu mdze merat prostrednictvom fluorescenéného signalu
normalizovaného pre dizku templatu, pri roznych koncentraciach primeru (obrazok
5). Normalizacia je nevyhnutna preto, Ze dlhsie templaty zahffiajd viac DNA
farbiacej zlueniny, takze surovy fluorescenény signal sa po odéitani pozadia delil
dizkou templatu (vyjadrenou v kilobazach).

Tieto experimenty ukazuju, Ze mnozstvo primerov P1 a P2 nevyhnutné na
ziskanie detegovatelnej hiadiny amplifikacie spodsobom podla vynalezu v predtym
nastavenych imobilizatnych a amplifikaénych podmienkach, &iastoéne zavisi na

dizke templatu. Zatial ¢o signal je dostatocné silny pri celkovej koncentracii primerov
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niz§ej ako 100 nM pre mensie templaty s dlzkou priblizujucej sa perzistencnej dizke
(T90 a T155, 0,6, respektive 1 nasobok perzistenénej dizky), dihsie templaty (T386
aT605, 2,5, respektive 4 nasobok perzistenénej dizky) sa este amplifikujd, ale
vyZaduju celkova koncentraciu primerov vySSiu ako 100 nM. Tieto vysledky
naznaCuju, ze vdhsich imobilizovanych nukleovych kyselinach, ktoré
pravdepodobne mdzu zaujat alternativnu trojrozmernd konfiguraciu absorbujucu
frakciu mechanického napéatia nevyhnutného na pohananie izotermalnej separacie
a vytesnovania vlakna, je indukovatelné mensSie mechanické napatie.

Nasledujice kontrolné experimenty sa uskutoCnili na overenie toho, Ze
amplifikované produkty sa skuto€nej ziskali prislusnou imobilizaciou primerov
a templatov na tuhom podklade.

V prvom experimente sa predtym opisany izoterméalne amplifikaCny
a vizualizatny protokol uskutochioval s alebo bez imobilizovanych primerov (P1
a P2, kazdy 250 mM) a s templatom (0,08nM T386), bud imobilizovanym, alebo
v roztoku. Ako je znazornené na obrazku 6, celkova fluorescencia je velmi slaba,
ked je templat bud v roztoku, alebo chyba, aj ak sa imobilizuju velké mnozstva
primerov. Takyto signal je pravdepodobne spdsobeny marginalnou samo-
amplifikaciou. V kazdom pripade je evidentné, Ze len imobilizacia oboch primerov
a templatu umoznuje izotermalnu amplifikaciu dvojviaknovej DNA vo forme DNA
koloni.

V druhom kontrolnom experimente sa pouzivajli rovnaké nukleové kyseliny
ako v predchadzajucich experimentoch v kvapalnej faze, pouzitim PCR podmienok
alebo izotermalnych podmienok rovnakych ako boli aplikované na tuhom povrchu.

Amplifikaény roztok pouzivany na amplifikatné experimenty obsahoval 0,05
jednotky/ul Pfu polymerazy (Stratagene), 80uM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP,
Pharmacia), 200mM Tris-HCI (pH 8,8), 10mM KCI, 10mM (NH,),SO4, 2mM MgSOs,
0,1% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA, 1uM primer P1, 1uM primer P2, bez alebo
s templatom (0,13nM T386 alebo 0,33nM T90). Amplifikacny roztok sa rozdelil do
troch alikvot, pricom kazda sa podrobila roznym amplifkatnym podmienkam: 20
cyklov termocyklizacnej PCR (94 °C 30 sekund, 60 °C 30 sekind, 72 °C 1 minuta),
1 hodina pri 72 °C alebo 1 hodina pri 78 °C. Amplifikacné produkty sa purifikovali na

Qiaquick koldénach (Qiagen) a naniesli sa na 2% agardzovy gél.
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Ako je znazornené na obrazku 7, Zziadne amplifikatné produkty sa neziskali
v izotermalnych podmienkach, hoci primery mohli amplifikovat templat v kvapaline,
ked sa aplikovali termocyklizané podmienky.

Uginnost réznych komerénych DNA polymeraz na aplikaciu sposobov podla
vynalezu sa testovali meranim zaclefovania radioaktivneho nukleotidu. |zotermaina
amplifikacia sa uskuto¢riovala pouzZitim P1 a P2 ako primerov (kazdy 250nM)
s alebo bez T3 a T4, ¢o su velmi kratke templaty (68-méry) priddvané vo velkom
nadbytku (kazdy 5nM). lzotermalna amplifikacia sa uskutoCfovala pri 80 °C 90
minat pouZitim 20 ul amplifikatného roztoku obsahujuceho 0,5 jednotky DNA
polymerazy, 5% DMSO, 80uM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Pharmacia),
200mM Tris-HCI (pH 8,8), 10mM KCI, 10mM (NH,4),SO4, 2mM MgSQ4, 0,1% Triton
X-100, 0,1 mg/ml BSA a 0,128uM a**P-dCTP. Pouzitymi DNA polymerazami boli
Dynazyme™ (Finzyme, Finsko), Pfu polymeraza (Promega), Taq polymeraza

tTM

(Perkin Elmer) a Vent'™ polymeraza (New England Biolabs).

Po izotermalnej amplifikacii sa Nucleolink™ jamky patkrat premyli v 20mM
Tris-HCI (pH 7,5), umiestnili sa do scintilaéného snimaca, aby sa vypoditalo
mnozstvo zacleneného znaceného nukleotidu.

Ako je znazornené na obrazku 8, vSetky testované polymerdzy umoziuju
izotermalnu amplifikaciu spésobmi podla vynélezu, ale sréznymi vytazkami
a roznymi uroviiami amplifkadného pozadia. Pfu a Vent™ polymerazy maju najlepsi
pomer $pecifického ku neSpecifickému signalu.

Iné alternativne podmienky na aplikaciu izotermalnej amplifikacie podla
vynalezu sa testovali s ohladom na teplotu a koncentraciu DMSO, porovnavajtc
vysledky ziskané pouzitim templatov s réznou dizkou.

Kazdy templat (0,14nM T155, 0,2nM T203, 0,08nM T386 a 0,04nM T606) sa
imobilizoval v réznych sériach Nucleolink™ jamiek spolu s primermi P1 a P2, kazdy
250nM. Izotermalna amplifikacia sa potom uskutoéfiovala bud pouzitim 10% DMSO,
ale v PCR zariadeni vytvarajucom teplotny gradient pozdiz série jamiek, alebo pri 78
°C, ale v pritomnosti réznych mnozstiev DMSO.

Po izotermalnej amplifikacii, premyvani a vizualizacii sa celkova fluorescencia
DNA kolonii merala s obrazovym analyzaénym sofwarom kvantifikujucim intenzitu

vSetkych bodov prezentovanych na obraze. Ako je znazornené na obrazkoch 9A
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a 9B, mnoZstvo amplifikovaného produktu méze velmi zavisiet na aplikovanych
amplifikaénych podmienkach. Izotermalna amplifikacia je vynimo¢ne ucinna pre
vSetky templaty pri teplotach medzi 77 a 81 °C a pri DMSO koncentraciach medzi 8
% a 14 %.

Priklad 2

Analyza amplifikovanej nukleovej kyseliny

Potom ako sa izotermalne ziskali DNA kolonie, uskutoCiiovali sa niektoré
experimenty na hodnotenie niektorych znakov amplifikovanych nukleovych kyselin.

Priemerné mnoZstvo nukleokyselinovych vlakien nachadzajicich sa
v kazdom bode sa odhadovalo pouzitim tak DNA farbenia, ako aj radioaktivne
znagenych nukleotidov, pouzitim Pfu polymerdzy a podmienok na imobilizaciu,
amplifikaciu, vizualizaciu a snimanie pouzitych pre experiment znazorneny na
obrazku 8.

Templat T386 sa pridaval do sérii jamiek s réznymi koncentraciami (1nM,
0,31nM) alebo chybal. Impulzy sa konvertovali na poc¢et molekul na DNA koloniu
beric do tvahy povrch jamky pokryty objemom amplifikaného roztoku (priblizne
27,56 mm?, ked sa pouzije objem 15 pl a jamka méa priemer 4 pl), vefkost kazdého
analyzovaného obrazu (priblizne 0,08 mm?), ako aj $pecifickli aktivita znacky.

Vysledky st zhrnuté v tabufke Ill.

Tabulka il

Jamky obsahujice 1nM T386 Jamky obsahujice 0,3nM T386 ¢.

T386

Impulzy 8304 | 8536 | 6754 | 8615 | 6427 | 4867 | 3687 | 4787 | 4988 | 2902 | 3693 | 4072 | 843
Pocet 3846 | 3831 | 3149 | 3788 | 2844 | 2349 | 1808 | 2087 | 2408 | 1218 | 1638 | 1935 | O
kolonii
Priem. 3007 | 3103 | 2987 | 3167 | 3147 | 2885 | 2840 | 3194 | 2885 | 3318 | 3140 | 2931 | N.A
pocet 3049 + 109 3051+ 193
vlakien na
koléniu

N.A: neaplikovatelné
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Tento experiment ilustruje, Ze spdsoby podla vynalezu umozZiuji izotermalnu
amplifikaciu jedinej templatovej molekuly na niekofko tisic vlakien imobilizovanych
v diskrétnej oblasti. Navyse, hoci je pocet DNA koldnii zjavne zavisly na koncentracii
templatu, ucinnost spdsobu podfa vynalezu, merana ako pocet amplifikovanych
viakien na DNA koléniu, je nezavislda na koncentracii templatu v pracovnych
podmienkach (tzn. v nanomolarnom rozsahu).

Bolo tiez mozné izolovat produkty izotermalnej amplifikacie z povrchu.
Imobilizaény protokol opisany vysSie sa aplikoval v Styroch jamkach pouZitim P1
a P2 vo v8etkych z nich a T386 len v dvoch z nich, ale len dve, jedna s a jedna bez
imobilizovaného T386 boli podrobené vyssie opisanému amplifikaénému protokolu.
VSetky jamky sa potom naplnili 60 pl PCR roztoku obsahujuceho 5 jednotiek Pfu
polymerazy (Stratagene), 10% DMSO, 100uM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP,
Pharmacia), 200mM Tris-HCI (pH 8,8), 10mM KCI, 10mM (NH;4)2SO4, 2mM MgSOy,
0,1% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA a primery P3 a P386r (kazdy 1uM). Jeden PCR
cyklus sa uskutoCnoval v jamkach (94 °C 30 sekind, 60 °C 30 sekand, 72 °C 60
sekdnd) a potom sa 30 pl PCR roztoku prenieslo do PCR skdmavky. Ako kontrola
sa ind PCR skumavka naplnila 30 pl rovnakého PCR roztoku, do ktorého sa pridalo
0,1 ng T386. Potom sa uskutoCfiovali PCR cykly (94 °C 30 sekdnd, 60 °C 30
sekund, 72 °C 60 sekund) a 4 pl kazdej vzorky sa naniesli na 2% agardzovy gél.
Vysledky su uvedené na obrazku 10. Produkt izotermalnej amplifikacie poskytol
PCR produkt porovnatelny s PCR produktom ziskanym, ked bol T386 pritomny
v roztoku, zatial Co produkt bol tazko viditelny, ako bol DNA pripojena na skimavku,
ktora sa nepodrobila izotermalnej amplifikacii. Kontroly ukazali, Ze nevznika Ziadny
artefakt, ako napriklad primerové diméry, ani v priebehu izotermainej amplifikacie,
ani v priebehu PCR amplifikacie.
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<213> synteticky konstrukt

<400> 3

caccaaccca aaccaaccca aaccggctca cgcecctgtaat
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gaggaaaggg aagggaaagg aaggatccgc ctcctgggtt caag

<210>6
<211> 44

<212> DNA

<213> synteticky konstrukt

<400> 6

gaggaaaggg aagggaaagg aaggatccga tctgectggt tcectg

<210>7
<211> 44

<212> DNA

<213> synteticky konstrukt

<400>7

gaggaaaggg aagggaaagg aaggatccgt gagcgcaacg caat

<210> 8
<211> 823

<212> DNA

<213> synteticky konstrukt

<400> 8

gggccccccece
agccctacag
tctggcectta
ccctacccca
ctaaaaaaag
gcatctggtg
tctacctggg
gcatagattg
aactccatct
ctctctcaac
agatccacta
gtgagggtta
ttatccgetce
tgcctaatga

<210>9
<211> 68
<212> DNA

tcgagaagec
accctgggac
tccctaacag
cccaaattct
gaacagacgg
atgcgagctc
aggccagcta
tgatgagcca
caaaaaaaaa
ccgaagtctt
gttctagagc
attccgagct
acaattccac
gtgagctaac

gtgctgtcag
tagggtgcag
ccaccccacc
gccaagagag
ctgggcgegyg
gactctgggg
cttgagaggc
agatcgcacc
agaaagggaa
cctttctgac
ggccgcecacc
tggcgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
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catcagcatc
gacagcacag
tctcecteca
cagccaagcc
tggctcacgce
aaaacactgg
tgaggcagga
attgcatgcc
agactccact
tggatccaac
gcggtggage
atggtcatag
agccggaagce
tgcgttgege

atcggtgaga
gctctaattt
tgcacccaca
tctceettet
ctgtaatccc
gttttcccag
gaattgcttg
agcctcggca
ggggctccca
tttgtcttcce
tccagctttt
ctgtttectg
ataaagtgta
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cctecteccca
cctgecccat
cccaagcctce
tccectctgag
aacactccat
agtcgagcat
aacccaggag
acaaaagtga
ctaaataacc
agaaccaggc
gttcccttta
tgtgaaattg
aagcctgggg

caccaaccca aaccaaccca aaccatgccg atgacctgca gaagccttec tttececttcec

ctttccte
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44
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420
480
540
600
660
720
780
823

60
68
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<212> DNA
<213> synteticky konstrukt

<400>10

caccaaccca aaccaaccca aaccgtactg caccaggegg ccgcccttee tttcecttece
ctttccte

<210> 11

<211>90

<212> DNA

<213> synteticky konstrukt

<400> 11

caccaaccca aaccaaccca aacccctggg gaggcatgcc gatgacctgce agaagccatg
ggatggcctt cctttccectt ccctttecte

<210> 12

<211> 155

<212> DNA

<213> synteticky konstrukt

<400> 12

caccaaccca aaccaaccca aaccggctca cgcctgtaat cccaacactc catgcatctg
gtgatgcgag ctcgactctg gggaaaacac tgggttttcc cagagtcgag cattctacct
gggaggcgga tccttecttt cccttecectt tecte

<210> 13

<211> 203

<212> DNA

<213> synteticky konstrukt

<400> 13

caccaaccca aaccaaccca aaccggctca cgectgtaat cccaacactc catacgtctg
gtgatgcgag ctcgactctg gggaaaacac tgggttttec cagagtcgag cattctacct
gggaggccag ctacttgaga ggctgaggca ggagaattgce ttgaacccag gaggcggatc
cttectttee ctteccttte cte

<210> 14

<211> 386

<212> DNA

<213> synteticky konStrukt

<400> 14

caccaaccca
gtgatgcgag
gggaggccag
ttgtgatgag
tctcaaaaaa
aacccgaagt
atccttectt

<210> 15

aaccaaccca
ctcgactctg
ctacttgaga
ccaagatcgce
aaaagaaagg
cttcctttct
tccctteect

aaccggctca
gggaaaacac
ggctgaggca
accattgcat
gaaagactcc
gactggatcc
ttcctc

cgcctgtaat
tgggttttcc
ggagaattgc
gccagcctcg
actggggctc
aactttgtct

cccaacactc
cagagtcgag
ttgaacccag
gcaacaaaag
ccactaaata
tccagaacca

catgcatctg
cattctacct
gaggcataga
tgaaactcca
accctctctce
ggcagatcgg
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60
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60
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155

60

120
180
203

60

120
180
240
300
360
386
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<212> DNA

<213> synteticky konstrukt

<400> 15
caccaaccca
gtgatgcgag
gggaggecag
ttgtgatgag
tctcaaaaaa
aacccgaagt
ctagttctag
ttaattccga
ctcacaattc
tgagtgagct
tccte

aaccaaccca
ctcgactctg
ctacttgaga
ccaagatcgc
aaaagaaagg
cttcctttcet
agcggecgcec
gcttggecgta
cacacaacat
aactcacatt

aaccggctca
gggaaaacac
ggctgaggca
accattgcat
gaaagactcc
gactggatcc
accgcggtgg
atcatggtca
acgagccgga
aattgcgttg
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cgcctgtaat
tgggttttcc
ggagaattgce
gccagcctcg
actggggctce
aactttgtct
agctccagct
tagctgtttce
agcataaagt
cgctcacgga

cccaacactce
cagagtcgag
ttgaacccag
gcaacaaaag
ccactaaata
tccagaacca
tttgttcecct
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
tcectteettt

catacgtctg
cattctacct
gaggcataga
tgaaactcca
accctctctce
ggcagatcca
ttagtgaggg
ttgttatccg
gggtgcectaa
ceccttecectt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
605
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PATENTOVE NAROKY

1. SpoOsob izotermalnej amplifikacie aspon jedného nukleokyselinového
segmentu obsahujiceho do 1000 nukleotidov, vyznacujuci sa | tym, Ze
zahffia nasledujuce kroky:

a) vytvorenie aspon jedného nukleokyselinového templatu obsahujiceho
nukleovu kyselinu (kyseliny), ktora sa méa amplifikovat, pricom uvedena
nukleova kyselina (kyseliny) obsahuje na 5’ konci oligonukleotidovi sekvenciu Y
ana 3' konci oligonukleotidovl sekvenciu Z, a okrem toho nesie na 5’ konci
prostriedok na jej (ich) mobilizaciu na tuhy podklad,

b) vytvorenie jedného alebo viacerych koléniovych primerov X, ktoré mozu
hybridizovat s oligonukleotidovou sekvenciou Z a na §' konci nesu prostriedok
na imobilizaciu koléniovych primerov na tuhy podklad,;

c¢) zmie$anie nukleokyselinového templatu (templatov) a koldniovych primerov
spolu s roztokom umozniujicim ich imobiliz&ciu prostrednictvom 5’ konca na
tuhy podklad v pritomnosti tuhého podkladu, aby sa & konce tak nukleo-
kyselinového templatu (templatov), ako aj koloniovych primerov, naviazali na
tuhy podklad;

d) aplikovanie amplifikacného roztoku obsahujuceho aspof nukleokyselinovu
polymerazu a nukleotidové prekurzory na tuhy podklad na izotermaine
generovanie a imobilizovanie nukleovych kyselin so sekVenciou, ktora je
identickd alebo komplementarna so sekvenciou imobilizovaného nukleo-

kyselinového templatu (templatov).

2. Spbsob podfa naroku 1, vyznacéujuci sa tym, Ze sa dva odlisné
koldniové primery X' a X" zmieSavaju s nukleokyselinovym templatom (templatmi)
a sekvencie koloniovych primerov X' a X" sU také, ze oligonukleotidové sekvencia
Z moze hybridizovat s jednym z koloniovych primerov X' a oligonukleotidova

sekvencia Y je rovnaka ako jeden z koloniovych primerov X
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3. Spdsob podfa naroku 1, vyznacujuci sa tym, ze oligo-
nukleotidova sekvencia Z je komplementarna s oligonukleotidovou sekvenciou Y

a koléniovy primer X ma rovnaku sekvenciu ako oligonukleotidova sekvencia Y.

4. Sp6sob podla naroku 1, vyznadujlci sa tym, Ze jeden alebo
viacero koléniovych primerov X méze obsahovat degenerovanu primerov(
sekvenciu a nukleokyselinovy templat (templaty) obsahuje nukleovd kyselinu
(kyseliny), ktoré sa maju amplifikovat, a neobsahuje oligonukleotidové sekvencie Y

alebo Z na &', respektive 3' konci.

5. Spbsob podla narokov 1 az 4, vyznacujlici sa tym, Ze nukleo-
kyselinovym templatom je genomicka DNA, komplementarna DNA, rekombinantna
DNA alebo akakolvek forma syntetickej alebo modifikovanej DNA, RNA, mRNA

alebo akakolvek forma syntetickej alebo modifikovanej RNA.

6. Sposob podfa naroku 5,vyznacujuci sa tym, Ze nukleokyselinovy
templat obsahuje 68 az 605 baz.

7. Spdsob podla naroku 6,vyznacujuci sa tym, Ze nukleokyselinovy

templat (templaty) ma v imobilizatnom roztoku koncentraciu medzi 1 nM a 0,01 nM.

8. Spbsob podia ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov 1 az 7, vy-
znacujuci sa tym, ze koloniové primery maju vimobilizatom roztoku
koncentraciu medzi 1000 nM a 50 nM.

9. Spdsob podia ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov 1 az 8, vy-
znacujuci sa tym, Ze nukleokyselinovou polymerdzou je DNA-zavisla DNA
polymeraza alebo RNA-zavisla DNA polymeraza.

10. Spdsob podfa naroku 5, vyznacujaci sa tym, Ze nukleo-
kyselinovou polymerézou je DNA polymeraza, ktora je aktivna pri teplote medzi 70
°Ca85°C.
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11. Spbsob podla naroku 6, vyznac u'j uci sa tym, Ze amplifikacia sa

uskutocnuje pri teplote medzi 77 °C a 81 °C.

12. Sposob podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov 1 az 11, vy -
znadujlci sa tym, Ze nukleotidovymi prekurzormi amplifikacného roztoku su

deoxyribonukleotid trifosfaty.

13. Sposob podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov 1 az 12, vy -
znadujuci sa tym, Ze prostriedkom na imobilizaciu 5 konca tak nukleo-
kyselinového templatu (templatov), ako aj koloniovych primerov, s chemicky
modifikovatelné funkéné skupiny, ktoré umoznuju vytvaranie kovalentnej vazby

medzi uvedenymi molekulami a tuhym podkladom.

14. Spdsob podfa naroku 13, vyznadujuci sa tym, Ze nukleo-
kyselinové templaty a primery st modifikované s tiolovou, fosfatovou alebo amino-
skupinou na 5 koncovej modifikacii a imobilizované pouZitim imobilizaéného
roztoku obsahujuceho hydrochlorid 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)-karbodiimidu
(EDC).

15. Sposob podia naroku 13, vyznacujluci sa tym, Ze tuhy podklad
umozfiuje  kovalentné naviazanie  nukleovej  kyseliny  prostrednictvom

funkcionalizacie pouzitim mono- alebo bifunkénych sietujucich reaknych Cinidiel.

16. Spdsob podla narokov 1 az 12, vyznacujuci sa tym, ze
prostriedkom na imobilizaciu 5 koncov tak nukleokyselinového templatu
(templatov), ako aj koloniovych primerov, su chemické skupiny viaZuce molekuly

imobilizované na tuhom podklade prostrednictvom afinity.

17. Sposob podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov 1 az 16, vy -

znadujuci sa tym,Ze amplifikacny roztok obsahuje 6% az 14% DMSO.
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18. Spbsob podia ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov 1 az 17, na

izotermalne generovanie DNA kolénii na tuhom podklade.

19. Spbsob podla naroku 18, vyznac€ujuci sa tym, Ze hustota
generovanych nukleokyselinovych kolénii je medzi 1000 a 100000 na kazdy mm?.

20. Sposob podla naroku 18 alebo 19, vyznacujuci sa tym, Ze

zahina dalSi krok vizualizacie amplifikovanej nukleovej kyseliny.

21. Spdsob podfa naroku 20, vyznacujuci sa tym, Ze sa pouZije
interkalacné Cinidlo do dvojvlaknovej DNA, znaceny nukleotid (nukleotidy) alebo
znaceny oligonukleotid (oligonukleotidy).

22. Spbsob podrla narokov 18 az21,vyznacujlci sa tym, Ze zahfia
dalsi krok uvolnenia jedného alebo viacerych imobilizovanych nukleokyselinovych
viakien patriacich jednej alebo viacerym nukleokyselinovym koléniam s chemickym,

optickym, fyzikalnym alebo enzymatickym prostriedkom.

23. Sposob podfa ndrokov 18 az22,vyznacujlci sa tym, Ze zahiia
dalsi krok uskutoéiiovania aspori jedného kroku urcovania sekvencie jednej alebo

viacerych nukleokyselinovych kolénii.

24. Spdsob podia naroku 23, vyznadujici sa tym, Ze determinacia

sekvencie sa ziska prostrednictva za¢lenenia znaceného nukleotidu (nukleotidov).

25. Spbsob podra naroku 24, vyznacujuci sa tym, Ze znadeny

nukleotid (nukleotidy) sa zaclefiuje vyuzitim koléniovych primerov.

26. Spbsob podla naroku 25, vyznadujuci sa tym, Ze znadeny
nukleotid (nukleotidy) sa zacleriuje vyuZitim primerov, inych ako koléniovych
primerov, ktoré hybridizuju s jednou alebo viacerymi amplifikovanymi nukleovymi
kyselinami.
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27. Spdsob podfa naroku 23, vyznacujuci sa tym, Ze determinacia
sekvencie nasleduje po hybridizacii jedného alebo oboch nukleokyselinovych
vlakien, patriacich ku jednej alebo viacerym nukleokyselinovym koléniam, so

znacenym oligonukleotidom (oligonukleotidmi).

28. Spbsob podla narokov 23 az 27, vyznacdujuci sa tym, ze

znackou je radioaktivna alebo fluorescenéna skupina.

29. Spdsob podfa naroku 23, vyznacdujluci sa tym, Ze determinacia
sekvencie nasleduje po uvolneni jedného alebo oboch nukleokyselinovych viakien,

ako je uvedené v naroku 22.

30. Spésob podla naroku 22, vyznacdujuci sa tym, Ze sa
determinuju celé alebo Ciasto&né sekvencie amplifikovanych nukleokyselinovych

templatov nachadzajucich sa aspon v jednej nukleokyselinovej kolénii.

31. Spbsob podfa narokov 19 az 29, vyznacujuci sa tym, Ze dalsi
krok (kroky) sa uskutoCiuje naraz na jednej alebo viacerych nukleokyselinovych

koléniach.

32. Pouzitie spésobu podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 31 na poskytnutie
nukleokyselinovych molekul na pouZitie na sekvenovanie a opatovné sekvenovanie
nukleovych kyselin v oblasti $tadii a farmakostadii génov a ich funkcii, vyskumu
lieCiv, charakterizacie potravin, genotypingu, diagnostik, monitorovania génovej
expresie, vytvarania profilov genetickej diverzity, sekvenovania celého genomu
a vyskumu polymorfizmov, alebo na akékolvek iné aplikacie zahffiajuce amplifikaciu

nukleovych kyselin.

33. Kit na pouzitie na izotermalnu amplifikaciu nukleovych kyselin, vy zna -
¢ujuci sa tym, Ze zahfa spdsob podia ktoréhokolvek z narokov 1 az 31 na
poskytnutie nukleokyselinovych molekdl na pouzitie na sekvenovanie a opatovné

sekvenovanie nukleovych kyselin v oblasti $tidii a farmakostudii génov a ich
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funkcii, vyskumu lie€iv, charakterizacie potravin, genotypingu, diagnostik,
monitorovania génovej expresie, vytvarania profilov genetickej diverzity,
sekvenovania celého gendmu a vyskumu polymorfizmov, alebo na akékofvek iné

aplikacie zahimajuce amplifikaciu nukleovych kyselin.
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GGGCCCCCCCTCGAGRAGCCGTGCTGTCAGCATCAGCATCATCGGTGAGACCTCTCCCCA

AGCCCTACAGACCCTGGGACTAGGGTGCAGGACAGCACAGGCTCTAATTTCCTGCCCCAT

TCTGGCCTTATCCCTAACAGCCACCCCACCTCTCCCTCCATGCACCCACACCCAAGCCTC

CCCTACCCCACCCAARTTCTGCCAAGAGAGCAGCCARGCCTCTCCCTTCTTCCCTCTGAG

CTAAARAAAGGRACAGACGGCTGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCARCACTCCAT

<_

60

120

180

240

300

GCATCTGGTGATGCGAGCTCGACTCTGGGGARABCACTGGGTTTTCCCAGAGTCGAGCAT 360

~=-P155r~-——- <~---P203r----
TCTACCTGGGAGGCCAGCTACTTGAGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCTTGAACCCAGGAG

420

QQATAGATTGTGATGAGCCAAGATCGCACCATTGCATGCCAGCCTCGGCAACAAAAGTGA

AACTCCATCTCAAAAAARAAAGRAAGGGABAGACTCCACTGGGGCTCCCACTARATAACC

<---P386r--
CTCTCTCARCCCGAAGTCTTCCTTTCTGACTGGATCCAARCTTTGTCTTCCAGAACCAGGL

AGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTA
GTGAGGGTTAATTCCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTITCCTGTGTGARATTG
TTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGv

<==-~P605r--—-~
TGCCTAATGAGTGAGCTARCTCACATTAATTGCGTTGCGCTCA
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