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Zpusoby a kompozice pro detekci mutantnich sekvenci nukleovych kyselin
ODKAZ

Tato piihlaska narokuje vyhodu prozatimni piihlasky US ¢. 63/257,954, s nazvem "ZPUSOBY A
KOMPOZICE PRO DETEKCI MUTANTNICH SEKVENCI NUKLEOVYCH KYSELIN",
podan¢ 20. fijna 2021, ktera je zde jako celek zahruta odkazem.

POZADI

Detekce mutantnich sekvenci pomoci amplifikace sondy specifické pro templat v kombinaci s
kvantitativnimi metodami, jako je napf. kvantitativni polymerazova fetézova reakce (qPCR),
gelova elektroforéza nebo kapilami elektroforéza se Siroce vyuZiva pro genotypizaci pacientu pro
diagnostické a klinické ucely.

SHRNUTI

Stavajici schémata pro detekci mutantnich sekvenci pomoci amplifikace sondy specifické pro
templat v kombinaci s kvantitativnimi metodami, jako je kvantitativni polymerazova fet€ézova
reakce (qPCR), trpi nedostatkem specificity pro detekci mutantnich sekvenci, zejména v
pfitomnosti sekvenci divokého typu, které neobsahuji mutaci. Existuje potfeba navrhnout nové
kompozice primeru a sond, které zlepSuji selektivitu detekce mutantnich sekvenci v pfitomnosti
sekvenci divokého typu.

V souladu s tim v n¢kterych provedenich soucasny popis poskytuje zpusoby, kompozice, reakéni
smgési, soupravy a systémy pro zpracovani sckvenéni varianty za vzniku detekovatelného produktu
s vysokou selektivitou. Takové metody, kompozice, reakéni smési, soupravy a systémy mohou byt
uziteéné pfi neinvazivnim prenatalnim testovani (NIPT), bezbunééné analyze deoxyribonukleové
kyseliny (DNA), genotypizaci pacienta (napf. pro identifikaci nadoru nebo diagnostiku
autoimunitnich onemocnéni), digitalni polymerazova fetézova reakce (digitalni PCR), kapkova
digitalni PCR (ddPCR), pripravé vzorku sekvenovanim nové generace (NGS) nebo detekci
odmitnuti po transplantaci organu (napf. v pfipadé transplantace srdce, plic, ledvin nebo jater).

V nékterych aspektech predkladany popis poskytuje zpusob zpracovani sekvence DNA, ktera ma
nebo je v podezieni, ze ma sekvenéni variantu vzhledem k sekvenci divokého typu, pfiéemz tento
zpusob zahmuje: smichani v reak¢éni smési vhodné pro zpracovani sekvence DNA: (i) sekvence
DNA, kde sekvence DNA obsahuje varaci alespori jednoho nukleotidu vzhledem k sekvenci
divokého typu; a (ii) primer vlasenky se smyckou, ktery obsahuje: 5' hemisondovou sekvenci
konfigurovanou tak, aby hybridizovala s komplementarnim prvnim koncovym usekem DNA
sekvence; sekvenci vlasenky se smyckou; a 3' hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak, aby
hybridizovala s druhou koncovou oblasti DNA sekvence, kde 3' koncova cast 3' hemisondové
sekvence obsahuje nukleotid komplementami k neshodam v parovani, ale ne komplementamni k
divokému typu sekvence. V nékterych provedenich zpusob dale zahruje inkubaci reakéni smési
za podminek vhodnych k prodlouzeni produktu obsahujiciho sekvenci 3' hemisondy. V nékterych
provedenich zpiisob dale zahmuje kombinovani v reakéni smési vhodné pro zpracovani produktu
obsahujiciho 3" hemisondovou sekvenci:antikddujici primer konfigurovany tak, aby hybridizoval s
genomovou oblasti 3' z nespravného parovani. V nékterych provedenich ma antikédujici primer
Tm pfiblizn€ 50-70 stupiiu Celsia. V n¢kterych provedenich zpusob dale zahmuje inkubaci reakéni
sm¢si vhodné pro zpracovani produktu obsahujiciho sekvenci 3' hemisondy za podminek vhodnych
pro produkci produkta prodlouzeni z antikodujiciho primeru. V nékterych provedenich zpisob dale
zahmuje smichani v reakéni smési vhodné pro zpracovani produktu obsahujiciho sekvenci
antikédujiciho primeru: produktu obsahujiciho sekvenci antikodujiciho primeru; a kodujici primer
nakonfigurovany tak, aby hybridizoval s: (i) alespon ¢asti sekvence 5' hemisondy; a (i1) alespon
¢ast stopky sekvence vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich koédujici primer obsahuje
alespon priblizn¢ 12 az priblizné 30 nukleotidi komplementamich k sekvenci 5' hemisondy. V
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nékterych provedenich kodujici primer obsahuje alesponi piiblizn€ 9 az pfiblizné¢ 35 nukleotidi
komplementarnich ke stopce sekvence vlasenky se smyckou 3' k nukleotidum komplementarnim
k 5' sekvenci hemisondy. V nékterych provedenich ma pfimy primer Tm pfiblizné 50 aZz pfiblizné
70 stupnt Celsia. V nékterych provedenich zpusob dale zahrnuje inkubaci reakéni smési vhodné
pro zpracovani produktu obsahujiciho sekvenci antikddujiciho primeru za podminek vhodnych k
produkei produktu prodlouzeni z kodujiciho primeru. V nékterych provedenich jsou antikédujici a
kodujici primer v prebytku nebo maji alespori piiblizné 20nasobné, alespon priblizné 50nasobné,
alesponn pfiblizn¢ 100nasobné, alespon pfiblizné 200nasobné, alespon pfiblizné 500nasobné
alespon asi 1000nasobné vyssi koncentraci nez je koncentrace dvoustranného primeru. V nékterych
provedenich je koncentrace dvoustranného primeru vys$i nez nebo ma alesponn pfiblizné
20nasobné, alesponn priblizné 50nasobné, alespon priblizné 100nasobn¢, alespori priblizné
200nasobn¢, alespori priblizn¢ 500nasobng, alespon asi 1000nasobné vyssi koncentraci, nez je
koncentrace seckvence DNA. V n¢kterych provedenich primer vlasenky se smyckou amplifikuje
mutantni polynukleotidovou sekvenci alespon piiblizné 10krat, alespon piiblizn¢ 100krat, alespon
priblizn¢ 1000krat, alespon piiblizné 10 000krat, alesponi pfiblizné 100 000krat, nebo alespori
piiblizné 1 000 000krat prednostné oproti polynukleotidové sekvenci divokého typu. V nékterych
provedenich mutantni polynukleotidova sekvence nebo polynukleotidova sekvence divokého typu
obsahuje genomovou DNA. V n¢kterych provedenich obsahuje sekvence 5' hemisondy délku
pfiblizn¢€ 7 az priblizn¢ 22 nukleotidi. V nékterych provedenich obsahuje sekvence 3' hemisondy
délku priblizn¢ 3 az piiblizn¢ 9 nukleotidi. V nékterych provedenich ma sekvence 3' hemisondy
Tm priblizn¢ 30 az 40 stupiit nebo sekvence 5' hemisondy ma Tm priblizn¢ 60 az 75 stupnia. V
n¢kterych provedenich sekvence vlasenky se smyckou obsahuje délku piiblizné 15 nukleotidi nebo
vice. V n¢kterych provedenich je sekvence vlasenky se smyckou konfigurovana tak, aby méla Tm
priblizn€ 55 az pfiblizn€ 75 stupniti Celsia. V nékterych provedenich smycka sekvence kmenové
smycCky obsahuje alespon priblizné¢ 1 az alespon pfiblizn¢ 20 nukleotidii na délku. V nékterych
provedenich smycka sekvence kmenové smycCky obsahuje barkod. V nékterych provedenich
reak¢éni smés vhodna pro zpracovani produktu obsahujiciho sekvenci antikodujiciho primeru za
podminek vhodnych k produkci produkti extenze z prfimého primeru dale obsahuje
oligonukleotidovou sondu obsahujici detekovatelnou skupinu, pricemz oligonukleotidova sonda je
konfigurovana tak, aby hybridizovala s komplementem alespon Cast zakladniho primeru vlasenky
se smyCkou. V nékterych provedenich alespon ¢ast primeru vlasenky se smyckou a obsahuje
alespon ¢ast sekvence vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich alespon cast sekvence
vlasenky se smyckou obsahuje alesponn Cast sekvence vlasenky se smyckou. V nékterych
provedenich deteckovatelna skupina obsahuje 5' fluorofor. V nékterych provedenich
oligonukleotidova sonda obsahujici detekovatelnou skupinu dale obsahuje zhasec.

V n¢kterych aspektech predkladany popis poskytuje soupravu pro zpracovani sekvence DNA, ktera
obsahuje: (a) primer vlasenky se smyckou, ktery obsahuje: (1) sekvenci 5' hemisondy
nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s komplementami prvni koncovou oblasti sekvence
DNA; (i1) sekvence vlasenky se smyckou; a (ii1) 3' hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak,
aby hybridizovala s druhou koncovou oblasti DNA sekvence; (b) kédujici primer konfigurovany
pro hybrdizaci s: (i) alespon casti sekvence 5' hemisondy; a (ii) alespon Cast stopky sekvence
vlasenky se smyckou; a (¢) antikddujici primer konfigurovany tak, aby hybridizoval s genomovou
oblasti 3' z neshody. V n€kterych provedenich sekvence DNA ma nebo je v podezreni, ze ma variaci
alesponi jednoho nukleotidu vzhledem k sekvenci divokého typu. V nékterych provedenich
obsahuje 3' terminalni ¢ast 3' sekvence hemisondy nukleotid komplementarni k variaci, ale ne
komplementarni k sekvenci divokého typu. V nékterych provedenich souprava dale obsahuje
oligonukleotidovou sondu obsahujici detekovatelnou skupinu, pficemz oligonukleotid je
konfigurovan tak, aby hybridizoval s alesponi ¢asti primeru vlasenky se smyckou. V nékterych
provedenich alespon ¢ast primeru vlasenky se smyckou obsahuje alespon ¢ast sekvence vlasenky
se smycCkou. V nékterych provedenich alespon cast sekvence vlasenky se smyckou obsahuje
alespon Cast sekvence smycCky v sekvenci vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich
detekovatelna skupina obsahuje 5' fluorofor. V nékterych provedenich oligonukleotidova sonda
obsahujici detekovatelnou skupinu dale obsahuje zhase¢. V nékterych provedenich ma antikoduyjici
primer Tm pfiblizn¢ 50 aZz 70 stupnia Celsia. V n¢kterych provedenich kodujici primer obsahuje
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alespon priblizné¢ 12 aZ priblizné 30 nukleotidi komplementamich k sekvenci 5' hemisondy. V
nékterych provedenich pfimy primer obsahuje alesponi pfiblizné 9 az piiblizné 35 nukleotidi
komplementarnich ke stopce sekvence vlasenky se smyckou 3' k nukleotidim komplementamim
k 5' sekvenci hemisondy. V nékterych provedenich ma pfimy primer Tm pfiblizné 50 az pfiblizné
70 stupna Celsia. V nékterych provedenich vlasenky se smyckou amplifikuje mutantni
polynukleotidovou sekvenci alespon priblizn¢ 10krat, alespon piiblizné 100krat, alespon priblizné
1000krat, alespon pfiblizné 10 000krat, alespon pfiblizné 100 000krat, nebo alespon pfiblizné 1
000 000krat prednostn¢ oproti polynukleotidové sekvenci divokého typu. V nékterych provedenich
obsahuje sckvence 5' hemisondy délku priblizné 7 az pfiblizné 22 nukleotidu. V nékterych
provedenich obsahuje sekvence 3' hemisondy délku pfiblizn¢ 3 az priblizn¢ 9 nukleotida. V
n¢kterych provedenich ma sekvence 3' hemisondy Tm pfiblizné 30 az 40 stupnia nebo sekvence 5'
hemisondy ma Tm priblizné 60 az 75 stupnia. V nékterych provedenich sekvence vlasenky se
smyckou obsahuje délku priblizn¢ 15 nukleotidi nebo vice. V nékterych provedenich je sekvence
vlasenky se smyckou konfigurovana tak, aby méla Tm priblizné€ 55 az pfiblizn¢ 75 stupnia Celsia.
V nékterych provedenich smycka sekvence vlasenky se smyckou obsahuje alespori pfiblizné 1 az
alespon priblizn¢ 20 nukleotidi na délku. V nékterych provedenich smycka sekvence vlasenky se
smyckou obsahuje barkod. V nékterych provedenich primer vlasenky se smyckou, kodujici primer
nebo antikédujici primer obsahuje kteroukoli ze SEKVID C: 1,2, 3.4, 5,6,7, 8,9, 10, 13, 14, 15,
16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 29, 30, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 41,42, 45,46, 47,48, 51, 52, 53, 54, 57,
58,59, 60,61, 64,65, 66,67, 68, 71 necbo 72. V n¢kterych aspektech predkladany popis poskytuje
kompozici pro zpracovani sckvence DNA, ktera obsahuje: (a) primer se vlasenky se smyckou,
ktery obsahuje: (1) 5' hemisondovou sekvenci konfigurovanou tak, aby hybridizovala s
komplementarnim prvnim koncovym usekem DNA sekvence; (i1) sekvence vlasenky se smyckou;
a (i1) 3' hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s druhou koncovou
oblasti DNA sekvence; (b) kodujici primer konfigurovany pro hybridizaci s: (i) alespon casti
seckvence 5' hemisondy; a (i1) alespori ¢ast stopky sekvence vlasenky se smyckou; a (¢) antikoduyjici
primer nakonfigurovany tak, aby hybridizoval s genomickou oblasti 3' od neshody, pficemz
koncentrace kodujiciho primeru nebo koncentrace antikodujiciho primeru jsou alespon 10krat
vy$$i neZ koncentrace primeru vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich sekvence DNA ma
nebo je v podezieni, Ze ma variaci alespon jednoho nukleotidu vzhledem k sekvenci divokého typu.
V nékterych provedenich sekvence 3' hemisondy obsahuje nukleotid komplementarni k vanaci, ale
ne komplementarni k sekvenci divokého typu. V n¢kterych provedenich kompozice dale obsahuje
oligonukleotidovou sondu obsahujici detekovatelnou skupinu, pricemz oligonukleotid je
konfigurovan tak, aby hybridizoval s alesponi ¢asti primeru vlasenky se smyckou. V nékterych
provedenich alespon ¢ast primeru vlasenky se smyckou obsahuje alespon ¢ast sekvence vlasenky
se smycCkou. V nékterych provedenich alespon cast sekvence vlasenky se smyckou obsahuje
alespon Cast sekvence smycCky v sekvenci vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich
detekovatelna skupina obsahuje 5' fluorofor. V nékterych provedenich oligonukleotidova sonda
obsahujici detekovatelnou skupinu dale obsahuje zhase¢. V nékterych provedenich jsou
koncentrace kodujiciho primeru nebo koncentrace antikodujiciho primeru vyssi neZ nebo jsou
alespon pfiblizné 20nasobné, alespon priblizné 50nasobné, alespon priblizné 100nasobné, alespor
priblizn¢ 200nasobné alespon priblizné¢ 500krat, alespon priblizné 1000krat vyssi nez koncentrace
primeru vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich obsahuje 3' terminalni ¢ast 3' sekvence
hemisondy nukleotid komplementami k neshodam v parovani, ale ne komplementami k sekvenci
divokého typu. V nékterych provedenich ma antikédujici primer Tm pfiblizn€ 50-70 stupniu Celsia.
V nékterych provedenich kodujici primer obsahuje alespon priblizné 12 az pfiblizné 30 nukleotidi
komplementarnich k sekvenci 5' hemisondy. V nékterych provedenich kodujici primer obsahuje
alespon priblizn€ 9 az priblizn€ 35 nukleotidii komplementamich ke stopce sekvence vlasenky se
smyckou 3' k nukleotidim komplementarnim k 5' sekvenci hemisondy. V nékterych provedenich
ma koduyjici primer Tm pfiblizn€ 50 az priblizné 70 stupnu Celsia. V nékterych provedenich primer
vlasenky se smyckou amplifikuje mutantni polynukleotidovou sekvenci alespon priblizn¢ 10krat,
alespon pfiblizn¢ 100krat, alesponn pfiblizn¢ 1000krat, alesponn pfiblizn¢ 10 000krat, alespori
pfiblizné¢ 100 000krat, nebo alespon priiblizné 1 000 000krat prednostné oproti polynukleotidoveé
sekvenci divokého typu. V nékterych provedenich obsahuje sekvence 5' hemisondy délku pfiblizné
7 az priblizn¢ 22 nukleotidi. V nékterych provedenich obsahuje sekvence 3' hemisondy délku
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priblizn¢ 3 az priblizn€ 9 nukleotidii. V nékterych provedenich ma sekvence 3' hemisondy Tm
piiblizné¢ 30 az 40 stuprid nebo sekvence 5' hemisondy ma Tm priblizné 60 az 75 stupnia. V
n¢kterych provedenich sekvence vlasenky se smyckou obsahuje délku piiblizn€ 15 nukleotidi nebo
vice. V n¢kterych provedenich je sekvence vlasenky se smyckou konfigurovana tak, aby méla Tm
pfiblizn€ 55 az priblizn¢ 75 stupna Celsia. V nékterych provedenich smycka sekvence vlasenky se
smyckou obsahuje alespon priblizn€ 1 az alespon priblizné 20 nukleotidi na délku. V nékterych
provedenich smycka sekvence vlasenky se smyckou obsahuje barkdd. V nékterych provedenich
kodujici primer nebo antikédujici primer obsahuje kteroukoli ze SEKVID C: 1,2, 3,4,5.6, 7, 8,
9,10, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 29, 30, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 41, 42, 45, 46, 47, 48,
51,52,53,54,57,57 59,60, 61, 64,65, 66,67, 68, 71 nebo 72. V n¢kterych provedenich inkubace
zahmuje PCR reakci, qPCR reakei, dPCR reakci, ddPCR reakci nebo sekvenacni reakei.

V nékterych aspektech predkladany popis poskytuje zpusob zpracovani sekvence DNA, ktera ma
nebo je v podezreni, Ze ma methylovany cytosin na konkrétnim zbytku, pficemz zpusob zahmuje:
smichani v reakéni smési vhodné pro zpracovani scskvence DNA: (i) sekvence DNA, kde sekvence
DNA byla oSetfena bisulfitem a obsahuje uracil na cytosinovém zbytku, ktery byl pred
bisulfitovym osetfenim nemethylovan; a (i1) prvni primer vlasenky se smyckou, ktery obsahuje: 5'
hemisondovou sekvenci konfigurovanou tak, aby hybridizovala s komplementarni prvni koncovou
oblasti DNA sekvence, sekvence vlasenky se smyckou; a 3' hemisondovou sekvenci
nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s druhou koncovou oblasti DNA sekvence, kde 3'
koncova ¢ast 3' hemisondové sekvence obsahuje nukleotid komplementami k uracilu, ale ne
komplementarni k cytosinovému zbytku. V nékterych provedenich zpisob dale zahmuje inkubaci
reakéni smési za podminek vhodnych k prodlouzeni produktu obsahujiciho sekvenci 3' hemisondy.
V n¢kterych provedenich zpusob dale zahruje kombinovani v reakéni smési vhodné pro
zpracovani produktu obsahujiciho 3' hemisondovou sekvenci: antikddujici primer konfigurovany
tak, aby hybridizoval s genomovou oblasti 3' z neshody. V nékterych provedenich ma antikddujici
primer Tm pfiblizné 50 az 70 stupria Celsia. V nékterych provedenich zpusob dale zahmuje
inkubaci reakéni smési vhodné pro zpracovani produktu obsahujiciho sekvenci 3' hemisondy za
podminek vhodnych pro produkci produktu prodlouzeni z antikodujiciho primeru. V nékterych
provedenich zplsob dale zahmuje smichani v reakéni smési vhodné pro zpracovani produktu
obsahujiciho sekvenci antikodujiciho primeru: produktu obsahujiciho sekvenci antikédujiciho
primeru; a kodujici primer nakonfigurovany tak, aby hybridizoval s: (i) alesponi ¢asti sekvence 5'
hemisondy; a (i1) alespon ¢ast stopky sekvence vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich
kédujici primer obsahuje alespon priblizné 12 az priblizné¢ 30 nukleotidi komplementarich k 5'
hemisondové sekvenci. V nékterych provedenich koédujici primer obsahuje alespon priblizné 9 az
priblizn¢ 35 nukleotidii komplementamich ke stonku sekvence vlasenky se smyckou 3' k
nukleotidim komplementamim k 5' hemisondové sekvenci. V nékterych provedenich ma kodujici
primer Tm pfiblizné 50 az pfiblizné 70 stupnii Celsia. V nékterych provedenich zpusob dale
zahmuje inkubaci reakéni smési vhodné pro zpracovani produktu obsahujiciho sekvenci
antikddujiciho primeru za podminek vhodnych k produkei produkti prodlouzeni z kddujiciho
primeru. V nékterych provedenich zpiasob dale zahmuje poskytnuti sekvence DNA. V nékterych
provedenich zpisob dale zahrnuje oSetfeni DNA sckvence bisulfitem pred kombinovanim. V
nékterych provedenich inkubace zahmuje PCR reakci, qPCR reakci, dPCR reakci, ddPCR reakci
nebo sekvenacni reakci.

Dalsi aspekty a vyhody predkladaného feseni budou odbornikiim v tomto oboru snadno ziejmé z
nasledujiciho podrobného popisu, kde jsou ukazana a popsana pouze ilustrativni provedeni
pfedkladan¢ho vynalezu. Bude porozuméno, ze predkladany vynalez je schopen dalSich a
odlisnych provedeni a jeho rizné detaily je mozné modifikovat v riznych zfejmych ohledech, aniz
by doslo k odchyleni se od popisu. V souladu s tim je tfeba vykresy a popis povazovat za ilustrativni
a nikoli za omezujici.
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ZACLENENE ODKAZY

Vsechny publikace, patenty a patentové prihlasky uvedené v této specifikaci jsou sem zahrmuty
odkazem ve stejném rozsahu, jako kdyby kazda jednotliva publikace, patent nebo patentova
piihlaska byla konkrétn¢ a individualné oznacena jako zahrnuta odkazem.

BAREVNE VYKRESY

Patentovy spis nebo pfihlaska obsahuje alespon jeden barevny vykres. Kopie tohoto patentu nebo
zverejnéni patentové prihlasky s barevnym vykresem (kresbami) poskytne Ufad na vyzadani a po
zaplaceni nezbytného poplatku.

STRUCNY POPIS VYKRESU

Nové znaky vynalezu jsou konkrétné predlozeny v pfipojenych patentovych narocich. Lepsiho
porozuméni rysum a vyhodam tohoto vynalezu bude dosazeno odkazem na nasledujici podrobny
popis, ktery uvadi ilustrativni provedeni, ve kterych jsou vyuZity principy tohoto vynalezu, a
pripojené vykresy:

OBRAZEK 1 (OBR. 1) zobrazuje piiklad detekéniho testu citlivého na mutanty s pouzitim primert
vlasenka se smyckou podle n¢kterych provedeni tohoto popisu. V tomto testu pritomnost
mutantniho zbytku v napf. genomové DNA (zvyraznéna) umoziuje prodlouzeni 3' hemisondové
oblasti primeru vlasenka se smyckou v prvni prodluzovaci reakci. Ve druhé fazi tohoto testu je
prodlouZeny primer vlasenka se smyckou kombinovan s antikodujicim primerem, ktery se vaze na
3’genomovou oblast 3' hemisondy ve druhé prodluzovaci reakci, coz umoziuje produkci druhého
vlakna, které¢ odpovida primeru vlasenka se smyckou obsahujicimu sekvenci antikodujiciho
primeru. Nakonec je produkt obsahujici sekvenci antikoédujiciho primeru kombinovan ve 3.
prodluzovaci reakci s kddujicim primerem pokryvajicim ¢ast 5' hemisondy a kmenovych oblasti;
zahmuti sondy vazajici sekvenci 5' tohoto pfimé¢ho primeru pfipadné¢ umoziuje detekei tohoto
produktu napt. qPCR.

OBRAZEK 2 (OBR. 2) zobrazuje navrzené podminky (A) a kfivky qPCR (B) pro optimaliza¢ni
experiment popsany v prikladu 1 pro detekci mutantu ACTN3. Spodni panel (B) ukazuje stopy pro
amplifikaci sekvenci obsahujicich mutantni ACTN3 s ACTN3 mutantnim detekénim primerem
vlasenka se smyckou; Horni panel (B) ukazuje graf RFU pro amplifikaci z mutantniho detekéniho
primeru vlasenka se smyckou pro reakce obsahujici homozygotni sekvence WT, homozygotni
mutanty a heterozygotni ACTN3, coz ukazuje, Ze tyto 3 genotypy lze rozli§it pomoci PCR.

Obr. 3 (obr. 3) zobrazuje navrzené podminky (A) a kfivky qPCR (B) pro optimalizacni experiment
popsany v prikladu 1 pro detekci mutantu NRAS. Spodni panel (B) ukazuje stopy pro amplifikaci
sekvenci obsahujicich mutantni NRAS s primerem vlasenka se smyckou detekujicim mutanty
NRAS; Homi panel (B) ukazuje graf RFU pro amplifikaci z mutantniho detekéniho primeru
vlasenka se smyckou pro reakce obsahujici homozygotni WT, homozygotni mutantni a
heterozygotni sekvence ACTN3, coz ukazuje, Ze tyto 3 genotypy lze rozlisit pomoci PCR.

Obr. 4 (obr. 4) zobrazuje vysledky experimentu navrzeného pro hodnoceni selektivity primert
detekujicich mutantni ACTN3 a NRAS detekuyjicich primery vlasenka se smyckou. (A) znazortiuje
navrh reakce pro testy selektivity. Homi panel (B) zobrazuje hodnoty Cq pro sondy znacené FAM
(mutant) a sondy znacené¢ HEX (divokého typu), méfené v riznych pomérech cilu (mutant/WT),
jak je popsano v (A) pro test ACTN3; Spodni panel (B) znazomuje hodnoty Cq pro sondy znacené
FAM (mutantni) a HEX znacené (divokého typu), méfené pro rizné poméry cilu, jak je popsano v
(A) pro test NRAS.
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OBRAZEK 5 (OBR. 5) znazoriuje piiklady digitalnich PCR dat testi primeri vlasenka se
smyckou detekujicich SNP ze dvou niznych experimentd. Panely (A-C) znazomiuji vysledky
experimentu navrzeného k posouzeni citlivosti testu primeru vlasenka se smyckou detekujiciho
mutant G12R KRAS na vzorcich s riznymi poméry WT/mutant cilovy templat (mezi 0,05 % a 50
% pom¢ér mutant k WT) na QIAcuity Digital PCR systém. Panel (A) znazoriuje numericka data z
experimentu; panel (B) znazomuje 1D amplitudové grafy a panel (C) znazomiuje priklady 2D
amplitudovych grafii ze stejného experimentu, coz dokazuje, Ze jen velmi malo tecek
odpovidajicich spravné kategorii se chybn¢ segreguje. Panel (D) znazomuje vysledky ze sady
experimenti navrzenych pro hodnoceni funkce G12R KRAS mutantniho stanoveni primeru
vlasenka se smyckou na ruznych platformach dPCR. Zobrazené vysledky jsou 2D amplitudové
grafy a zkracené tabulky numerickych vysledku ze stejného testu provadéného na vzorcich s 50%
WT a 50% mutantni cilovou Sablonou na tfech riznych platformach dPCR: QX200 Droplet Digital
PCR System, Naica System pro Crystal Digital PCR a QIAcuity Digital PCR systém

OBRAZEK 6 (OBR. 6) znazoriiuje 2D amplifika¢ni grafy pro pét riznych testd detekujicich
vlasenku se smyckou mutantit KRAS, vSechny za pouziti stejnych generickych sekvenci vlasenky
a komplementarmich sond jako v prikladu 7.

OBRAZEK 7 (OBR. 7) ukazuje 2D grafy amplitudy pro experiment znazomény v tabulce 14 a
prikladu 7.

OBRAZEK 8 (OBR. 8) znazoriiuje navrh primeri a methylaéni diskriminaci pro experiment
popsany v piikladu 8 pracujici na sekvencich CORO6. Obrazek 8 panel A ukazuje schéma
methylacné detekujiciho 2T-primeru (CORO6-2T.M) navrzeného pro cileni na gen CORO6, s
hemisondami v ¢erném textu (tucné/podtrzené) a sekvenci vlasenka se smyckou a rameny v tmave
Sedych carach, cilova sekvence Cemym textem, rozSifena sekvence 2T-primeru (Sedym textem),
sckvence antikodujiciho a koéduyjiciho primeru (Cemou kurzivou). Sonda (nezobrazena) se
selektivné vaze na komplement sekvence kmenoveé smycky a ramena 2T-primeru. Cilova DNA ma
na puvodnich cytosinovych mistech mala pismena, ktera se bisulfitovou tipravou mohou zménit na
uracil (reprezentované na obrazku a v syntetickych sekvencich DNA jako thyminy), zatimco
methylovana CpG mista maji Sedé zvyraznéni (které v nemethylované DNA mohou byt zastoupen
pomoci TG). Obrazek 8 panel B ukazuje alelickou diskriminac¢ni ucinnost 2T-testu s pouzitim
slozek z panelu A v qPCR na syntetickych gBlock sekvencich predstavujicich methylovanou DNA,
nemethylovanou DNA, smiSenou methylovanou/nemethylovanou DNA a kontrolu bez templatu

(NTC).

OBRAZEK 9 (OBR. 9) znazoriuje navrh primera a methylagni diskriminaci pro experiment
popsany v piikladu 9 pracujici na sekvencich FAM101A. Obrazek 9 panel A ukazuje schéma 2T-
primeru nedetekujiciho metylaci pro detekci methylacniho stavu genu FAM101A (FAMI101A-
2T.NM s hemisondami v ¢erném textu (tuéné/podtrzen) a sekvenci vlasenka se smyckou a rameny
v tmavé Sedych carach , cilovou sekvenci v ¢emém textu, sekvenci antikodujiciho a kédujiciho
primeru (¢ernou kurzivou) Sonda (neni ukazana) se selektivné vaze na komplement sekvence
vlasenky se smyckou a ramena 2T-primeru byla modifikovana takze puvodni ,jedina™ cytosinova
mista jsou reprezentovana thyminem (protoze bisulfitové oSetfeni mize takové cytosiny preménit
na uracily), zatimco puvodni CpG mista maji Sedé zvyraznéni (které v nemethylovaném templatu
DNA a na obrazku jsou reprezentovany TG) Obrazek 9 panel B ukazuje alelickou diskriminaci 2T-
testu v qPCR na syntetickych sekvencich gBlock predstavujicich methylovanou DNA,
nemethylovanou DNA, smiSenou methylovanou/nemethylovanou DNA a kontrolu bez templatu
(NTC). Pii anealizacni teploté priblizné 55-62 °C, test funguje robustné a je provedeno jasné
rozliSeni riznych typu templatové DNA pii zachovani velmi nizkého fale$né pozitivniho a na FAM
kanal (detekce methylované DNA) omezeného signalu.

OBRAZEK 10 (OBR. 10) ukazuje vysledky bialelické diskriminace methylace CORO6 a
FAMI101A na béznych vzorcich. Obrazek 10 panel A zobrazuje vysledky alelické diskriminace
qPCR pfi analyze methylacnich/nemethylacnich reprezentativnich gBlocku genti CORO6 a
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FAMIO0I1A, které byly synteticky vyrobeny (M.gB — methylovany cil; NM.gB — nemethylovany
cil; Mix.gB — 50 /50 mix M/NM-gBlocks) spolu se dvéma unikatnimi bisulfitové upravenymi
(BST) vzorky DNA extrahovanymi z bilych krvinek (WBC) a srde¢ni tkan€ (40 ng DNA/reakce
(pfed BST)). Primery CORO6 a FAM101A byly zkonstruovany jako v pfedchozich prikladech a
qPCR pro detekci obou markera byla provedena jako v predchozich prikladech. HEX fluorofor je
signal pro methylovanou sekvenci CORO6 a nemethylovanou FAMI01A. Jak predpovida
zdokumentované chovani CORO6 a FAM101A, WBC vykazuji signal v kanalu FAM, zatimco
srdce ukazuji signal v kanalu HEX 1 FAM, coz ukazuje, Ze oba testy mohou detekovat srdecni DNA
na pozadi bilych krvinek (tzv. hlavni zdroj DNA v ¢fDNA). Obrazek 10 panel B znazoriuje
vysledky, kdyz vzorky popsané na obrazku 10 panel A byly analyzovany pomoci FAM101A 2T-
testu pomoci digitalni PCR (QIAcuity, Qiagen) misto gPCR. Vzorky srdce vykazuji smiseny signal
(FAM/HEX), zatimco WBC vykazuji signal pro methylovanou DNA (FAM). NTC vykazuji
relativné vysokou fluorescenci pozadi v NTC, ale signal je omezen na kanal FAM a jako takova
neni ohroZena detekce signalu specifického pro srdce (HEX).

OBRAZEK 11 (OBR. 11) znazoriiuje vysledky experimentu genotypizace nezpracované krve z
prikladu 11. Levy panel na obrazku 11 ukazuje duplicitni méfeni qPCR u homozygotu divokého
typu (nahote), homozygotnich mutanta (uprostfed) a heterozygoti (dole). Pravy panel ukazuje graf
spojujici namé¢fena data na zakladé intenzity fluorescence jasné rozliSujici duplikaty dvou
homoduplexu a heteroduplexu. Graf na pravém panelu jasné ukazuje, Ze divoky typ, heterozygotni
a mutantni mohou byt odliseni od plné surové krve bez dalSich kroku ¢isténi.

PODROBNY POPIS
Definice

Zde pouzita terminologie slouzi pouze k popisu konkrétnich pripadi a neni zamyslena jako
omezujici. Jak se zde pouziva, tvary jednotného Cisla ,a“, ,an“ a ,the* v puvodnim textu
v anglickém jazyce, maji zahrnovat také tvary v mnozném Cisle, pokud z kontextu jasn¢ nevyplyva
néco jincho. Krom¢ toho, v rozsahu, v jakém jsou v podrobném popisu a/nebo narocich pouzity
vyrazy ,,véetn¢”, , zahrnuje®, ,mit*, , ma", , s nebo jejich varianty, jsou takové vyrazy zamysleny
jako véetn¢ zpusobem podobnym pojmu ,,zahrujici®.

Vyraz ,piiblizné* nebo ,kolem* obecné oznacuje mnozstvi, které je blizko rfeceného mnozstvi o
piiblizn€ 10 %, 5 % nebo 1 %, véetné jeho prirastka. Napriklad ,,pfiblizné* nebo ,kolem* muze
znamenat rozsah zahmujici konkrétni hodnotu a pohybujici se od 10 % pod touto konkrétni
hodnotou az po 10 % nad touto konkrétni hodnotou.

Praxe n¢kterych zpusobu zde popsanych vyuziva, pokud neni uvedeno jinak, techniky imunologie,
biochemie, chemie, molekularni biologie, mikrobiologie, bunééné biologie, genomiky a
rekombinantni DNA. Viz napriklad Sambrook a Green, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
4. vydani (2012); série Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel, et al. eds.); série
Methods In Enzymology (Academic Press, Inc.), PCR 2: A Practical Approach (M. J. MacPherson,
B. D. Hames a G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow a Lane, ed. (1988) Protilatky, laboratorni pfirucka
a kultura zivocisnych buné¢k: pfirucka zakladni techniky a specializovanych aplikaci, 6. vydani
(R.I. Freshney, ed. (2010)) (které je zde celé zahmuto odkazem).

Terminy "polynukleotid", "nukleova kyselina" a "oligonukleotid", jak se zde pouzivaji, obecné
oznaCuji polymemi formu nukleotidu jakékoli délky, bud’ deoxyribonukleotidy nebo
ribonukleotidy nebo jejich analogy. Polynukleotidy mohou mit jakoukoli trojrozmémou strukturu
a mohou vykonavat jakoukoli funkci, znamou nebo neznamou. Nasleduji neomezujici priklady
polynukleotidi: kodujici nebo nekodujici oblasti genu nebo genového fragmentu, intergenova
DNA, lokusy (lokus) definované z vazebné analyzy, exony, introny, messenger RNA (mRNA),
transferova RNA, ribozomalni RNA | kratka interferujici RNA (siRNA), kratka vlasenkova RNA
(shRNA), mikro-RNA (miRNA), mala nukleolarni RNA, ribozymy, ¢DNA, rekombinantni
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polynukleotidy, rozvétvené¢ polynukleotidy, plazmidy, vektory, izolovana DNA libovolné
sekvence, izolovana RNA jakakoli sekvence, sondy nukleové kyseliny, adaptéry a primery.
Polynukleotid muze obsahovat modifikované nukleotidy, jako jsou methylované nukleotidy a
analogy nukleotidu. Pokud jsou pfitomny, modifikace nukleotidové struktury mohou byt
provedeny pred nebo po sestaveni polymeru. Sekvence nukleotidi muze byt prerusena
nenukleotidovymi slozkami. Polynukleotid miuze byt dale modifikovan po polymeraci, jako
napfiklad konjugaci se znacici slozkou, znackou, reaktivni skupinou nebo vazebnym partnerem.
Polynukleotidové sekvence, pokud jsou poskytnuty, jsou uvedeny ve sméru 5' ke 3', pokud neni
uvedeno jinak.

"Hybridizuje" a "annealing", jak se zde pouziva, obecné oznacuje reakcei, ve které jeden nebo vice
polynukleotidli interaguje za vzniku komplexu, ktery je stabilizovan vodikovou vazbou mezi
bazemi nukleotidovych zbytka. K vodikové vazbé muze dojit Watsonovym Crickovym parovanim
bazi, Hoogsteinovou vazbou nebo jakymkoli jinym sekvenéné citlivym nebo specifickym
zpusobem. Komplex mize obsahovat dvé vlakna tvorici duplexni strukturu, tfi nebo vice vlaken
tvoricich vicefetézcovy komplex, jediné autohybridizujici vlakno nebo jakoukoli jejich kombinaci.
Hybridizac¢ni reakce muze predstavovat krok v rozsahlejSim procesu, jako je iniciace PCR nebo
enzymatické Stépeni polynukleotidu ribozymem. O prvni sekvenci, ktera muze byt stabilizovana
pomoci vodikovych vazeb s bazemi nukleotidovych zbytki druhé sekvence, 1ze obecné fici, Ze je
"hybridizovatelna" s druhou sekvenci. V takovém pfipadé o druhé sekvenci lze také fici, Ze je
hybridizovatelna s prvni sekvenci.

Terminy "komplement”, "komplementy", "komplementami"” a "komplementarita", jak se zde
pouzivaji, obecné oznacuji sekvenci, ktera pln¢€ dopliiuje danou sekvenci a je s ni hybridizovatelna.
V nékterych pripadech je prvni sekvence, ktera je hybridizovatelna s druhou sekvenci nebo sadou
druhych sekvenci, specificky nebo selektivné hybridizovatelna s druhou sekvenci nebo sadou
druhych sekvenci, takze se pouziva hybridizace s druhou sekvenci nebo sadou druhych sekvenci.
Hybridizovatelné sekvence mohou sdilet uréity stuperi komplementarity sekvenci pres celou nebo
cast jejich prislusnych délek, jako je komplementarita mezi 25 % az 100 %, véetné alespori
priblizn€ 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % a 100% sckvencéni komplementarita.

Jak s¢ zde pouziva, termin "homologie" obecné odkazuje na nukleotid se sekvence, ktera je
homologni s referen¢ni nukleotidovou sekvenci. Stuperi homologie a komplementarity se muaze
lisit v souladu s danou aplikaci a muze byt vice nez 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70
%, 80 %, 90 %, nebo vice nez 95 %.

Jak se zde pouziva, vyrazy ,amplifikovat®, ,amplifikovat®, ,amplifikovat™, ,amplifikace™ a
,amplikon* obecné oznacuji jakykoli zpusob replikace nukleové kyseliny s pouzitim polymerazy
zavislé na primeru a/nebo produkty téchto procesu. V nckterych pripadech je amplifikace
uskutecnéna pomoci PCR s pouzitim paru primeri obsahujicich prvni a druhy primer, jak je
popsano vyse. Amplifikované produkty mohou byt podrobeny subsekvencnim analyzam, vcetn¢,
aniz by byl vyéet omezujici, analyzy kfivky tani, sekvenovani nukleotidu, testu polymorfismu
jednovlaknové konformace, alelové specifické oligonukleotidové hybridizace, analyzy Southemn
blot a Sté€peni restrikéni endonukleazou.

Amplifikacni produkty mohou byt detekovany pouzitim sondy. Jak se zde pouziva, termin "sonda"
obecné oznacuje polynukleotid, ktery nese detekovatelny ¢len a ma komplementaritu k cilové
nukleové kyseling, takze je schopen hybridizovat s uvedenym cilem a byt detekovan uvedenym
detekovatelnym ¢lenem. V urcitych provedenich muze sonda zahmovat Watsonovy-Crickovy baze
nebo modifikované baze. Modifikované baze zahrnuji, ale nejsou omezeny na, AEGIS baze
popsané napt. v U.S. €. 5,432,272, 5,965,364; a 6,001,983, z nichz kazdy je zde cely zahmut jako
odkaz. V uréitych aspektech jsou baze spojeny prirozenou fosfodiesterovou vazbou nebo odlisnou
chemickou vazbou. Razné chemické vazby zahmuji, ale nejsou omezeny na, peptidovou vazbu,
LNA vazbu nebo fosforothioatovou vazbu.
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Amplifikace mize byt provedena jakymkoliv vhodnym zpusobem. Nukleové kyseliny mohou byt
amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci (PCR), jak je popsano napriklad v U.S. ¢.
5,928,907 a 6,015,674, z nichz kazdy je zde uveden jako odkaz pro jakykoli ucéel. Jiné zpusoby
amplifikace nukleové kyseliny mohou zahmovat napriklad ligazovou fetézovou reakcli, test ligace
oligonukleotidu a test hybridizace, jak je podrobnéji popsano v U.S. ¢. 5,928,907 a 6,015,674, z
nichz kazdy je zde zahmut odkazem ve své uplnosti. Metody mohou zahmovat optické detekéni
systémy v realném case popsané podrobnéji napiiklad v U.S. €. 5,928,907 a 6,015,674, které jsou
zde zahmuty odkazem. Dalsi zpusoby amplifikace, které 1ze pouzit podle n¢kterych zpusobu podle
tohoto vynalezu, zahmuji zptisoby popsané v U.S. €. 5,242,794, 5,494,810, 4,988,617, a 6,582,938,
z nichz kazdy je zde zahmut jako celek.

Priklady provedeni

V nékterych aspektech predkladany popis poskytuje zpusob zpracovani sekvence nukleové
kyseliny. V nékterych pfipadech ma sekvence nebo je v podezieni, ze ma sekvencni variaci
vzhledem k sekvenci divokého typu. V nékterych pripadech sekvence nukleové kyseliny obsahuje
DNA. Sekvence nukleové kyseliny muze obsahovat v podstaté jakykoli typ sekvence. V nékterych
pfipadech sekvence, ktera ma nebo je v podezieni, Ze ma mutaci obsahuyjici dvouvlaknovou DNA,
jako je genomova DNA. V nékterych pripadech sekvence ktera ma nebo je v podezfeni, Ze ma
mutaci obsahuje genovou oblast, jako je otevieny Cteci ramec, exon, intron nebo sestfihové spojeni.
V n¢kterych pripadech sekvence ktera ma nebo je v podezieni, Ze ma obsahuje intergenovou oblast,
jako je oblast promotoru, zesilovace nebo i1zolatoru. V nékterych pripadech sekvence, ktera ma
nebo je v podezieni, Ze ma obsahuje oblast konkrétniho genu, jako je oblast genu RAS (napf.
KRAS, NRAS, HRAS) nebo oblast genu ACTN3.

V nékterych provedenich zpusob zahrnuje: smichani v reakéni smési vhodné pro zpracovani
sekvence nukleové kyseliny: (i) sekvence nukleové kyseliny, kde sekvence nukleové kyseliny
obsahuje neshodu alesponi jednoho nukleotidu vzhledem k divokému posloupnost typt; a (ii)
primer vlasenka se smyckou. V nékterych provedenich zpracovani zahruje amplifikaci a zahrnuje
pridani pomocnych enzymu (napf. polymeraz), dNTP, pufri nebo chemickych stabilizatora (napft.
DMSO, DTT, mannitol, betain) nezbytnych k provedeni amplifikacni reakce. V nékterych
provedenich primer vlasenka se smyckou obsahuje: 5' hemisondovou sekvenci konfigurovanou
tak, aby hybridizovala s komplementami prvni koncovou oblasti sekvence nukleové kyseliny; se
sekvenci vlasenky se smyckou; a s 3' hemisondovou sekvenci. V nékterych provedenich je 3'
hemisondova sekvence konfigurovana tak, aby hybridizovala s druhou koncovou oblasti sekvence
nukleové kyseliny. V nékterych provedenich 3' terminalni ¢ast 3' hemisondova sekvence obsahuje
nukleotid komplementami k neshodam v parovani, ale ne komplementarni k sekvenci divokého
typu. V nékterych provedenich zpisob dale zahmuje inkubaci reakéni smési za podminek
vhodnych k prodlouZeni produktu obsahujiciho 3' hemisondové sekvenci. V nékterych provedenich
zpusob dale zahmuje kombinovani v reakéni smési vhodné pro zpracovani produktu obsahujiciho
3' hemisondovou sekvenci: antikddujici primer konfigurovany tak, aby hybridizoval s genomovou
oblasti 3' z nespravného parovani. V nékterych provedenich jsou v uvedené reakéni smési uvedeny
antikodujici a kédujici primer v pfebytku nebo jsou v alespon priblizn¢ 20nasobné, v alespon
priblizné 50nasobné, v alespon piiblizné 100nasobné, v alespon priblizné¢ 200nasobné, v alespor
priblizné 500nasobné, v alespon piiblizné¢ 1000nasobné vyssi koncentraci, nez je koncentrace
uveden¢ho dvoustranného primeru. V nékterych provedenich je v uvedené¢ reakcni smeési
koncentrace uvedeného dvoustranného primeru vyssi nez nebo je v alespori priblizn€ 20nasobné,
v alespon piiblizn¢ 50nasobné, v alesponi priblizné 100nasobné, v alespon priblizné 200nasobné, v
alesponi pfiblizné¢ 500nasobné, v alesponn pfiblizné 1000nasobné vyssi koncentraci, nez je
koncentrace uvedené sekvence DNA. V nékterych provedenich ma antikédujici primer Tm alespori
piiblizn€ 50, 52, 54, 56, 38, 60, 62, 64, 66 ncbo 68 stupna Celsia. V nékterych provedenich ma
antikodujici primer Tm nejvySe priblizn€ 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68 nebo 70 stuprit Celsia.
V nékterych provedenich maantikddujici primer Tm pfiblizné 50 az pfiblizné 70 stupit Celsia. V
nékterych provedenich zplsob dale zahmuje inkubaci reakéni smési vhodné pro zpracovani



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 2024 - 197 A3

produktu obsahujiciho 3' hemisondovou sekvenci za podminek vhodnych pro produkei produkti
prodlouzeni z antikddujiciho primeru. V nékterych provedenich zptsob dale zahmuje smichani v
reak¢éni smési vhodné pro zpracovani produktu obsahujiciho sekvenci antikddujiciho primeru:
produktu obsahujiciho sekvenci antikodujicicho primeru; a kodujici primer nakonfigurovany tak,
aby hybridizoval s: (1) alespon ¢asti sekvence 5' hemisondové sekvence; nebo (it) alespon Cast
kmene ze sekvence vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich kédujici primer obsahuje
alespon priblizn¢ 12, 13, 14, 15,16, 17,18, 19, 20, 21,22, 23,24, 25, 26,27, 28 nebo 29 nukleotidu
na nejvice asi 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 nebo 30 nukleotidu
komplementarnich k 5' hemisondové sekvenci. V n¢kterych provedenich kodujici primer obsahuje
alespon priblizn¢ 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33 nebo 34 nanejvys asi 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,26 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 nebo 35 nukleotidi komplementarnich ke stopce sekvence vlasenky se
smyckou 3' k nukleotidim komplementarnim k 5' hemisondové sekvence. V nékterych
provedenich ma kodujici primer Tm alesponi priblizné 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66 nebo 68
stupnii Celsia. V nékterych provedenich ma kédujici primer Tm nejvySe piiblizn€ 52, 54, 56, 58,
60, 62, 64, 66, 68 nebo 70 stupiiu Celsia. V n¢kterych provedenich ma kodujici primer Tm pfiblizné
50 az priblizn¢ 70 stupiiu Celsia. V nékterych provedenich zpusob dale zahmuje inkubaci reakéni
sm¢si vhodné pro zpracovani produktu obsahujiciho sekvenci antikodujiciho primeru za podminek
vhodnych k produkci produktu prodlouzeni z koédujiciho primeru. V nékterych provedenich primer
vlasenky se smyckou amplifikuje mutantni polynukleotidovou sekvenci alespon priblizn¢ 10krat,
alespon pfiblizn¢ 100krat, alesponn pfiblizn¢ 1000krat, alesponn pfiblizn¢ 10 000krat, alespori
piiblizné¢ 100 000krat, nebo alespon piiblizné 1 000 000krat prednostné oproti polynukleotidove
sekvenci divokého typu. V nékterych provedenich mutantni polynukleotidova sekvence nebo
polynukleotidova sekvence divokého typu obsahuje genomovou DNA. V n¢kterych provedenich
5' hemisondov¢ sekvence obsahuje alespori priblizné 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21 nebo 22 aZ nanejvys priblizné 8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 nebo 22
nukleotidi na délku. V nékterych provedenich 3' hemisondové sekvence obsahuje alespon
piiblizn€ 3, 4, 5, 6, 7 nebo 8 nukleotidii az nanejvys priblizné 4, 5, 6, 7, 8 nebo 9 nukleotidi na
délku. V n¢kterych provedenich ma 3' hemisondova sekvence Tm alespon priblizné 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38 nebo 39 stupnia Celsia az nanejvys piiblizné€ 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39
nebo 40 stupni Celsia. V nékterych provedenich ma 5’hemisondova sekvence Tm alespon
priblizné 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 nebo 74 stupniu Celsia do nejvice asi
61,62,63,64,65,66,67,68,69,70,71,72,73, 74 nebo 75 stupnu Celsia. V nékterych provedenich
sekvence vlasenky se smyckou obsahuje piiblizn¢ 5, 8, 10, 12 nebo 15 nukleotidu na délku nebo
vice. V n¢kterych provedenich je sekvence vlasenky se smyckou nakonfigurovana tak, aby méla
Tm alespon priblizn€ 55, 57, 59, 61, 63,65, 67, 69, 71 nebo 72 stupit Celsia az nanejvys priblizné
57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71 nebo 75 stupnu Celsia. V nékterych provedenich smycka sekvence
vlasenky se smyckou obsahuje alespon piiblizné 1 az alespori pfiblizn¢ 20 nukleotidd na délku. V
n¢kterych provedenich smycka sekvence vlasenky se smyckou obsahuje barkdd. V nékterych
provedenich uvedena reakéni smés vhodna pro zpracovani uvedeného produktu obsahujiciho
sekvenci antikédujiciho primeru za podminek vhodnych k produkci produkti prodlouzeni z
uvedencho kodujiciho primeru dale obsahuje oligonukleotidovou sondu obsahujici detekovatelnou
skupinu, pfi¢emz uvedena oligonukleotidova sonda je konfigurovana tak, aby hybridizovala s
komplementem alesponi ¢ast uveden¢ho primeru vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich
uvedena oligonukleotidova sonda obsahuje sekvenci homologni s alespon Casti uveden¢ho primeru
vlasenka se smyckou. V nékterych provedenich uvedena alespon ¢ast uvedeného primeru vlasenka
s¢ smyckou obsahuje alesponi ¢ast uvedené vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich
uvedena alespon cast uvedené seckvence vlasenky se smyckou obsahuje alesponi Cast sekvence
smyCky v uvedené¢ sekvenci vlasenky se smyckou. V ngkterych provedenich uvedena
detekovatelna skupina obsahuje fluorofor. V nékterych provedenich je fluoroforem 5'-fluorofor. V
nékterych provedenich uvedena oligonukleotidova sonda obsahujici uvedenou detekovatelnou
skupinu dale obsahuje zhase¢. V nékterych provedenich uvedenym zhaseCem je 3' zhaseC. V
nékterych provedenich je uvedenym inhibitorem vnitini zhase¢ (napf. pfipojeny k vnitinimu
zbytku nebo nukleotidu uvedené oligonukleotidové sondy). V nékterych provedenich uvedena
sekvence vlasenky se smyckou obsahuje nespravné parovani ve stonku uvedené sekvence vlasenky
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se smyckou. V n¢kterém provedeni uvedena sekvence vlasenky se smyckou obsahuje alespon 1,
alespon 2, alespon 3, alesponi 4, alespon 5 nebo alespori 6 neshod v parovani ve kmeni uvedené
sekvence vlasenky se smyckou. V nékterych pripadech je stopka uvedené vlasenky se smyckou je
konfigurovana tak, aby m¢l Tm mezi 50 a 70 stupni Celsia. V nékterych pripadech uvedena
kmenova smycka obsahuje alespon priblizné 40 az alespori priblizn¢ 70 nukleotidu. V nékterych
provedenich primeru vlasenky se smyckou, kodujici primer nebo antikodujici primer obsahuje
kteroukoli ze SEKVID C: 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 29, 30,
33, 34,35,36,39,40,41,42, 45,46, 47,48, 51,52, 53, 54,57, 58, 59, 60, 61, 64, 65, 66, 67, 68,
71 nebo 72.

V nékterych piipadech uvedeny zplisob zahmuje kombinovani v uvedené reakcni smési vhodné
pro zpracovani sekvence nukleové kyseliny mnozstvi riznych kmend - primery vlasenky se
smyckou obsahujici 5' nebo 3' oblasti se specificitou pro ruzné sekvence DNA. V nékterych
pripadech, pfi pouziti vét§iho poctu riznych primeri vlasenky se smyckou obsahujicich 5' nebo 3'
oblasti se specificitou pro razné sekvence DNA, muze takové slozeni umoznit detekci vice raznych
sekvenci DNA bez jedinecnych molekulamich identifikatori nebo UMI. (napf. detekci miznych
délek vlasenck se smyckou zaclenénych do primera vlasenky se smyckou).

V n¢kterych aspektech predkladany popis poskytuje soupravu pro zpracovani sekvence nukleove
kyseliny, ktera ma nebo je v podezfeni z toho, Ze ma mutaci ve vztahu k sekvenci divokého typu.
V n¢kterych provedenich souprava obsahuje (a) primer vlasenky se smyckou, ktery obsahuje: (i)
5' hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s komplementarni prvni
koncovou oblasti sekvence nukleové kyseliny; (i1) sekvenci vlasenky se smyckou; a (iit) 3'
hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s druhou koncovou oblasti
sekvence nukleové kyseliny, kde 3' koncova ¢ast 3' hemisondové sekvence obsahuje nukleotid
komplementarni k neshodam v parovani, ale ne komplementamni k sekvenci divokého typu; (b)
kodujici primer konfigurovany pro hybridizaci s: (i) alespori ¢asti 5' hemisondové sekvence; a (i1)
alespon casti stopky sekvence vlasenky se smyckou; a (¢) antikodujici primer konfigurovany tak,
aby hybridizoval s genomovou oblasti 3' z neshod v parovani. V n¢kterych provedenich souprava
dale obsahuje oligonukleotidovou sondu obsahujici detekovatelnou skupinu, pficemz uvedeny
oligonukleotid je konfigurovan tak, aby hybridizoval s alespori ¢asti uvedené¢ho primeru vlasenky
se smycCkou. V nékterych provedenich uvedena alesponi ¢ast uvedeného primeru vlasenky se
smyckou obsahuje alesponi ¢ast uvedené sekvence vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich
uvedena alespon ¢ast uvedené sckvence vlasenky se smyckou obsahuje alespon cast sekvence
smyCky v uvedené¢ sekvenci vlasenky se smyckou. V ngkterych provedenich uvedena
detekovatelna skupina obsahuje 5' fluorofor. V nékterych provedenich uvedena oligonukleotidova
sonda obsahujici uvedenou detekovatelnou skupinu dale obsahuje zhaseC. V nékterych
provedenich uvedenym zhasecem je 3' zhase€. V nékterych provedenich uvedenym inhibitorem je
vnitini inhibitor (napf. spojeny s vnitinim zbytkem nebo nukleotidem uvedené oligonukleotidové
sondy). V né¢kterych provedenich uvedena sekvence vlasenky se smyckou obsahuje neshodu v
parovani ve stopce uvedené sekvence vlasenky se smyckou. V nékterém provedeni uvedena
seckvence vlasenky se smyckou obsahuje alespon 1, alespori 2, alespon 3, alespori 4, alespon 5 nebo
alespont 6 neshod v parovani ve stopce uvedené sekvence vlasenky se smyckou. V n¢kterych
pripadech je stopka uvedené vlasenky se smyckou konfigurovana tak, aby méla Tm alespon
piiblizn€ 50 az alespon priblizn¢ 70 stupnu Celsia. V nékterych pripadech uvedena vlasenky se
smyckou obsahuje alespon priblizné 40 az alesponi priblizn¢ 70 nukleotidi. V nékterych pripadech
uvedena souprava obsahuje mnozstvi riznych primeru vlasenky se smyckou obsahujicich 5' nebo
3' oblasti se specificitou pro ruzné sekvence DNA. V nékterych pripadech pri pouziti vétsiho poctu
ruznych primera vlasenky se smyckou obsahujicich 5' nebo 3' oblasti se specificitou pro rizné
sekvence DNA, muze takové slozeni umoznit detekcei vice riiznych sekvenci DNA bez jedine¢nych
molekularnich identifikatori nebo UMI. (napf. detekci riznych délek vlasenck se smyckou
zaClenénych do primeru vlasenky se smyckou). V nékterych provedenich ma antikédujici primer
Tm pfiblizn¢ 50 az 70 stupnu Celsia. V nékterych provedenich kédujici primer obsahuje alespon
priblizné 12 az priblizn¢ 30 nukleotidit komplementamich k sekvenci 5' hemisondy. V nékterych
provedenich kodujici primer obsahuje alesponn piiblizn¢ 9 az priblizné 35 nukleotidi
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komplementarnich ke stopce vlasenky se smyckou sekvence 3' k nukleotidum komplementarnim
k 5° hemisondové sekvenci. V nékterych provedenich ma kodujici primer Tm pfiblizné 50 az
pfiblizné¢ 70 stupna Celsia. V nékterych provedenich primer vlasenky se smyckou amplifikuje
mutantni polynukleotidovou sekvenci alesponi piiblizné 10krat, alespon priblizn¢ 100krat, alespon
priblizn¢ 1000krat, alespon piiblizné 10 000krat, alesponi pfiblizné 100 000krat, nebo alespori
piiblizn¢ 1 000 000krat pfednostné oproti polynukleotidové sekvenci divokého typu. V nékterych
provedenich obsahuje 5' hemisondova sekvence délku priblizné 7 az pfiblizn€¢ 22 nukleotidu. V
n¢kterych provedenich obsahuje 3’hemisondova sekvence délku priblizn¢ 3 az priblizné 9
nukleotidi. V nékterych provedenich ma 3' hemisondova sekvence Tm pfiblizn€ 30-40 stupiiti nebo
5' hemisondova sekvence ma Tm pfiblizn€ 60 az 75 stupiiti. V n€kterych provedenich sekvence
vlasenky se smyckou obsahuje délku priblizné 15 nukleotidii nebo vice. V nékterych provedenich
je sekvence vlasenky se smyckou konfigurovana tak, aby mé¢la Tm priblizn€ 55 az priblizné 75
stupna Celsia. V n¢kterych provedenich smycka sekvence vlasenky se smyckou obsahuje alespon
priblizné 1 az alespon priblizn€ 20 nukleotidu na délku. V nékterych provedenich smycka sekvence
vlasenky se smyckou obsahuje barkod. V nékterych provedenich primer vlasenky se smyckou,
kodujici primer nebo antikodujici primer obsahuje kteroukoli ze SEKVID C: 1,2, 3,4,5.6, 7, 8,
9,10, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 29, 30, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 41, 42, 45, 46, 47, 48,
51,52,53,54,57, 58,59, 60, 61, 64, 65, 66,67, 68, 71 nebo 72.

V né¢kterych aspektech predkladany popis poskytuje kompozici pro zpracovani sekvence nukleové
kyseliny, kterda ma nebo je v podezieni z toho, Ze ma mutaci vzhledem k sekvenci divokého typu,
obsahujici: (a) primer vlasenky se smyckou;, ktery obsahuje: (1) 5' hemisondovou sekvenci
konfigurovanou tak, aby hybridizovala s komplementami prvni koncovou oblasti sekvence
nukleové kyseliny; (i1) sekvenci vlasenky se smyckou; a (ii1) 3' hemisondovou sekvenci
nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s druhou koncovou oblasti sekvence nukleové kyseliny;
(b) kédujici primer konfigurovany pro hybridizaci s: (1) alespon ¢asti 5" hemisondové sekvence; a
(1) alespon ¢ast stopky sekvence vlasenky se smyckou; a (¢) antikodujici primer nakonfigurovany
tak, aby hybridizoval s genomovou oblasti 3' od neshody, pfi¢emz koncentrace kédujiciho primeru
nebo koncentrace antikoédujiciho primeru jsou alesponn 10krat vysSi nez koncentrace primeru
vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich uvedena kompozice dale obsahuje
oligonukleotidovou sondu obsahujici detekovatelnou skupinu, pfi¢emz uvedeny oligonukleotid je
konfigurovan tak, aby hybridizoval s alespon ¢asti uvedeného primeru vlasenky se smyckou. V
n¢kterych provedenich uvedena alespon ¢ast uveden¢ho primeru vlasenky se smyckou obsahuje
alespon Cast uvedené sekvence vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich uvedena alespon
¢ast uvedené sekvence vlasenky se smyckou obsahuje alespon ¢ast sckvence smycky v uvedené
sekvenci vlasenky se smyckou. V nékterych provedenich uvedena detekovatelna skupina obsahuje
5' fluorofor. V nékterych provedenich uvedena oligonukleotidova sonda obsahujici uvedenou
detekovatelnou skupinu dale obsahuje zhasec. V nékterych provedenich je uvedenym zhasecem je
3' zhase¢. V nékterych provedenich je uvedenym inhibitorem vnitini inhibitor (napf. spojeny s
vnitfnim zbytkem nebo nukleotidem uvedené oligonukleotidové sondy). V nékterych provedenich
uvedena sekvence vlasenky se smyckou obsahuje neshody v parovani ve stopce uvedené sekvence
vlasenky se smyckou. V nékterém provedeni uvedena sekvence vlasenky se smyckou obsahuje
alespon 1, alespon 2, alespon 3, alespon 4, alesponi 5 nebo alespon 6 neshod v parovani ve stopce
uvedené sekvence vlasenky se smyckou. V nékterych pfipadech je stopka uvedené vlasenky se
smyckou konfigurovana tak, aby méla Tm mezi 50 a 70 stupni Celsia. V nékterych pripadech
uvedena vlasenka se smyc¢kou obsahuje alespon piiblizné 40 az alespori priblizn¢ 70 nukleotidi. V
n¢kterych pripadech uvedena kompozice obsahuje velké mnozstvi riznych primera vlasenky se
smyckou obsahujicich 5' nebo 3' oblasti se specificitou pro rizné sekvence DNA. V n¢kterych
pripadech, pfi pouziti vét§iho poctu riznych primert vlasenky se smyckou obsahujicich 5' nebo 3'
oblasti se specificitou pro ruzné sekvence DNA, muze takové slozeni umoznit detekci vice riznych
sekvenci DNA bez jedinecnych molekulamich identifikatori nebo UMI. (napf. detekci miznych
délek vlasenck se smyckou zaclenénych do primera vlasenck se smyckou). V nékterych
provedenich jsou koncentrace kodujiciho primeru nebo koncentrace antikodujiciho primeru
alespon priblizné 20nasobné¢, alespon priblizné 50nasobné, alespon priblizné 100nasobné, alespor
priblizn¢ 200nasobné, alespon piiblizné 500nasobné, alesponl asi 1000nasobné vysSi nez je
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koncentrace primeru vlasenky se smyckou. V n¢kterych provedenich obsahuje 3' terminalni ¢ast 3'
hemisondové sekvence nukleotid komplementamni k neshodam v parovani, ale ne komplementamni
k sekvenci divokého typu. V nékterych provedenich ma antikodujici primer Tm piiblizné 50 az 70
stupnua Celsia. V nékterych provedenich kodujici primer obsahuje alespori priblizné 12 az priblizné
30 nukleotida komplementarnich k sekvenci 5' hemisondy. V n¢kterych provedenich kodujici
primer obsahuje alesponi pfiblizné 9 az piiblizn¢ 35 nukleotidit komplementamich ke stopce
sekvence vlasenky se smyckou 3' k nukleotidim komplementarnim k 5' hemisondové sekvenci. V
nékterych provedenich ma kodujici primer Tm pfiblizné 50 az piiblizné 70 stupnu Celsia. V
nékterych provedenich primer vlasenky se smyckou amplifikuje mutantni polynukleotidovou
sekvenci alespon piiblizné 10krat, alespon piiblizn¢ 100krat, alespon pfiblizné 1000krat, alespon
priblizn¢ 10 000krat, alesponn piiblizn¢ 100 000krat, nebo alespon piiblizné 1 000 000krat
pfednostné oproti polynukleotidové sekvenci divokého typu. V nékterych provedenich obsahuje 5'
hemisondova sekvence délku pfiblizné 7 az priblizné 22 nukleotidi. V nékterych provedenich
obsahuje 3' hemisondova sekvence délku pfiblizné 3 az pfiblizné 9 nukleotidu. V nékterych
provedenich ma 3' hemisondova sekvence Tm piiblizné 30 az 40 stuprid nebo 5' hemisondova
sckvence ma Tm piiblizn€ 60 az 75 stupna. V nékterych provedenich sekvence vlasenky se
smyckou obsahuje délku piiblizné 15 nukleotidii nebo vice. V nékterych provedenich je sekvence
vlasenky se smyckou konfigurovana tak, aby méla Tm pfiblizn€ 55 aZ pfiblizn¢ 75 stupnu Celsia.
V nékterych provedenich smycka sekvence vlasenky se smyckou obsahuje alespon pfiblizné 1 az
alespon priblizn¢ 20 nukleotidi na délku. V nékterych provedenich smycka sekvence vlasenky se
smyckou obsahuje barkod. V nékterych provedenich primer vlasenky se smyckou, kodujici primer
nebo antikédujici primer obsahuje kteroukoli ze SEKVID C: 1,2, 3.4, 5,6,7, 8,9, 10, 13, 14, 15,
16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 29, 30, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 41, 42, 45, 46, 47, 48, 51, 52, 53, 54, 57,
58,59, 60, 61, 64, 65, 66, 67, 68, 71 nebo 728 nebo kterakoli ze sekvenci popsanych v tabulce 1.

Tabulka 1: Sekvence zde popsanych slozek primeru nebo oligonukleotidu

SEKV | NAZEV SEKVENCE (DNA)

D C:

1 2T- CAGCCTCGGGCAGTGTTGCCTTTTACGAAATGTTGGTACAGTGA
ACTN3 Mut 05- | GTACCAATATGAGGACCATTCGCTCTCA
2

2 2T- CAGCCTCGGGCAGTGTTGCCTTTTACGAAATGCAGGTACAGTTG
ACTN3 WT 05- | GTACCTGTCTCCACCTCGCTCTCG
2

3 2T ACTN3 Rv 0 | TGACAGCGCACGATCA
3

4 2T ACTN3 Fw_ | CAGTGTTGCCTTTTACGAAAT
03

5 2T- GAGTACAGTGCCATGAGAGACTTACGAAATGCAGGTACAGTTGG
NRAS Mut 01 | TACCTGTCTCCACCAGCTGGACG

6 2T- GAGTACAGTGCCATGAGAGACTTACGAAATGTTGGTACAGTGAG
NRAS WT 01 | TACCAATATGAGGACCATCAGCTGGACA

7 2T _NRAS Rv 01 | GCAAATACACAGAGGAAGCC
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SEKV
ID C:

NAZEV

SEKVENCE (DNA)

2T NRAS Fw 0
1

TGCCATGAGAGACTTACGAAAT

2T WT primer

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGT

(prikiad 3) ACCAATATGAGGACCATCTACGCCACC
10 2T Mut primer | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGT
(piiklad 3) ACCTGTCTCCACCTACGCCACG
11 WT sonda (priklad | TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
3)
12 Mut sonda | CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
(pFikiad 3)
13 Koédujici  primer | CCTGCTGAAAATGACTGAA
(prikiad 3)
14 Antikédujict CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

primer (pfikiad 3)

15

27 WT  primer

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGT

(piklad 4) ACCAATATGAGGACCATCTACGCCACC
16 2T Mut primer | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGT
(KRAS 297) | ACCTGTCTCCACCTACGCCACA
(priklad 4)
17 WT sonda (priklad | TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
4)

18

Mt sonda (KRAS
297) (ptiklad 4)

CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

19 Kodjici  primer | CCTGCTGAAAATGACTGAA
(pFikiad 4)

SEKV NAZEV SEKVENCE (DNA)

IDC:

20 Antikodjict CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

primer (priklad 4)

21

obecna WT
detekce sekvence
vlasenky se
smyckou (pfiklad
3)

TTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC

22 Obecnd mutantni | TTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
detekce sekvence
vlasenky se
smyckou (ptiklad
5)
23 2T WT primer | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGT
KRAS 29T ACCAATATGAGGACCATCTACGCCACC
24 2T Mut primer | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGT
KRAS 29T ACCTGTCTCCACCTACGCCACA
25 WT sonda KRAS | TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
29T
26 Mut sonda KRAS | CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
29T
27 Kodujici  primer | CCTGCTGAAAATGACTGAA
KRAS 29T
28 Antikodjict CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

primer KRAS 29T
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SEKV NAZEV SEKVENCE (DNA)
ID C:
29 2T wT primer | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGT

KRAS 29C

ACCAATATGAGGACCATCTACGCCACC

30

2T Mut  primer
KRAS 29C

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGT
ACCTGTCTCCACCTACGCCACG

31

WT sonda KRAS
29C

TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC

32

Mut sonda KRAS
29C

CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

33

Kodujici
KRAS 29C

primer

CCTGCTGAAAATGACTGAA

34

Antikodujici
primer KRAS 29C

CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

35

2T WT  primer
KRAS 294

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGT
ACCAATATGAGGACCATCTACGCCACC

36

2T Mut  primer
KRAS 294

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGT
ACCTGTCTCCACCTACGCCACT

37

WT sonda KRAS
294

TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC

38

Mut sonda KRAS
294

CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

39

Kodujici
KRAS 294

primer

CCTGCTGAAAATGACTGAA

40

Antikodujict
primer KRAS 294

CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

SEKV
ID C:

NAZEV

SEKVENCE (DNA)

41

2T WT  primer
KRAS 30T

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGT
ACCAATATGAGGACCATCTACGCCACC

42

2T Mut  primer
KRAS 30T

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGT
ACCTGTCTCCACCTACGCCAA

43

WT sonda KRAS
30T

TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC

44

Mt sonda KRAS
30T

CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

45

Kédujici
KRAS 30T

primer

CCTGCTGAAAATGACTGAA

Antikédujici
primer KRAS 30T

CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

2 WT  primer
(KRAS 30C)

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGT
ACCAATATGAGGACCATCTACGCCACC

43

2T Mut  primer
(KRAS 30C)

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGT
ACCTGTCTCCACCTACGCCAG

49

WT sonda (KRAS
30C)

TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC

50

Mut sonda (KRAS
300

CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

51

Kodujici  primer
(KRAS 30C)

CCTGCTGAAAATGACTGAA

52

Antikodujici
primer (KRAS
30C)

CCAACTACCACAAGTTTATTTAC
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SEKV NAZEV SEKVENCE (DNA)
ID C:
53 CORO6.2T-M AATCTCCCCTAAACTCCAATTACGAAATGTACTAGCGGCAAGCTA
GTGCTAGACTTGACACCGCTAAAACGACG
54 CORO6.2T-NM AATCTCCCCTAAACTCCAATTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTAC
CTGTCTCCACCCTCCACTAAAACAACA
55 2T-Universal HEX | TACTAGCGGCAAGCTAGTGCTAGACTT
(methyla¢ni)
sonda
56 2T-Universal FAM | CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
(ne-methylaéni)
sonda
57 CORO6.F CCCTAAACTCCAATTACGAAATG
58 CORO6.R-M CGCGGGAGATTAGAATTTTTG
59 CORO6.R-NM TGTGGGAGATTAGAATTTTTGG
60 FAMIOIA2T-M | ATCGCAAATAAAAACCGAACATTTCCTTACGAAATCCAGGTACAG
TTGGTACCTGTCTCCACCCAACGCACGATAAAACG
61 FAMI01A.2T- ATCACAAATAAAAACCAAACATTTCCTTACGAAATCTACTAGCGG
NM CAAGCTAGTGCTAGACTTCAACAACACACAATAAAACA
62 2T-Universal HEX | TACTAGCGGCAAGCTAGTGCTAGACTT
(non-methylagni)
sonda
63 2T-Universal FAM | CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
(methyla¢ni)
sonda
SEKV | NAZEV SEKVENCE (DNA)
ID C:
64 FAMIO01A F-M CCGAACATTTCCTTACGAAATC
65 FAMIOIAF-NM | AACCAAACATTTCCTTACGAAATC
66 FAMIOIA.R GAAAAGTGTAGGTTTTATAGGTAGA
67 2T-primer nnttace | GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTATTACGAAATGCAGGTACA
Jaktoru V| GTTGGTACCTGTCTCCACCTGGACAGGCA
(., Leiden")
68 Fakwor V WT 2T~ | GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTATTACGAAATGTTGGTACA
primer GTGAGTACCAATATGAGGACCATCGGACAGGCG
69 sonda WT faktoru | TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
4
70 Sonda mutanmiho | CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
(leidenska mutace)
Jakioru V
71 Jakror V| AGGTATTTTGTCCTTGAAGTATTACG
kédujiciho
primeru
72 Jaktor V| CTAACATGTTCTAGCCAGAAGAA
antikédujiciho
primeru

V n¢kterych pfipadech mize byt RT reakce a/nebo DNA amplifikacni reakce (napf. PCR)
provedena v kapkach, napriklad kapkovou digitalni PCR. Zde pouzité¢ kapky mohou zahmovat
emulzni kompozice (nebo smési dvou nebo vice nemisitelnych kapalin), jak se popisuje v patentu
US ¢. 7,622,280. Kapky mohou byt generovany zarizenimi popsanymi ve W(0/2010/036352.
Termin emulze, jak se zde pouziva, muze oznaCovat sm¢s nemisitelnych kapalin (jako je olej a
voda). Emulze v olejové fazi a/nebo voda v oleji umoziuji rozdéleni reakénich smési do vodnich
kapek. Emulze mohou obsahovat vodné kapky v kontinualni olejové fazi. Zde poskytnuté emulze
mohou byt emulze typu olej ve vod¢, kde kapky mohou byt kapky oleje v kontinualni vodn¢ fazi.
V nékterych pripadech jsou kapky usporadany tak, aby se zabranilo miSeni mezi oddily, pficemz

kazdy oddil chrani sviij obsah pfed odpafovanim a splynutim s obsahem jinych oddili.
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Rozd¢€leni vzorku do malych reak¢nich objema (napf. pro kapkovou digitalni PCR) maze umoznit
pouziti snizeného mnozstvi €inidel, ¢imz se snizi materialové naklady na analyzu. SniZeni slozitosti
vzorku rozdé€lenim také zlepsSuje dynamicky rozsah detekce, protoze molekuly s vys§im vyskytem
jsou oddé€leny od molekul s nizkym vyskytem v ruznych oddélenich, coz umoziuje molekulam s
niz§im vyskytem vét§i proporcionalni pfistup k reakénim cCinidlim, coz zase zlepSuje detekci
molekul s niz§im vyskytem.

Kapky mohou byt generovany s primémym prumérem piiblizn€, mensi nez, alespon nebo vice nez
0,001, 0,01, 0,05, 0,1, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 130, 140, 150, 160, 180, 200,
300, 400 nebo 500 mikroni. Kapky mohou mit primémy prumér pfiblizné 0,001 az piiblizn¢ 500,
priblizn¢ 0,01 az pfiblizn¢ 500, priblizné 0,1 az pfiblizn¢ 500, pfiblizn€¢ 0,1 az piiblizné 100,
priblizn€ 0,01 az piiblizné 100 nebo piiblizné 1 az piiblizné 100 mikronii. Mikrofluidni zpusoby
vyroby emulznich kapek pomoci mikrokanalové fokusace s pficnym tokem nebo fyzikalniho
michani mohou produkovat bud’ monodisperzni nebo polydisperzni emulze. Kapky mohou byt
monodisperzni kapky. Kapky mohou byt generovany tak, Ze se velikost kapek neméni o vice nez
plus nebo minus 5 % primémé velikosti kapek. V nékterych pfipadech mohou byt kapky
generovany tak, ze se velikost kapek neméni o vice nez plus nebo minus 2 % primémé velikosti
kapek. Generator kapek muze generovat populaci kapek z jednoho vzorku, pricemz velikost Zadné
z kapek se nelisi o vice neZ plus nebo minus asi 0,1 %, 0,5 %>, 1 %>, 1,5 %, 2 %, 2,5 %, 3 %, 3,5
%, 4 %, 4,5 %, 5 %, 5,5 %, 6 %, 6,5 %, T %, 1,5 %, 8 %, 8.5 %, 9 %, 9,5 % nebo 10 % primémé
velikosti celkové populace kapek.

Kapka mize byt vytvorena protékanim olejové faze vodnym vzorkem. Vodna faze miize obsahovat
pufrovany roztok a Cinidla pro provadéni PCR reakce, véetné nukleotida, primert, sondy (sond)
pro fluorescenéni detekci, templatovych nukleovych kyselin, enzymu DNA polymerazy a pfipadné
enzymu reverzni transkriptazy.

Vodna faze muze obsahovat pufrovany roztok a ¢inidla pro provadéni PCR reakce bez kulicek v
pevné fazi, jako jsou magnetické kulicky.

Ve vodné fazi lze pouzit nespecifické blokovaci Cinidlo, jako je BSA nebo Zelatina z hovézi kuze,
pricemz Zelatina nebo BSA jsou pfitomny v koncentraénim rozmezi pfiblizn€ 0,1 aZ pfiblizné 0,9
% hmotn./obj. Dalsi mozna blokujici ¢inidla mohou zahmovat betalaktoglobulin, kasein, susen¢
mléko nebo jina bézna blokujici ¢inidla. V nékterych pfipadech jsou koncentrace BSA a Zelatiny
asi 0,1 % hmotn./obj.

V nékterych pripadech muze vodna faze také obsahovat aditiva véetné, ale bez omezeni na né,
nespecifickych nespecifické zakladni/blokujici nukleové kyseliny (napf. DNA lososiho spermatu),
biokonzervacnich latek (napf. azid sodny), zesilova¢i PCR (napf. betain, trehaléza, atd.) a
inhibitort (napf. inhibitory RNazy).

V  nékterych pfipadech se do vodné faze pridava neiontovy blokovy kopolymer
ethylenoxid/propylenoxid v koncentraci priblizng 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,4 %, 0,5 %, 0,6 %, 0,7 %,
0,8 %), 0,9 %) nebo 1,0 %). Bézn¢ biosurfaktanty mohou zahmovat neiontové povrchové aktivni
latky, jako je Pluronic F-68, Tetronics, Zonyl FSN.

Olejova faze muze obsahovat fluorovany zakladni olej, ktery muze byt dodatecné stabilizovan
kombinaci s fluorovanym povrchové aktivnim ¢inidlem, jako je perfluorovany polyether. V
n¢kterych pripadech muaze byt zakladnim olejem jeden nebo vice z HFE 7500, FC-40, FC-43, FC-
70 nebo jiny bézny fluorovany ole;j.

Olejova faze muze dale obsahovat aditivum pro ladéni vlastnosti oleje, jako jsou tlak par nebo

viskozita nebo povrchové napéti. Neomezujici priklady zahmuji perfluoroktanol a 1H,1H,2H,2H-
perfluordekanol.
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V n¢kterych pripadech mohou byt kapky emulze generovany pomoci komeréné dostupného
generatoru kapek, jako je Bio-Rad QX100™ Droplet Generator. RT a kapkova PCR mohou byt
provadény za pouziti komercné dostupného a kapka je analyzovana za pouziti komercné dostupné
¢tecky kapek, jako je generator, jako je Bio-Rad QX100™ Droplet Reader.

V nékterych pripadech se krok amplifikace provadi provadénim digitalni PCR, jako je digitalni
PCR na bazi mikrofluidii nebo kapkov¢ digitalni PCR.

V nékterych pripadech se digitalni PCR provadi v kapkach, které¢ maji objem mezi piiblizné 1 pl a
priblizn¢ 100 nl.

V n¢kterych pripadech mize tvorba kapek zahrnovat zavedeni zapouzdfujicich barviv, jako jsou
fluorescenéni molekuly, do kapek, napiiklad se znamou koncentraci barviv, kde jsou kapky
suspendovany v nemisitelné nosné tekuting, jako je olej, za vzniku emulze.

Priklady fluorescencnich barviv, ktera lze pouzit s jakymikoli zpusoby podle soucasného popisu,
zahmuji derivat fluoresceinu, jako je karboxyfluorescein (FAM) a barvivo PULSAR 650 (derivat
Ru(bpy)3). FAM ma relativn€ maly Stokestv posun, zatimco barvivo Pulsar® 650 ma velmi velky
Stokesuv posun. Barvivo FAM 1 PULSAR 650 Ize excitovat svétlem pfiblizné 460-480 nm. FAM
vyzafuje svétlo s maximem asi 520 nm (a ne v podstaté pri 650 nm), zatimco barvivo PULSAR
650 emituje svétlo s maximem asi 650 nm (a ne v podstaté pfi 520 nm).

Karboxyfluorescein muze byt v sond¢ napriklad sparovan s barvivem BLACK HOLE Quencher™
1 a barvivo PULSAR 650 lze sparovat v sond¢ napriklad s barvivem BLACK HOLE.

Barvivo Quencher™ 2. Fluorescen¢ni barviva napiiklad zahmuyji, ale nejsou omezeny na DAPI, 5-
FAM, 6-FAM, 5(6)-FAM, 5-ROX, 6-ROX, 5,6-ROX, 5-TAMRA, 6- TAMRA, 5(6)-TAMRA
SYBR, TET, JOE, VIC, HEX, R6G, Cy3, NED, Cy3.5, Texas Red, Cy5 a Cy5.5.

Zde poskytnuté zptsoby jsou vhodné pro pouziti s technikou digitalni analyzy. Digitalni analyza
muze byt digitalni polymerazova fetézova reakce (digitalni PCR, DigitalPCR, dPCR nebo dePCR).
dPCR muze byt kapkova dPCR (ddPCR).

V n¢kterych pfipadech zpusoby zahmuji pouziti kapkové dPCR (ddPCR), kde je dosazeno
extrémné vysoké urovné zvyseni citlivosti pomoci odstranéni templatu pozadi prostfednictvim
rozdéleni s vlastni citlivosti poskytnutou zde poskytnutym systémem s horkym startem pro
amplifikaci primeru. Napriklad u hromadnych PCR reakci je citlivost pfiblizné 1/100 az 1/10 000
véetn¢, nebo napt. 1/100 az 1/1 000, jak je definovano jako mutant/ (mutant + divoky typ). Pri
pouziti ddPCR se tato citlivost projevuje v kazdém oddilu, jako napfiklad u 20 000 kapek je
citlivost priblizn¢ 1/1 000 az 1/100 000 véetné.

Obecn¢ muze dPCR zahrnovat prostorovou izolaci (nebo rozdéleni) jednotlivych polynukleotidi
ze vzorku a provedeni polymerazové fetézové reakce na kazdém rozdéleni. Pfepazka muze byt
napf. jamka (napf. jamky mikrotitra¢ni desticky), kapilara, dispergovana faze emulze, komora
(napf. komora v fad¢ miniaturizovanych komor), kapka nebo vazba nukleové kyseliny. povrch.
Vzorek mize byt distribuovan tak, ze kazdy oddil ma 0 nebo 1 polynukleotid. Po PCR amplifikaci
lze vycislit pocet oddilu s nebo bez produktu PCR. Celkovy pocet oddili muze byt priblizné,
alespoii nebo vice nez 500, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10,000, 11,000,
12,000, 13,000, 14,000, 15,000, 16,000, 17,000, 18,000, 19,000, 20,000, 30,000, 40,000, 50,000,
60,000, 70,000, 80,000, 90,000, 100,000, 150,000, 200,000, 500,000, 750,000, 1,000,000,
2,500,000, 5,000,000, 7,500,000, 10,000,000, 25,000,000, 50,000,000, 75,000,000 nebo
100,000,000. Pozitivni a negativni kapky lze spoditat.
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V nékterych pfipadech muize byt detekovano méné nez 0,00001, 0,00005, 0,00010, 0,00050, 0,001,
0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2, 25, 3, 3,5, 4, 45, 5, 6, 7, 8, 9 necbo 10 kopii cilového
polynukleotidu. V nékterych pripadech lze detekovat méné nez asi 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450 nebo 500 kopii cilového polynukleotidu. V nékterych pripadech mohou byt zde
popsané kapky generovany rychlosti vyssi nez 1, 2, 3, 4, 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 2500, 5000, 10 000, 25 000, 50 000, 75 000, 100 000, 250 000, 500 000 nebo
1 000 000 kapek za sekundu. V n¢kterych pripadech mohou byt zde popsané kapky generovany
rychlosti pfiblizné€ 1 az pfiblizné 10, pfiblizné 10 az piiblizn¢ 100, piiblizn¢ 100 az priblizné 1000,
priblizné 1000 aZz piiblizn¢ 10 000, pfiblizn¢ 10 000 az priblizné 100 000 nebo pfiblizné 100 000
az piiblizn¢ 1 000 000 kapek za sekundu.

Ve zpusobech podle tohoto popisu muze byt pouZito integrované, rychlé, prutokové zafizeni
tepelného cyklovace. Viz napf. mezinarodni prihlaska ¢. PCT/US2009/005317, podana 23.9.2009.
V takovém integrovaném zarizeni je kapilara navinuta kolem valce, ktery udrzuje 2, 3 nebo 4
teplotni zony. KdyZz kapky protékaji kapilarou, jsou vystaveny riznym teplotnim zénam, aby se
dosahlo tepelného cyklovani. Maly objem kazdé kapky ma za nasledek extrémné rychly teplotni
pfechod pii vstupu kapky do kazdé teplotni zony.

Digitalni PCR zafizeni pro pouziti se zde popsanymi zpusoby, kompozicemi a soupravami muze
detekovat vice signalu (viz napf. PCT publikace ¢. WO2012109500A2, ktera je zde v celém
rozsahu zahmuta odkazem).

V n¢kterych zpisobech podle tohoto popisu je detekce DNA amplifikaci tzv. metodami
,,amplifikaci v realném case™ také znamymi jako kvantitativni PCR (qPCR) nebo Tagman. Zaklad
pro tento zpusob monitorovani tvorby produktu amplifikace vytvofeného béhem PCR reakce s
templatem s pouzitim oligonukleotidovych sond/oligo specifickych pro oblast templatu, ktera ma
byt detekovana. V nékterych provedenich jsou qPCR nebo Tagman pouzity bezprostredné po reakci
reverzni transkriptazy provedené na izolované bunééné mRNA; tento druh slouzi ke kvantifikaci
hladin jednotlivych mRNA bé¢hem qPCR.

Tagman pouziva dudlné znacenou fluorogenni oligonukleotidovou sondu. Dualné znacena
fluorogenni sonda pouzivana v takovych testech je typicky kratky (cca 20-25 bazi) polynukleotid,
ktery je znacen dvéma riznymi fluorescencnimi barvivy. 5' konec sondy je typicky pfipojen k
reportérovému barvivu a 3' konec je pripojen ke zhasecimu barvivu. At se bere ohled na znaceni
nebo ne, qPCR sonda je navrzena tak, aby méla alespori podstatnou sekvencni komplementaritu s
mistem na cilové mRNA nebo odvozen¢ nukleové kyselin€. Upstream a downstream PCR primery,
které se vazou na lemujici oblasti lokusu, jsou také pfidany do reakéni smési. KdyZz je sonda
neporusend, dochazi k pfenosu energie mezi dvéma fluorofory a zhase¢ zhasi emisi z reportéru.
Béhem extenzni faize PCR je sonda Stépena 5' nukleazovou aktivitou polymerazy nukleové
kyseliny, jako je Taq polymeraza, ¢imz se uvolni reportér od polynukleotidového zhasece a
vysledkem je zvySeni reportérové emisni intenzity, coz se muze méfit pomoci vhodného detektoru.
Zaznamenané hodnoty pak mohou byt pouzity k vypoctu naristu normalizované reportérové
emisni intenzity na kontinualnim zaklad¢ a nakonec kvantifikovat mnozstvi amplifikované mRNA.
Hladiny mRNA mohou byt také méreny bez amplifikace hybridizaci se sondou, napiiklad s
pouzitim sondy s rozvétvenou nukleovou kyselinou, jako je QuantiGene® Reagent System od
Panomics. Tento format testu je zvlasté uziteCny pro multiplexni detekci vice genu z reakce jednoho
vzorku, protoze kazdy par fluorofor/zhase¢ pfipojeny k jednotlivé sondé¢ muze byt spektralné
ortogonalni k ostatnim sondam pouzitym v reakci, takze vice sond (kazda smérovana proti
odlisnému genovému produktu) mohou byt detekovany béhem amplifika¢ni/detekéni reakcee.

qPCR lze také provést bez dualn¢ znacené fluorogenni sondy s pouzitim fluorescenéniho barviva

(napf. SYBR Green) specifického pro dsDNA, které odrazi akumulaci dsDNA amplifikovanych
specifickych upstream a downstream oligonukleotidovych primera. Narust fluorescence béhem
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amplifikacéni reakce je sledovan kontinualn€ a muze byt pouzit pro uréeni mnozstvi amplifikované
mRNA.

V n¢kterych provedenich se pro qPCR nebo Tagman detekci provadi krok , predamplifikace™ na
c¢DNA transkribované z bunééné¢ RNA pred kvantitativné monitorovanou PCR reakci. To slouzi ke
zvy$eni signalu v podminkach, kdy je pfirozena hladina RNA/cDNA, ktera ma byt detekovana,
velmi nizka. Vhodné zpusoby predamplifikace zahmuji, ale nejsou omezena LM-PCR, PCR s
nahodnymi oligonukleotidovymi primery (napf. ndhodna hexamerni PCR), PCR s poly-A
specifickymi primery a jakakoli jejich kombinace.

V n¢kterych provedenich se pro detekci qPCR nebo Tagman nejprve provede krok RT-PCR, aby
s¢ vytvorila cDNA z bunécné RNA. Takova amplifikace pomoci RT-PCR muze byt bud’ obecna
(napf. amplifikace s Castecné/zcela degenerovanymi oligonukleotidovymi primery) nebo cilena
(napt. amplifikace s oligonukleotidovymi primery zaméfenymi proti specifickym genim, které
maji byt analyzovany v pozd¢jSim kroku).

V nékterych pripadech muze kterykoli ze zde popsanych zpusobu dale zahmovat provedeni
sckvenacniho testu na extenzi, amplifikaci nebo zpracovani produkti vyrobenych podle
kteréhokoli ze zde popsanych zpusobu. Sekvenacni test muze zahrnovat (i) sekvenovani exomu,
(i1) sekvenovani panelu gena, (i11) sekvenovani celého genomu, (iv) sekvenovani syntézou za
pouziti chemie reverzibilnich terminatoru, (v) pyrosekvenovani, (vi) sekvenovani nanoporu, (vii)
sekvenovani jedné molekuly v realném case, (viil) Sangerovo sekvenovani nebo jakakoli jejich
kombinace. Sekvenovani lze provadét riznymi v soucasnosti dostupnymi systémy, jako je, bez
omezeni, sekvenaéni systém od I[llumina®, Pacific Biosciences (PacBio®), Oxford Nanopore®
nebo Life Technologies (Ion Torrent®) nebo jiné technologie , sekvenovani nové generace™.

PRIKLADY

Piiklad 1. — Optimalizace koncentrace primeru pro testy ACTN3 a NRAS mutantniho primeru
vlasenky se smyckou qPCR

Pro nalezeni optimalni koncentrace primera vlasenky se smyckou byly hodnoceny ruzné
koncentrace od 10 nM do 200 nM primeri. Riazné koncentrace primerta byly hodnoceny na 100 %
divokého typu, 100 % mutantu, 50 % divokého typu / 50 % mutantu, na genomové DNA a na
negativni kontrole. Navrhy pro ACTN3 a NRAS v tabulce 1 byly posuzovany samostatné. Reakce
obsahovala 400 nM kodujicich a antikodujicich primert, 5 - 25 nM mutantnich primeru a primeru
divokého typu vlasenky se smyckou a 200 nM mutantnich a standardnich sond. qPCR probihala
pii 95 °C po dobu 60 sekund, nasledovalo 45 cykla po 5 sekundach pri 95 °C a 30 sekundach pfi
95 °C. Pro lepsi vizualizaci dat byla v§em negativnim vzorkum pfifazena hodnota Cq 45. Data byla
vyhodnocena naméfenym rozdilem mezi hodnotami Cq pro testy divokého typu a testy mutanti
(ACq) a rozptylovymi grafy hodnot koncového bodu fluorescence. Vysledky tohoto experimentu
jsou uvedeny na OBRAZKU 2 a OBRAZKU 3.

Pi¥iklad 2.- Hodnoceni selektivity ACTN3 a NRAS mutantnich primeri vlasenky se smyckou
qPCR testi

Pro vyhodnoceni citlivosti a specificnosti navrhi byly vyhodnoceny rizné poméry mutantni
gBlock DNA oproti DNA divokého typu pfi konstantnim celkovém mnozstvi gBlock DNA. Pro
srovnani byla rovné¢z zahmuta 100 % genomova DNA divokého typu, 100 % mutantni genomova
DNA a negativni kontrola. Navrhy pro ACTN3 a NRAS v tabulce 1 byly posuzovany samostatn¢.
Reakce obsahovala 400 nM kédujicich a antikddyjicich primeri, 25 nM mutantnich primert a
primert vlasenky se smyckou divokého typu a 200 nM mutantnich a standardnich sond. gPCR
probihala pfi 95 °C po dobu 60 sekund, nasledovalo 45 cykli po 5 sekundach pii 95 °C a 30
sekundach pri 95 °C. Pro lepsi vizualizaci dat byla vS§em negativnim vzorkum pfifazena hodnota
Cq 45. Vysledky tohoto experimentu jsou uvedeny na OBRAZKU 4.

-20 -



20

25

30

35

40

CZ 2024 - 197 A3

Piiklad 3.- Detekce vzacné sekvenéni varianty KRAS pro mutaci KRAS G12R
Reagencie/Postup

Pro cilovy test byly zkonstruovany syntetické templaty pro divoky typ (WT) KRAS a mutantni
KRAS (KRAS G12R) (gBlocksTM, zakazkov¢ objednané od IDT), jeden obsahujici sekvenci WT
a jeden obsahujici mutantni (KRAS G12R) sekvenci. Tyto dva templaty byly smichany v riznych
pomérech, aby se simulovaly nizné frekvence mutaci. Frekvence simulovanych mutaci byly: 50
%, 5 %, 1 %, 0,5 %, 0,1 % a 0,05 % mutantu.

Podil WT a mutantni DNA v kazdé smési byl hodnocen pomoci dPCR s pouzitim navrha primert
a schémat amplifikace, jak je zde popsano podle obrazku 1 (viz tabulka 2). Kazda dPCR reakce
byla 40 ul a obsahovala 10 pl QIAcuity Sonda Mastermix, 800 nM doprfedny primer, 800
nMantikodujici primer, 400 nM sondu WT (HEX), 400 nM Mut sondu (FAM), 50 nM WT TwoTail
primer, 50 nM primer Mutant/0106 kopie synteticky templat (celkova koncentrace mutantu a
templatu WT ve vzorku, koncentrace jednotlivych templati se u jednotlivych vzorka lisi na zakladé
frekvence simulované mutace)

Tabulka 2: Navrhy primeri pouzité v prikladu 3

ndzev sekvence (DNA)

2T WT | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTA
primer CCAATATGAGGACCATCTACGCCACC

2T Mut | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTA
primer CCTGTCTCCACCTACGCCACG

WT sonda TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
Mut sonda | CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

Kodujici CCTGCTGAAAATGACTGAA
primer
Antikodujici | CCAACTACCACAAGTTTATTTAC
primer

Reakce dPCR byly vlozeny do QIAcuity Nanoplate 26K a cyklovany na QIAcuity Digital PCR
System za nasledujicich podminek: 3 minuty pfi 95 °C, 45 cykla, z nichz kazdy zahrnoval 15
sekundovou denaturaci pii 95 °C nasledovanou 55 ° C prodlouZeni na 30 sekund. Akvizice obrazu
byla provedena v kanalu FAM a HEX. Data byla analyzovana pomoci QIAcuity Software Suite za
pouziti manualniho prahovani.

Vysledek

OBRAZEK 5 znazoriuje piiklady digitalnich PCR dat testd primeri vlasenky se smyékou
detekujicich SNP ze dvou riznych experimenti. Panely (A-C) a tabulka 3 nize zobrazuji vysledky
experimentu navrzeného k posouzeni citlivosti testu primeru vlasenky se smyckou detekujiciho
mutant G12R KRAS na vzorcich s riznymi poméry WT/mutantni cilovy templat (mezi 0,05 % a
50 % pomér mutant k WT) na digitalnim PCR systému QIAcuity. (A) zobrazuje Ciselna data z
experimentu, ktera jsou reprodukovana v tabulce 3 niZe:

Tabulka 3: Vysledky dPCR na Sablonach WT a KRAS s pouzitim navrhi primeria podle
tohoto popisu
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(1)
vzorek ltest  lreportér koncentrace |CI Piijaté |[Pozitivni [Negativni d/Ztekovan'ch
P (kopie/ul)  ((95%) |oddily [oddily |oddily | ® *O% y
ks [Mut 940.,4 1,4% 5500 [13722  [11778 )
50% 315 52,19%
WT 8615 1,5% [25500 [12933  |12567
o
) KRAS Mut 86,5 46% [5480 (1747 23733 )
5% |61aR 4.84%
WT 1701,2 1,1% [24333 [18317  |6016
o
 lkras [Mut 16,1 10,7% [25486 [335 25151 )
1L0% |G 1aR 0,98%
WT 1623,9 1L1% [25269 [18612  |6657
o
 Jkras M 9,2 142% [25461 [192 25269 )
0.5% |5 19R 0,55%
WT 1654,2 1% [25461 [18918  [6543
o
 lkras [Mut D3 28.3% [25475 49 25426 )
0.1% |35 0,14%
WT 1706,1 1,0% [25475 [19202  |6273
. KRAs [Mut 1,4 36,3% [25500 [30 25470 )
0,05% |5 on 0,08%
WT 1730,5 1,0% [25500 [19345 6155

Priklad 4. - Detekce vzacné sekvencni varianty KRAS pro mutaci KRAS 29T

Po vyhodnoceni schopnosti 2T designu podle obrazku 1 detekovat jedinou mutaci KRAS v
prikladu 3 byla hodnocena vykonnost metody s riiznymi platformami dPCR (QX200, Naica a
QIAcuity).

Reagencie/Postup

Amplifika¢ni vzorky pouzit¢ v experimentu obsahovaly syntetické templaty (gBlocksTM,
zakazkov¢ objednan¢ od IDT) pro mutanty (KRAS 29T) a WT KRAS. V experimentu byly pouzity
dva templaty na jeden test, jeden obsahujici sekvenci WT a jeden obsahujici mutantni sekvenci pro
cilovy test.

Pro platformu QX200: Kazda dPCR reakce byla 20ul a obsahovala 10 pul ddPCR Supermix pro
sondy (bez dUTP), 800 nM kédujiciho primeru, 800 nM antikddujiciho primeru, 400 nM sondy
WT (HEX), 400 nM sondy Mut (FAM), 25 nM WT Two Tail primeru, 25nM Mutant TwoTail
primeru, 500 kopii/ul syntetického templatu WT a 500 kopii/ul syntetické¢ho templatu Mutant.
Reakéni smés dPCR byla vlozena do generatoru kapek Bio-Rad QX100 spolu s olejem pro
generovani kapek pro sondy a podle pokynii vyrobcee byly vytvoreny kapky. Kapky byly pfeneseny
na 96jamkovou reakcni desticku a tepelné utésnény propichnutelnou folii. Utésnéna deska byla
cyklovana v termocykleru podle nasledujicich podminek: 4 minuty pii 95 °C, 45 cykla, z nichz
kazdy zahrnoval 30sekundovou denaturaci pfi 94 °C nasledovanou prodlouzenim 53 °C po dobu
60 sckund a zavérecny krok 10 minut pfi 95 °C. Desticka byla inkubovana pii 4 °C po dobu 1
hodiny pred detekci pomoci ¢tecky kapek QX200 v akvizi¢nich kanalech FAM a HEX. Data byla
analyzovana pomoci softwaru QuantaSoftTM Analysis Pro s pouzitim manualniho stanoveni
praha.
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Pro platformu Naica: Kazda dPCR reakce byla 25ul a obsahovala 12,5 ul TATAA Sonda
Grandmaster Mix, 600 nM kodujiciho primeru, 600 nM antikddujiciho primeru, 400 nM sondy
WT (HEX), 400 nM Mut sondy (FAM), 25 nM WT Two Tail primeru, 25 nM Mutant TwoTail
primeru, 100nM fluoresceinu, 1000 kopii/ul syntetického templatu WT a 1000 kopii/pl
syntetického templatu Mutant. Reakéni smés dPCR byla vlozena do €ipu Sapphire a cyklovana na
cyklovaci jednotce systému Naica podle nasledujicich podminek: 4 minuty pii 95 °C, 45 cyklu, z
nichz kazdy zahmoval 10sekundovou denaturaci pii 95 °C nasledovanou 55 ° C prodlouzeni na 30
sekund. Safirovy Cip byl pfenesen do Cteci jednotky systému Naica a detekovan v kanalech FAM
a HEX. Data byla analyzovana pomoci Naica Crystal Reader a Nacia Crystal Miner Software za
pouziti manualniho stanoveni prahové hodnoty.

Platforma QIAcuity: Kazda reakce dPCR byla 40 ul a obsahovala 10 ul QIAcuity Sonda
Mastermix, 800 nM kédujiciho primeru, 800 nM antikédujiciho primeru, 400 nM sondy WT
(HEX), 400 nM sondy Mut (FAM), 25 nM WT Two Tail primeru, 25 nM Mutant Two Tail primeru
a 800 kopii/ul syntetick¢ho templatu WT a 800 kopii/ul syntetického templatu Mutant. Reakéni
smés dPCR byla vloZzena do QIAcuity Nanoplate 26K a cyklovana na QIAcuity Digital PCR
System s nasledujicimi podminkami: 3 minuty pii 95 °C, 45 cyklu, z nichz kazdy zahmoval 15
sekundovou denaturaci pii 95 °C s naslednou extenzi pii 56 °C po dobu 30 sekund. Akvizice obrazu
byla provedena v kanalu FAM a HEX. Data byla analyzovana pomoci manualniho prahovani
QIAcuity Software Suite.

Tabulka 4: Navrhy primeri pouzité v prikladu 4

ndzey sekvence (DNA)

2TwWT CTCCAACTACCACAAGTTITATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTACCA
primer ATATGAGGACCATCTACGCCACC

2T Mut CTCCAACTACCACAAGTTITATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTACCT
primer GICTCCACCTACGCCACA

(KRAS 29T)

WT sonda TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC

Mutsonda | CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
(KRAS 29T)

Kodujict CCTGCTGAAAATGACTGAA

primer

Antikédujici | CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

primer

Vysledky

Obrazek 5 panel (D) znazomuje vysledky ze sady experimenti navrzenych pro hodnoceni funkce
testu primeru s kmenovou smyckou detekujiciho G12R KRAS na riznych platformach dPCR.
Zobrazené¢ vysledky jsou 2D grafy amplitudy a zkracené tabulky numerickych vysledku ze
stejného testu provadéného na vzorcich s 50 % WT a 50 % mutantniho cilového templatu na tfech
riznych platformach dPCR: QX200 Droplet Digital PCR System, Naica System for Crystal Digital
PCR a QIAcuity Digital PCR systém. Jak je vidét z porovnani grafi a souvisejicich dat, 2T
navrhové schéma mé¢lo podobny vykon mezi v§emi tfemi platformami.
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Piiklad 5.- Posouzeni vykonnosti generickych sekvenci s kmenovou smyckou pro 2T primery

Po vyhodnoceni uzitecnosti 2T designu v jednom pfipadé detekce WT/mutantni DNA byla
vyhodnocena obecna vykonnost dvou riznych sekvenci kmenové smycky s fadou ruznych 5' a 3'
hemisond (viz obr. 4 panel A). Pro detekci divokého typu byla pouzita genericka 2T primerova
sckvence 5'-hemisonda- TTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC-
3'hemisonda (SEKV ID C: 21), zatimco genericka sekvence primeru byla pouzita CCACC -
3'hemisonda (SEKV ID C: 22). Byla provedena hodnoceni pro detekci KRAS G12R a NRAS
Q61R.

Reagencie/Postup

Pro detekci KRAS GI12R byly provedeny postupy jako v prikladu 3 a primery byly popsany v
prikladu 3.

Pro detekci NRAS Q6IR obsahovaly vzorky NRAS pro amplifikaci syntetické templaty
(gBlocksTM, objednané na zakazku od IDT). V experimentu byly pouzity dva templaty, jeden
obsahujici sckvenci WT a jeden obsahujici mutantni sekvenci pro cilovy test. Tyto dva templaty
byly smichany v riznych pomeérech, aby se simulovaly rizné frekvence mutaci. Frekvence
simulovanych mutaci byly: 50 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1,0 %, 0,5 % a 0,1 % mutantu.

Kazda dPCR reakce byla 40 ul a obsahovala 10 pl QIAcuity Sonda Mastermix, 400 nM koédujiciho
primeru, 400 nM antikédujiciho primeru, 200 nM sondy WT (HEX), 200 nM sondy Mut (FAM),
25 nM WT TwoTail primeru a 24nM 24nM Mutant TwoTail primeru a 2400 kopii/ pul syntetického
templatu (celkova koncentrace mutantniho a WT templatu ve vzorku, koncentrace jednotlivych
templati se u kazdé¢ho vzorku lisi v zavislosti na frekvenci simulované mutace).

Reakéni smés dPCR byla vloZena do QIAcuity Nanoplate 26K a cyklovana na QIAcuity Digital
PCR System za nasledujicich podminek: 3 minuty pfi 95 °C, 45 cykld, z nichz kazdy zahmoval
15sekundovou denaturaci pfi 95 °C nasledovanou 60°C prodlouzenim na 30 sekund. Akvizice
obrazu byla provedena v kanalu FAM a HEX. Data byla analyzovana pomoci QIAcuity Software
Suite s pouzitim manualniho prahovani.

Tabulka 5: Navrhy primert pouzité v pfikladu 5 pro detekci NRAS Q61R

ndzev sekvence (DNA)

2T WT primer | GAGTACAGTGCCATGAGAGACTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGT
ACCAATATGAGGACCATCAGCTGGACA

2T Mut primer | GAGTACAGTGCCATGAGAGACTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGT
ACCTGTCTCCACCAGCTGGACG

WT sonda TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
Mut sonda CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
Kodujici GCAAATACACAGAGGAAGCC
primer
Antikodujici | TGCCATGAGAGACTTACGAAAT
primer

Vysledky

Pro detekci KRAS WT a mutantu jsou vysledky uvedeny v tabulce 6 nize
Tabulka 6: Detekce mutantu KRAS WT/G12R s generickymi sekvencemi kmenové smycky
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. Koncentrace o, |Prijaté Pozitivni |[Negativni |% detekovanych
vorek ftest reportér 1, iosuny  [CTOSY Ladiy  lodddily  foadily  |mutanta
Mut 940,4 1,4% 25500 13722 11778
50% GIZRS 52,19%
WT 861,5 1,5% 25500 12933 12567
Mut 86,5 4,6% 25480 1747 23733
5% GIZRS 4,84%
WT 1701.2 1.1% 24333 18317 6016
S Mut 16,1 10,7% 25486 335 25151
1.0% G12R 0,98%
WT 1623,9 1,1% 25269 18612 6657
Mut 9,2 14,2% 25461 192 25269
0,5% GIZRS 0,55%
WT 1654,2 1,1% 25461 18918 6543
S Mut 2,3 28,3% 25475 49 25426
0,1% G12R 0,14%
WT 1706,1 1,0% 25475 19202 6273
Mut 1,4 36,3% 25500 30 25470
0,05% GIZRS 0,08%
WT 1730,5 1,0% 25500 19345 6155

Jak je vidét z vysledkl v tabulce 6, % detekované mutanty bylo tésné zarovnano (napf. v ramci 10 %) s mnoZstvim
umisténym ve vzorku (srovnejte sloupce ,,vzorek™ a ,.% detekované mutanty*).

Tabulka 7: Detekce NRAS WT/mutanta s generickymi sekvencemi kmenové smycky

. %
. , . ... | Koncentrace (CI Piijaté [Pozitivni [Negativni I
vzorek test  [reporter |\ e /ul) |(95%) |oddily |odddily joddily | ciekovanych
mutanti
Mut 1318 1,30% [25477 (15531  |9946
50% |NRAS 52,74%
WT 1181.1 1,30% (25477 (14510  |10967
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0,
vzorek test  [reportér Koncentrace |CI Piijaté |Pozitivni Negativni d/:tekovan)"ch
) o . ao .
(kopie / ul) ((95%) |oddily |odddily |oddily mutants
Mut 2413 3,00% (25469 |3985 21484
10% |NRAS 9,18%
WT 2386.5 0,90% 25469 |20736 4733
Mut 1228 4,20% |25476 2131 23345
5%  |INRAS 4,41%
WT 2664,3 0,90% (25476 [21645  |3831
Mut 64,23 5,70% (25480 |1140 24340
2,5% |NRAS 2,44%
WT 2573 0,90% 25480 |21407 4073
Mut 28,19 8,60% (25472 |512 24960
1,0% |NRAS 1,08%
WT 25838,7 0,90% (25460 21514  |3946
Mut 22,18 9,60% (25449 415 25034
0,5% |NRAS 0,78%
WT 2813.2 0,90% (25436 22276 (3160
Mut 8,232 16,00%(25493  |150 25343
0,1% |NRAS 0,30%
WT 2774,5 0,90% (25493 22005 (3488

Jak je vidét z vysledku v tabulce 7, % detekovanych mutanta bylo t€sné odpovidalo (napf. v ramci
10 %) mnozstvi umisténym ve vzorku (srovnejte sloupce ,,vzorek™ a ,,% detekované mutanty*).

Piiklad 6.- Detekcee vice riznych mutanti KRAS v single-plex testech

Po prokazani, ze 2T design z obrazku 1 byl vysoce ucinny pro detekei jedné mutanty KRAS, byly
navrzeny a testovany kombinace sond pro detekei vice riznych mutanti KRAS.

Reagencie/Postup

Vzorky pouzité v experimentu pro amplifikaci nesouci WT, 29T, 29C, 29A, 30T, 30C obsahovaly
syntetické Sablony (gBlocksTM, objednané na zakazku od IDT). V experimentu na test byly
pouzity dva templaty, jeden obsahujici sekvenci WT a jeden obsahujici mutantni sekvenci pro cil
testu.

Kazda dPCR reakce byla 12 ul a obsahovala 3 ul QIAcuity Sonda Mastermix, 800 nM kodujiciho
primeru, 800 nM antikddujiciho primeru, 400 nM sondy WT (HEX), 400 nM sondy Mut (FAM),
100 nM WT TwoTail primeru, 50 nM Mutant TwoTail primeru, 500 kopii/ul syntetického Mutant
templatu.

Reakéni smés dPCR byla vlozena do QIAcuity Nanoplate 8,5K a cyklovana na QIAcuity Digital
PCR System za nasledujicich podminek: 3 minuty pfi 95 °C, 45 cyklq, z nichz kazdy zahmoval
15sekundovou denaturaci pfi 95 °C s naslednym 55°C prodlouzenim na 30 sekund. Akvizice
obrazu byla provedena v kanalu FAM a HEX. Data byla analyzovana pomoci QIAcuity Software
Suite s pouzitim manualniho prahovani.
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Tabulka 8: Navrhy primeru pouzitych v prikladu 6 pro detekci KRAS 29T

ndzev

sekvence (DNA)

2T WT primer

CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTACCAATAT

KRAS 29T GAGGACCATCTACGCCACC

2T Mut primer | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTACCTGTCT
KRAS 29T CCACCTACGCCACA

wr sonda | TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
KRAS 29T

Mut sonda | CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

KRAS 29T

Kodujici primer | CCTGCTGAAAATGACTGAA

KRAS 29T

Antikodujici CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

primer  KRAS

29T

Tabulka 9: Navrhy primeru pouzitych v prikladu 6 pro detekci KRAS 29C

nazev

sekvence (DNA)

2T WT primer | CICCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTACCA
KRAS 29C ATATGAGGACCATCTACGCCACC

2T Mut primer | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTACCT
KRAS 29C GICTCCACCTACGCCACG

WT sonda TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC

KRAS 29C

Mut sonda CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

KRAS 29C

Kodujict CCTGCTGAAAATGACTGAA

primer KRAS

29C

Antikédujici CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

primer KRAS

29C

Tabulka 10: Navrhy primeri pouzitych v pfikladu 6 pro detekci KRAS 29A
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nadzev sekvence (DNA)

2T WT primer | CTCCAACTACCACAAGTTITATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTACCA
KRAS 294 ATATGAGGACCATCTACGCCACC

2T Mut primer | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTACCT
KRAS 294 GTCTCCACCTACGCCACT

WT sonda TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC

KRAS 294

Mut sonda CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

KRAS 294

Kodujici CCTGCTGAAAATGACTGAA

primer KRAS

294

Antikédujici CCAACTACCACAAGTTTATTTAC

primer KRAS

294

Tabulka 11: Navrhy primeri pouzitych v prikladu 6 pro detekci KRAS 30T

nazev

sekvence (DNA)

2T WT primer | CTICCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTACCA
KRAS 30T ATATGAGGACCATCTACGCCACC
2T Mut primer | CTICCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTACCT
KRAS 30T GTCTCCACCTACGCCAA
WT sonda TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
KRAS 30T
Maut sonda CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
KRAS 30T
Kodujici CCTGCTGAAAATGACTGAA
primer KRAS
30T
Antikodujici CCAACTACCACAAGTTTATITTAC
primer KRAS
30T

Tabulka 12: Navrhy primert pouzitych v pfikladu 6 pro detekci KRAS 30C
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ndzev sekvence (DNA)

2T WT primer | CICCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTACCA
(KRAS 30C) ATATGAGGACCATCTACGCCACC

2T Mut primer | CICCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTACCT
(KRAS 30C) GICTCCACCTACGCCAG

WT sonda TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
(KRAS 30C)

Mut sonda CAGGTACAGTTGGTACCIGTCTCCACC
(KRAS 30C)

Kodujici CCTGCTGAAAATGACTGAA
primer (KRAS
30C)

Antikédujici CCAACTACCACAAGTTTATTTAC
primer (KRAS
30C)

Vysledky

Obrazek 6 znazomuje 2D amplifikacni grafy pro pét ruznych testu detekujicich vlasenku se
smyCkou mutanti KRAS, vsSechny pouzivajici stejné generick¢ sekvence vlasenky a
komplementarni sondy. Jak 1ze vidét na segregaci bodi na grafech, vSech pét testu detekce mutanti
funguje velmi dobfe s minimalnim nespravnym prekryvanim bodi.

Piiklad 7.- Detekce vice riaznych mutanti KRAS za pouziti spolecné sekvence s kmenovou
smyckou

Po prokazani, ze 2T design z obrazku 1 byl vysoce u¢inny pro detekci mnoha riznych mutaci pro
KRAS jednotlivé, byla hodnocena schopnost rozlisit mnohoéetné mutace pomoci spolecné
sekvence vlasenky se smyckou.

Reagencie/Postup

Vzorky pouzité v experimentu pro amplifikaci obsahovaly syntetické templaty (gBlocksTM,
objednané na zakazku od IDT). Bylo pouzito Sest templati, jeden obsahujici sekvenci WT a pét
samostatnych fragmenti, z nichz kazdy obsahuje jednu mutantni sekvenci (mutace G12C, G12R,
G12S, GI12V aGI12A).

Kazda dPCR reakce byla 12ul a obsahovala 3 pl QIAcuity Sonda Mastermix, 800 nM kodujiciho
primeru, 800 nM antikddujiciho primeru, 400 nM WT sondy (HEX), 400 nM Mut sondy (FAM),
50 nM WT TwoTail primeru, 20nM 29T Mutant TwoTail primeru, 20nM 29C Mutant TwoTail
primeru, 20nM 30T Mutant TwoTail primer, 20nM 30C Mutant TwoTail primer, 1000 kopii/ul WT
templatu (WT vzorek) nebo 500 kopii/ul syntetického WT templatu a 500 kopii/pl jednoho z péti
syntetickych mutantnich templati (50 % vzorku — nazvy vzorku udavaji, ktery mutantni templat
byl pouzit pro pfislusné vzorky).

Reakce dPCR byly vloZzeny do QIAcuity Nanoplate 8,5K a cyklovany na QIAcuity Digital PCR

System za nasledujicich podminek: 3 minuty pfi 95 °C, 45 cykli, z nichz kazdy zahmoval
15sekundovou denaturaci pfi 95 °C nasledovanou 55 °C prodlouzenim na 30 seckund. Akvizice
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obrazu byla provedena v kanalu FAM a HEX. Data byla analyzovana pomoci QIAcuity Software
Suite s pouzitim manualniho prahovani.

Tabulka 13: Navrhy primera pouzitych v prikladu 7 pro detekci vice riznych mutanti KRAS
pomoci bézné sekvence vlasenky se smyckou

ndzev sekvence (DNA)

2T WT | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGTTGGTACAGTGAGTACC
primer | AATATGAGGACCATCTACGCCACC

2T 29T | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTAC
Mut CTGTCTCCACCTACGCCACA

primer
2T 29C | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTAC
Mut CTGTCTCCACCTACGCCACG

primer
2T 294 | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTAC
Mut CTGTCTCCACCTACGCCACT

primer
2T 30T | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTAC
Mut CTGTCTCCACCTACGCCAA

primer
2T 30C | CTCCAACTACCACAAGTTTATTTACGAAATGCAGGTACAGTTGGTAC
Mut CTGTCTCCACCTACGCCAG

primer
wr TTGGTACAGTGAGTACCAATATGAGGACCATC
sonda
Mut CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
sonda
Kodujic | CCTGCTGAAAATGACTGAA
{ primer
Antikod | CCAACTACCACAAGTTTATTTAC
ujici
primer

Vysledky
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 14 nize.

Tabulka 14: Detekce vice mutantii KRAS s generickymi sekvencemi vlasenky se smy¢kou

(1)
vzorekltest reportér Koncentrace|CI Prijaté|Pozitivni|Negativni d/z tekovanych
X o ; . ;
(kopie / ul) |(95%) loddily lodddily |oddily mutanti
ini Mut 10,39 274.40%|8253 |1 8252
WT Sk“gg’sv Y= : == 0,04%
test 'WT 976.4 3.90% [8253 [2161  [6092
50% [Skriningovy|Mut __ [467.7 5.70% [8257 [1101  [7156
G12C |ost KRAS 47.37%
test WT 519,7 5.40% 8257 [1214  [7043
50% [Skriningovy[Mut  |528.1 530% [8262 [1245  [7017
GI2R |test KRAS p0.11%
test WT 525.8 530% [8262 [1240  [7022
Mut 529,1 5.20% [8225 11290 6935 48.44%

-30 -



20

25

30

35

40

CZ 2024 - 197 A3

(1)
vzorekltest reportér Koncentrace|CI Prijaté|Pozitivni|Negativni d/z tekovanych
. o , , ,
(kopie / ul) |(95%) loddily lodddily |oddily mutanti

50%  [Skriningovy
G12S ftest KRAS [WT 5632 5,10% 8225 1366 6859
50% |Skriningovy|Mut 258.6 7,70% 8274 620 7654 o
GI2V |test KRAS 32.48%

WT 537.7 5,40% 8274 1237 7037
50% |Skriningovy|[Mut 460,6 5,60% 8242 |1126 7116
GI12A |test KRAS 16.43%

(WT 531,5 5,20% |8242 1285 6957

Jak je patrné ze souhmnych udaji, mnozstvi detekovanych mutanti pro kazdou z mutaci se tésn¢
shoduje se skutecnou hodnotou 50 %, coz dokazuje, ze sady primera s béznymi sekvencemi
vlasenky se smy&kou jsou vysoce uéinné pro detekei viech mutaci v tabulce 14. OBRAZEK 7
ukazuje 2D grafy amplitudy pro stejny experiment, coz graficky dokazuje, Ze metoda 27T s béznymi
primery vlasenky se smyckou funguje dobie pro rozliseni vice mutanta.

Piiklad 8.- RozliSeni mezi methylovanou a nemethylovanou DNA za pouziti 2-strannych primert

Poté, co bylo pozorovano, ze 2-stranny design z obrazku 1 byl a¢inny pro detekci mutantni DNA,
byly primery navrzeny tak, aby rozliSovaly mezi nemethylovanou a methylovanou DNA na zakladé
standardniho protokolu s pouzitim bisulfitového oSetreni, které také zavadi zmény pari bazi v DNA
pomoci konverze methylovanych cytosinli na uracil (napf. zpusobujici zménu z GC paru bazi na
AT par bazi v nasledné PCR reakci). Methylované cytosiny se v eukaryotické DNA nachazeji v 5'-
CG-3' dinukleotidovych repeticich, které jsou zvlasté bohaté v mnoha oblastech zajmu znamych
jako CpG-ostrovy.

Vzhledem k tomu, ze 2T-primery se zaméfuji na samotné CG-dinukleotidové kroky, jejichz
methylacni stav je zkouman, metoda dvoustranné hemisondy predstavuje zjevné vyhody oproti
tradi¢ni PCR amplifikaci.

CORO6 je gen, o kterém bylo zdokumentovano, Ze obsahuje ostruvky CpG, které jsou
hypermethylované v kardiomyocytech (viz napf. “Heart-specific DNA methylation analysis in
plasma for the investigation of myocardial damage”, Ren et al., 2022, jenz je zaclenén odkazem v
celém rozsahu zde). Jako takovou 1ze DNA specifickou pro srdce odlisit od DNA z jinych tkani —
napriiklad v cfDNA z krve — pomoci testu PCR citlivého na metylaci.

Obrazek 8 panel A ukazuje schéma metylaci detekujiciho 2T-primeru (CORO6-2T.M) navrzeného
k cileni na gen CORO6, s hemisondami ¢ernym textem (tucné/podtrzenym) a sekvenci vlasenky
se¢ smyckou a rameny tmavymi Sed¢ ¢ary, cilovou sekvenci ¢ernym textem, rozSifenou sekvenci
2T-primerem (Sedym textem), sekvenci antikodujiciho a kodujiciho primeru (¢ernou kurzivou).
Sonda (neni ukazana) se selektivné vaze na komplement sekvence kmenoveé smycky a ramena 2T-
primeru. Cilova DNA ma na pivodnich cytosinovych mistech mala pismena, ktera se bisulfitovou
upravou mohou zménit na uracil (reprezentované na obrazku a v syntetickych sekvencich DNA
jako thyminy), zatimco methylovana CpG mista maji Sedé zvyraznéni (které¢ v nemethylované
DNA mohou byt zastoupen TG).

3' hemisonda 2T-primeru byla navrzena ke zkoumani tfi CpG mist v CpG ostruvku CORO6
(¢arkovany ramecek). Protoze 3’ hemisonda je velmi kratka (13 bp pro 2T-primer detekujici
methylovanou DNA, 16 bp pro 2T primer detekujici nemethylovanou DNA (viz CORO6-2T.NM
3’-hemisonda na obrazku)), délka zkoumané sekvence DNA muze byt kratka, coz je vyhodou pii
praci s vysoce fragmentovanym materialem DNA, jako je ¢fDNA a bisulfitové upravena DNA.
Krom¢ toho kratka 3' hemisonda poskytuje rozliSeni mezi methylovanou a nemethylovanou
sekvenci, zejména proto, Ze zahmuje tfi CpG mista.
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Reagenie/Postup

Byl proveden experiment k vyhodnoceni navrzeného testu CORQ6, jehoz vysledek je znazornén
na obr. 8 panel B. Templat pouzity v experimentu obsahoval syntetické templaty (gBlocksTM,
IDT), jeden predstavujici methylovanou sekvenci CORO6 (Methylated gBlock, ¢tverecky na
obrazku) a jeden obsahujici nemethylovanou sekvenci CORO6 (nemethylovany gBlock).
Templatova DNA byla usporadana takovym zpusobem, Ze vsSechny cytosiny objevujici se
samostatn¢ (nikoli v CpG dinukleotidu) v sekvenci byly pfevedeny na thymin, ktery predstavuje
uracil vytvofeny po bisulfitovém oSetfeni. Cytosiny vyskytujici se v CpG-dinukleotidech byly
ponechany nezménéné v sekvenci predstavujici methylovany gBlock, zatimco byly zménény na
thyminy v sekvenci predstavujici nemethylovany gBlock. Tyto dva templaty byly smichany v
poméru 50/50 (Mixed gBlock, trojuhelniky na obrazku), aby se simulovala tkan se smiSenym
methylacnim vzorem, jako je srde¢ni tkan (viz Ren et al.). Byla také zahmuta kontrola bez Sablony
(NTC (H20), krizky na obrazku). Mnozstvi templatu bylo 2ES5 kopii/reakci na cilovou sekvenci.

Reakéni objem byl 10 ul a obsahoval TATAA Sondu GrandMaster Mix (1x), 400 nM kédujiciho a
antikodujiciho primeru, 25 nM primeru CORO6.2T-M (detekce methylace), 25 nM primeru
CORO6.2T-NM (ne-detekce methylace), 200 nM HEX sondy (vazba na komplement 2T-M
primeru), 200 nM FAM sondy (vazba na komplement 2T-NM primeru).

Reakce qPCR byly cyklovany na BioRad CFX384 s nasledujicim termocyklovacim programem: 1
minuta pii 95 °C, 45 cyklu, z nichz kazdy zahmoval Ssekundovou denaturaci pri 95 °C s naslednou
extenzi pii1 60 °C po dobu 30 sekund. Akvizice obrazu byla provedena v kanalu FAM a HEX. Data
byla analyzovana pomoci softwaru CFX Maestro g automatické prahovani (jediny prah) a uprava
zakladni linie (proloZeni odectené krivky zakladni linie).

Oligonukleotidové sekvence (5'2>3') pouzité v experimentu jsou uvedeny v tabulce niZe, sekvence
komplementarni k vazebnym mistim sondy jsou uvedeny pro 2T-primer podtrZzenym textem:

oligo sekvence

CORO6.2T-M AATCTCCCCTAAACTCCAATTACGAAATGTACTAGCGGC
AAGCTAGTGCTAGACTTGACACCGCTAAAACGACG

CORO6.2T-NM AATCTCCCCTAAACTCCAATTACGAAATGCAGGTACAGT
TGGTACCTGTCTCCACCCTCCACTAAAACAACA

2T-Universal HEX TACTAGCGGCAAGCTAGTGCTAGACTT

(methylacni) sonda

2T-Universal FAM CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC

(ne- methylacni)

sonda

COROG.F CCCTAAACTCCAATTACGAAATG

CORO6.R-M CGCGGGAGATTAGAATTTTTG

CORO6.R-NM TGTGGGAGATTAGAATTITTGG
Vysledky
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Graf na obrazku 8 panel B ukazuje alelickou diskriminaéni uéinnost 2T-testu s pouzitim slozek z
panclu A v qPCR na syntetickych sekvencich gBlock pfedstavujicich methylovanou DNA,
nemethylovanou DNA, smiSenou methylovanou/nemethylovanou DNA a ne ovladani Sablony
(NTC). Pii teploté anealingu 60 °C se jasné odlisi jiny typ templatové DNA, zatimco omezeny
falesné pozitivni signal pozorovany v NTC je omezen na kanal FAM (detekce nemethylované
DNA), ktery nemusi interferovat s detekci metylované DNA.

Piiklad 9.- Zkoumani stavu methylace FAM101A pomoci 2T-PCR

FAMI101A je gen, ktery obsahuje CpG mista, ktera maji nizky stupen methylace v srdecni tkani ve
srovnani s jinymi tkanémi (viz napf. “Non-invasive detection of human cardiomyocyte death using
methylation patterns of circulating DNA”, Zemmouretal., 2018, ktery je zde v celém svém rozsahu
zahmut odkazem). Jako takova muze byt FAM101A srdce specificka DNA odlisena v ¢cfDNA od
krve pomoci testu PCR citlivého na methylaci.

Obrazek 9 panel A ukazuje schéma 2T-primeru nedetekujiciho methylaci pro detekci stavu
methylace genu FAM101A (FAM101A-2T.NM s hemisondami v ¢emém textu (tuéné/podtrzené) a
sekvenci kmenové smycky a rameny v tmavé Sedych carach, cilova sekvence v cemém textu,
sckvence antikddujiciho a kodujiciho primeru (¢emou kurzivou) Sonda (neni ukazana) se
selektivné vaze na komplement vlasenky se smyckou sekvence a ramena 2T-primeru DNA byla
upravena tak, Zze puvodni ,jedina® cytosinova mista jsou reprezentovana thyminem (protoze
bisulfitové oSetfeni mize takové cytosiny proménit na uracily), zatimco puvodni CpG mista maji
Sedé zvyraznéni (které¢ v nemethylovaném templatu DNA a na obrazku jsou zastoupeny TG).

Hemisonda 3" 2T-primerii byla navrzena tak, aby zkoumala tfi CpG-mista, zatimco 5' konec
dotazovala dvé CpG-mista FAM101A. Diky konstrukci 2T-testu muze byt délka dotazované
sckvence DNA kratka, coz je vvhodou pri praci s vysoce fragmentovanym materialem DNA, jako
je cfDNA a bisulfitové upravena DNA. Krom¢ toho relativng kratka 3' hemisonda (20 bp) poskytuje
vynikajici rozliSeni mezi methylovanou a nemethylovanou sekvenci, zejména proto, ze zahrnuje
tii CpG mista. V tomto provedeni testu také 5' hemisonda zvysSuje specificitu testu, protoze
kooperativni vazebna sila 2T testu bude slabsi, pokud nebudou vSechna CpG mista
methylovana/nemethylovana ve stejnou dobu.

Reagencie/Postup

Byl proveden experiment k vyhodnoceni navrzeného testu FAM101A, jehoz vysledek je znazornén
na obr. 9 panel B. Templat pouzity v experimentu obsahuje syntetické templaty (gBlocksTM, IDT),
z nichz jeden pfedstavuje methylovanou sekvenci FAM101A (metylovany gBlock, kruhy na
obrazku) a jeden obsahujici nemethylovanou sekvenci FAM101A (nemethylovany gBlock, ¢tverce
na obrazku). Templatovi DNA byla usporadana takovym zpusobem, ze vSechny cytosiny
objevujici se samostatné¢ (nikoli v CpG dinukleotidu) v sekvenci byly pfevedeny na thymin, ktery
pfedstavuje uracil vytvofeny po bisulfitovém oSetfeni. Cytosiny vyskytujici se v CpG-
dinukleotidech byly ponechany nezménéné v sekvenci pfedstavujici methylovany gBlock, zatimco
byly zménény na thyminy v sekvenci predstavujici nemethylovany gBlock. Tyto dva templaty byly
smichany v poméru 50/50 (Mixed gBlock, trojuhelniky na obrazku), aby se simulovala tkan se
smiSenym methyla¢nim vzorem, jako je srdecni tkan (viz Ren et al.). Byla také zahmuta kontrola
bez Sablony (NTC (H20), kiizky na obrazku). Mnozstvi templatu bylo 2E5 kopii/reakci na cilovou
sekvenci.

Reakéni objem byl 10 ul a obsahoval TATAA Sondu GrandMaster Mix (1x), 400 nM kédujiciho a
antikodujiciho primeru, 25 nM primeru FAM101A 2T-M (detekce methylace), 25 nM primeru
FAMI101A 2T-NM (ne-detekce methylace), 200 nM HEX sondu (vazba na komplement 2T-M
primeru), 200 nM FAM sondu (vazba na komplement 2T-NM primeru).
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Reakce qPCR byly cyklovany na BioRad CFX384 s nasledujicim termocyklovacim programem: 1
minuta pfi 95 °C, 45 cykld, z nichz kazdy zahmoval S5sekundovou denaturaci pfi 95 °C
nasledovanou Zihanim/prodluzovanim pti 55,2 az 61,8 °C po dobu 30 sekundy. Akvizice obrazu
byla provedena v kanalu FAM a HEX. Data byla analyzovana pomoci CFX Maestro Software za
pouziti automatického prahovani (jediny prah) a upravy zakladni linie (proloZeni odectené krivky
zakladni linie).

Oligonukleotidové sekvence (5'>3') pouzité v experimentu jsou uvedeny v tabulce niZe, sekvence
komplementarni k vazebnym mistim sondy jsou uvedeny pro 2T-primer v podtrzeném textu:

oligo Sekvence

FAM101A.2T-M | ATCGCAAATAAAAACCGAACATTTCCTTACGAAATC

CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACCCAACGCACGATAAAACG

FAMI101A.2T- ATCACAAATAAAAACCAAACATTTCCTTACGAAATC

NM TACTAGCGGCAAGCTAGTGCTAGACTTCAACAACACACAATAAAACA

2T-Universal TACTAGCGGCAAGCTAGTGCTAGACTT
HEX (ne-
methylaéni)

sonda

2T-Universal CAGGTACAGTTGGTACCTGTCTCCACC
FAM
(methyla¢ni)

sonda

FAM101A.F-M CCGAACATTTCCTTACGAAATC

FAM101A.F-NM | AACCAAACATTTCCTTACGAAATC

FAM101A.R GAAAAGTGTAGGTTTTATAGGTAGA

Vysledky

Obrazek 9 panel B ukazuje alelickou diskrimina¢ni ucinnost 2T-testu v qPCR na syntetickych
sekvencich gBlock predstavujicich methylovanou DNA, nemethylovanou DNA, smiSenou
methylovanou/nemethylovanou DNA a kontrolu bez templatu (NTC). Pri teplotach anealingu
kolem 55 az 62 °C test probiha robustn¢ a je provedeno jasné rozliSeni ruznych typu templatove
DNA, pii¢emz se fale$Sn¢ pozitivni signal udrzuje velmi nizky a je omezen na kanal FAM (detekce
methylované DNA).

Priklad 10.- Detekce tkanové specifické DNA zacilenim na selektivni methylaéni vzor

U CG-ostrovi CORO6 a FAM101A bylo zdokumentovano, Ze maji, v tomto poradi, vysoky a nizky
stupent methylace v srdecni tkani, v protikladu k vzorim pozorovanym v jinych tkanich, jako jsou
bilé krvinky (viz napf. Ren et al. 2022, Zemmour et al. 2018, ktery je zde zahmut jako odkaz v
celém rozsahu). Po prokazani uéinnosti dvoustranného pfistupu z obrazku 1 pro CORO6 a
FAMIO0I1A v predchozich prikladech jsme predpokladali, Ze je mozné rozliSit srdecni DNA v
bezbunécné DNA pfitomné v plazmé.

Reagencie/postup
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Za ucelem vyhodnoceni testi tkanové diskriminacni kapacity byly testy pouzity k analyze DNA
extrahované ze srde¢ni tkané a bilych krvinek (WBC). Diagram na obrazku 10 Panel A predstavuje
grafy alelické diskriminace zaloZzené na konec¢né relativni fluorescenci (RFU) ziskané v
experimentu qPCR, ve kterém drive popsané 2T-PCR testy CORO6 a FAM101A byly pouzity k
rozliSeni mezi methylovanou a nemethylovanou DNA.

Pouzit¢ syntetické templaty byly stejné, jak jsou uvedeny v ¢asti metody pro obrazek 8 a 9:
predstavujici methylovanou sekvenci CORO6/FAM101A (M.gBlock) a nemethylovanou sekvenci
CORO6/FAM101A (NM.gBlock). Templaty byly smichany v poméru 50/50 (Mixed gBlock), aby
se simulovala tkan se smisenym methylacnim vzorem, jako je srdecni tkan (Ren et al. 2022, ktery
je zde cely zahruta odkazem). Mnozstvi templatu bylo 2ES kopii/reakci na cilovou sekvenci. Byla
také zahmuta kontrola bez Sablony (NTC).

Vzorky odvozené od ¢lovéka pochazeji ze dvou jedineénych vzorki WBC odebranych ze
shromazdénych vzorku krve v EDTA zkumavkach od 20-30 jedincu a dvou vzorku srdce ziskanych
od dvou jedine¢nych pacientt podstupujicich operaci srdce. DNA byla extrahovana z bunék/tkani
pomoci soupravy DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, art no 69504). 200 ng kazdého
extrahovan¢ho vzorku DNA bylo poté osetfeno bisulfitem (BST) pomoci soupravy EZ DNA
Methylation-Lightning Kit (Zymo Research, art no. D5030) a eluovano v 10 ul elu¢niho pufru. 2
ul eluatu bylo pouzito jako templat pro naslednou qPCR analyzu, coz odpovida 40 ng BST-DNA.
Ocekava se, ze bisulfitové osetieni degraduje DNA na troven 60-90 % (Zemmour et al. 2018).

Reakéni objem byl 10 pl a obsahoval TATAA Sonda GrandMaster Mix (1x), 400 nM kodujici a
antikodujici primer, 25 nM primer CORO6/FAM101A.2T-M (detekce methylace), 25 nM
CORO6/FAMI01A 2T- NM primer (nemethylacni detekce), 200 nM HEX sonda (vazba na
komplement 2T-M (CORO6) nebo 2T-NM (FAM101A) primeru), 200 nM FAM sonda (vazba na
komplement 2T-NM (CORO6) popt. 2T-M (FAMI101A) primer). Oligonukleotidové sekvence
pouzité v experimentu byly stejné jako ty, které jsou uvedeny v Casti reagencie/postup v prikladu
8ao.

Reakce qPCR byly cyklovany na BioRad CFX384 s nasledujicim termocyklovacim programem: 1
minuta pfi 95 °C, 45 cykld, z nichz kazdy zahmoval S5sekundovou denaturaci pfi 95 °C
nasledovanou zihanim/prodluzovanim pii 60 °C po dobu 30 sekund. Ziskavani snimku bylo
provadéno pomoci kanalu FAM a HEX. Data byla analyzovana pomoci CFX Maestro Software za
pouziti automatického prahovani (jediny prah) a upravy zakladni linie (proloZeni odectené kiivky
zakladni linie).

Vzorky popsané ve zpusobu vyse pro obrazek 10 Panel A byly také analyzovany v digitalnim PCR
experimentu s pouzitim testovaciho oligonukleotidu FAM101A popsaného v reagenciich/postupu
pro priklad 9. Kazda dPCR reakce byla 12 ul a obsahovala QIAcuity Sonda Mastermix (1x), 800
nM kédujici a antikodujici primer, 25 nM primer FAM101A 2T-M (detekce methylace), 25 nM
primer FAM101A.2T-NM (detekce nemethylace), 200 nM sonda HEX (vazba na komplement 2T-
NM primeru), 200 nM sonda FAM (vazba na komplement 2T-M primeru). Ke kazdé reakci byly
pfidany 4 ul templatu. U syntetickych vzorkt gBlock m¢l zasobni roztok koncentraci 1E4 cp/ul
(celkové zatizeni na reakci: 40 000 kopii na cil), zatimco tkanova DNA méla pred oSetfenim BST
koncentraci 20 ng/pl (celkové zatizeni na reakci, 80 ng, coz odpovida priblizné 24 000 kopii
genomu). Oligonukleotidové sekvence pouzité v experimentu byly stejné, jak jsou uvedeny v
tabulce 1 a 2.

Reakce dPCR byly vlozeny do QIAcuity Nanoplate 26K a cyklovany na QIAcuity Digital PCR
System za nasledujicich podminek: 3 minuty pii 95 °C, 45 cykla, kazdy obsahujici 15sekundovou
denaturaci pii 95 °C a nasledn¢ prodlouzeni pii 55 °C po dobu 30 sekund. Akvizice obrazu byla
provedena v kanalu FAM a HEX. Data byla analyzovana pomoci QIAcuity Software Suite za
pouziti manualniho prahovani.

-35-



20

25

30

35

40

45

CZ 2024 - 197 A3

Vysledky Obrazek 10 panel A znazomiuje vysledky alelické diskriminace pomoci qPCR pfi analyze
methylacnich/nemethylacnich reprezentativnich gBloku geni CORO6 a FAMI101A synteticky
vyrobenych (2E5 cp/reakce) (M.gB — methylovany cil; NM.gB — nemethylovany target; Mix.gB —
50/50 mix M/NM-gBlocks) spolu se dvéma unikatnimi bisulfitové osetfenymi (BST) vzorky DNA
extrahovanymi z bilych krvinek (WBC) a srde¢ni tkang (40 ng DNA/reakce (pred BST)). Primery
CORO6 a FAMIOIA byly zkonstruovany jako v predchozich pfikladech a pro detekci obou
markera byla provedena qPCR jako v predchozich prikladech. HEX fluorofor je signal pro
methylovanou sekvenci CORO6 a nemethylovanou FAMIO1A. Jak se ocekava na zaklad¢
zdokumentovaného chovani CORO6 a FAM101A, vykazuji WBC signal v kanalu FAM, zatimco
srdce vykazuje signal v kanalu HEX 1 FAM, coz ukazuje, Ze oba testy mohou detekovat srdeéni
DNA na pozadi bilych krvinek (tzv. hlavni zdroj DNA v ¢fDNA).

Obrazek 10 panel B znazomiuje vysledky, kdyz vzorky popsané na obrazku 10 panel A byly
analyzovany pomoci FAM101A 2T-testu za pouziti digitalni PCR (QIAcuity, Qiagen) misto qPCR.
Vzorky srdce vykazuji smiseny signal (FAM/HEX), zatimco WBC vykazuji signal pro
methylovanou DNA (FAM). NTC vykazuji relativné vysokou fluorescenci pozadi v NTC, ale
signal je omezen na kanal FAM a jako takova neni ohroZena detekce signalu specifického pro srdce
(HEX). Tyto vysledky naznacuji, ze 2T-PCR bude uéinna pro kvantifikaci celkové cilové DNA v
kontextu methylace (nemethylované/methylované), coz je pfinosné pro analyzu cfDNA, kde je
analyza tkané puvodu pro cfDNA biologicky informativni.

Piiklad 11. Pfima krevni genotypizace

Po pozorovani vysoké ucinnosti dvoustranné metody z obrazku 1 pro detekci mutaci v ruznych
kontextech jsme se zeptali, zda muze byt metoda Géinna pro genotypizaci ze vzorku nezpracované
krve. V souladu s tim byl vzorek nezpracované krve (napf. bez extrakce nebo Cisténi nukleove
kyseliny) genotypovan na mutaci faktoru V ("Leiden") pomoci 2T-qPCR. Primery byly navrzeny
podle schématu zobrazencho na obrazku 1 a pfedchozich piikladi pro vytvoreni SEKV ID C: 67-
72. Tri standardni vzorky krve (homozygot divokého typu, homozygotni mutant a heterozygot)
byly ziskany od Equalis. byl inkubovan 1 ul kazdého krevniho vzorku s 24 ul lyza¢niho pufru pfi
96 °C po dobu 10 minut. Vzorek byl za uéelem odstranéni bunécnych zbytka centrifugovan.
Supematant byl poté smichan se stejnym mnozstvim vody a 2 ul byly pouzity jako templat v qPCR
za podminek popsanych v predchozich prikladech.

Obrazek 11 znazomuje vysledky tohoto experimentu. Levy panel na obrazku 11 ukazuje duplicitni
méfeni qPCR u homozygotu divokého typu (nahofe), homozygotniho mutantu (uprostied) a
heterozygotu (dole). Pravy panel ukazuje graf shromazd’ujici naméfena data na zaklad¢ intenzity
fluorescence jasné rozliSujici duplikaty dvou homoduplexu a heteroduplexi. Graf na pravém
panclu jasn¢ ukazuje, ze divoky typ, heterozygot a mutant mohou byt odliSeni od plné
nezpracované krve bez dalSich kroku Cisténi.

I kdyz zde byla ukazana a popsana vyhodna provedeni predkladan¢ho vynalezu, bude odbornikum
v oboru zfejmé, Ze takova provedeni jsou poskytnuta pouze jako pfiklad. Odbornikiim v oboru nyni
vyvstanou ¢etné variace, zmény a substituce, aniz by doslo k odchyleni se od vynalezu. M¢lo by
byt zfeymé, Ze pri provadéni vynalezu mohou byt pouzity rizné alternativy ke zde popsanym
provedenim vynalezu. Je zamysleno, Ze nasledujici naroky definuji rozsah vynalezu a ze zpusoby
a struktury v rozsahu téchto naroku a jejich ekvivalenty jsou v nich zahmuty.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob zpracovani sekvence DNA majici nebo je v podezfeni, Ze ji ma, sekvenéni variantu
vzhledem k sekvenci divokého typu, kde tento zptisob zahrmuje:
v reakéni smési vhodné pro zpracovani uvedené sekvence DNA se spoji:

(1) uvedena sekvence DNA, kde uvedena sekvence DNA obsahuje variaci alespor jednoho
nukleotidu vzhledem k uvedené sekvenci divokého typu; a

(1) primer vlasenka se smyckou, ktery obsahuje:
5'hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s prvni koncovou oblasti
komplementarni k uvedené¢ DNA sekvenci;
sckvence vlasenky se smyckou; a
3' hemisondova sekvence konfigurovana tak, aby hybridizovala s druhou koncovou oblasti
uvedené sekvence DNA, kde 3' terminalni ¢ast uvedené 3' hemisondové sekvence obsahuje
nukleotid komplementami k uvedené neshod¢, ale ne komplementarni k uvedené sekvenci
divokého typu.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze dale zahrnuje inkubaci uvedené reakcni smési
za podminek vhodnych k prodlouzeni produktu obsahujiciho uvedenou 3' hemisondovou sekvenci.

3. Zpusob podle naroku 2, vyznadujici se tim, ze dale zahrnuje spojeni v uvedené reakcni smési
vhodné pro zpracovani uvedenc¢ho produktu obsahujiciho uvedenou 3' hemisondovou sekvenci:
antikddujiciho primeru konfigurovaného tak, aby hybridizoval s genomickou oblasti 3' z uvedené
neshody.

4. Zpusob podle naroku 3, vyznadujici se tim, ze antikodujici primer ma Tm pfiblizn¢ 50 az 70
stupna Celsia.

5. Zpusob podle kteréhokoli z naroku 3 az 4, vyznalujici se tim, ze¢ dale zahmuje inkubaci
uvedené reakéni smési vhodné pro zpracovani uvedeného produktu obsahujiciho uvedenou 3'
hemisondovou sekvenci za podminek vhodnych k produkei produkti prodlouzeni z antikodujiciho
primeru.

6. Zpusob podle naroku 5, vyznacujici se tim, ze dale zahmuje spojeni v reakéni smési vhodné
pro zpracovani uvedeného produktu obsahujiciho sekvenci antikddujiciho primeru:

uvedencho produktu obsahujiciho uvedenou sekvenci antikddujiciho primeru; a kddujiciho
primeru konfigurovaného pro hybridizaci s: (i) alespon ¢asti uvedené 5' hemisondové sekvence; a
(1) alespon Casti stopky uvedené sekvence vlasenky se smyckou.

7. Zpusob podle naroku 6, vyznacujici se tim, ze kodujici primer obsahuje alespon priblizng 12
az priblizn¢ 30 nukleotidi komplementarnich k uvedené 5' hemisondové sekvenci.

8. Zpusob podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze kodujici primer obsahuje alespon piiblizn¢ 9 az
priblizn¢ 35 nukleotidii komplementamich k uvedené stopce uvedené 3’sekvence vlasenky se
smyckou k uvedenym nukleotidum komplementarnim k uvedené 5' hemisondové sekvenci.

9. Zpisob podle které¢hokoli z naroku 6 az 8, vyznacujici se tim, Ze uvedeny kodujici primer ma
Tm prtiblizné 50 az priblizn¢ 70 stupni Celsia.

10. Zpusob podle kteréhokoli z naroku 6 az 9, vyznalujici se tim, z¢ dale zahrnuje inkubaci
uvedené¢ reakéni smési vhodné pro zpracovani uvedeného produktu obsahujiciho sekvenci
antikodujiciho primeru za podminek vhodnych k produkei produkti prodlouzeni z uvedeného
kédujiciho primeru.

11. Zpusob podle kteréhokoli z naroku 6 az 10, vyznadujici se tim, Ze uvedené antikodujici a
kodujici primery jsou v prebytku nebo jsou alespori piiblizné ve 20nasobné, alespori piiblizné v
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50nasobng, alespori priblizn¢ ve 100nasobn¢, alespon priblizn¢ ve 200nasobné¢, alespon priblizng v
500nasobné, alesponi pfiblizné v 1000nasobné vyssi koncentraci, nez je koncentrace uvedeného
dvoustranného primeru.

12. Zpusob podle které¢hokoli z naroku 6 az 11, vyznacujici se tim, Ze koncentrace uveden¢ho
dvoustranného primeru je vy$§i nez nebo je alespon piiblizné 20nasobné, alesponl piiblizné
50nasobné, alespon priblizné¢ 100nasobné pii alesponl priblizné 200nasobné, alespon pfiblizné
500nasobné, alespon pfiblizné 1000nasobné vyssi v koncentraci nez koncentrace uvedené sekvence
DNA.

13. Zpusob podle kteréhokoli z naroku 1 az 12, vyznadujici se tim, ze uvedena vlasenka se smyckou
amplifikuje uvedenou mutantni polynukleotidovou sekvenci alespon priblizn¢ 10krat, alespon
priblizn¢ 100krat, alesponi priblizné 1000krat, alespori pfiblizné 10 000krat, alespon pfiblizné
100 000krat nebo alespon pfiblizné¢ 1 000 000krat prednostné oproti uvedené polynukleotidové
sekvenci divokého typu.

14. Zpusob podle které¢hokoli z narokii 1 az 13, kde uvedena mutantni polynukleotidova sekvence
nebo polynukleotidova sekvence divokého typu obsahuje genomovou DNA.

15. Zpusob podle které¢hokoli z naroku 1 az 14, vyznacujici se tim, Ze uvedena 5' hemisondova
sckvence obsahuje délku priblizné 7 az priblizn¢ 22 nukleotida.

16. Zpusob podle kteréhokoliv z narokt 1 az 15, vyznacujici se tim, ze uvedena 3' hemisondova
sckvence obsahuje délku priblizné 3 az priblizn¢ 9 nukleotidi.

17. Zpusob podle které¢hokoli z naroku 1 az 16, vyznac€ujici se tim, Ze uvedena 3' hemisondova
sekvence ma Tm priblizn¢ 30 az 40 stupiiu nebo uvedena 5' hemisondova sekvence ma Tm priblizné
60 az 75 stupna.

18. Zpusob podle které¢hokoliv z naroku 1 az 17, kde uvedena sekvence vlasenky se smyckou
obsahuje délku piiblizné 15 nukleotidu nebo vice.

19. Zpusob podle kteréhokoliv z naroku 1 az 18, vyznacujici se tim, Ze uvedena sekvence vlasenky
se¢ smyckou je konfigurovana tak, aby méla Tm priblizn€ 55 aZz priblizn¢ 75 stupnu Celsia.

20. Zpusob podle kteréhokoli z naroki 1 az 19, kde vlasenka se smyckou obsahuje alespori piiblizné
1 az alespon piiblizn¢ 20 nukleotidi na délku.

21. Zpusob podle kteréhokoli z naroka 1 az 20, vyznacujici se tim, ze smycka uvedené sekvence
vlasenky se smyckou obsahuje barkdd.

22. Zpusob podle kteréhokoli z naroku 10 az 21, vyzna€ujici se tim, Ze uvedena reakéni smés
vhodna pro zpracovani uvedené¢ho produktu obsahujiciho sekvenci antikodujiciho primeru za
podminek vhodnych pro produkci produkti prodlouzeni z uvedeného kddujiciho primeru dale
obsahuje oligonukleotidovou sondu obsahujici detekovatelnou skupinu, pficemz uvedena
oligonukleotidové sonda je konfigurovana tak, aby hybridizovala s komplementem alespori Casti
uveden¢ho primeru vlasenky se smyckou.

23. Zpusob podle naroku 22, vyznacujici se tim, Ze uvedena alespori ¢ast uvedeného primeru
vlasenky se smyckou obsahuje alespon ¢ast uvedené sekvence vlasenky se smyckou.

24. Zpusob podle naroku 23, vyznacujici se tim, Zz¢ uvedena alespon Cast uvedené sekvence
vlasenky se smyckou obsahuje alespon cast sekvence smycky v uvedené sekvenci vlasenky se
smyckou.
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25. Zpusob podle které¢hokoli z naroku 22 az 24, vyznacujici se tim, Ze uvedena detekovatelna
skupina obsahuje 5' fluorofor.

26. Zpusob podle naroku 25, vyznacujici se tim, Ze uvedena oligonukleotidova sonda obsahujici
uvedenou detekovatelnou skupinu dale obsahuje zhasec.

27. Zpusob podle kteréhokoliv z narokt 10 az 26, vyznadujici se tim, ze uvedena inkubace zahrnuje
PCR reakci, qPCR reakci, dPCR reakci, ddPCR reakci nebo sekvenacni reaket.

28. Sada pro zpracovani sekvence DNA vyznacujici se tim, Z¢ obsahuje:

a) primer vlasenky se smyckou, ktery obsahuje:

(1) 5' hemisondovou sekvenci konfigurovanou tak, aby hybridizovala s prvni koncovou oblasti
komplementami k uvedené DNA sekvenci;

(i1) sekvenci vlasenky se smyckou; a

(i11) 3' hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s druhou koncovou
oblasti uvedené DNA sekvence;

(b) kodujici primer konfigurovany pro hybridizaci s: (1) alespori ¢asti uvedené 5' hemisondové
sckvence; a (i1) alespori ¢ast kmene uvedené sekvence vlasenky se smyckou; a

(c) antikodujici primer konfigurovany tak, aby hybridizoval s genomovou oblasti 3' z uvedené
neshody.

29. Sada podle naroku 27, vyznacujici se tim, ze uvedena sekvence DNA ma nebo je v podezieni,
Ze ma variaci alespori jednoho nukleotidu vzhledem k sekvenci divokého typu.

30. Sada podle naroku 29, vyznacujici se tim, Zze 3' terminalni ¢ast uvedené 3' hemisondové
seckvence obsahuje nukleotid komplementami k uvedené vanaci, ale ne komplementami k uvedené
seckvenci divokého typu.

31. Sada podle naroku 27, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje:
(d) oligonukleotidovou sondu obsahujici detekovatelnou skupinu, kde uvedeny oligonukleotid je
konfigurovan tak, aby hybridizoval s alespon ¢asti uvedeného primeru vlasenky se smyckou.

32. Sada podle naroku 27 nebo naroku 29, vyznadujici se tim, ze uvedena alespon ¢ast uvedeného
primeru vlasenky se smyckou obsahuje alespori ¢ast uvedené sekvence vlasenky se smyckou.

33. Sada podle které¢hokoli z naroku 27 az 32, vyznacujici se tim, Ze uvedena alespon ¢ast uvedené
sckvence vlasenky se smyckou obsahuje v uvedené sekvenci vlasenky se smyckou alespon Cast
seckvence vlasenky se smyckou.

34. Sada podle kteréhokoli z naroku 27 az 33, vyznacujici se tim, Ze uvedena detekovatelna skupina
obsahuje 5' fluorofor.

35. Sada podle naroku 34, vyznaé€ujici se tim, Ze uvedena oligonukleotidova sonda obsahujici
uvedenou detekovatelnou skupinu dale obsahuje zhasec.

36. Sada podle kteréhokoli z narokii 27 az 35, vyznacujici se tim, ze antikodujici primer ma Tm
priblizn€ 50 az 70 stupnu Celsia.

37. Sada podle kteréhokoli z naroku 27 az 36, kde uvedeny kodujici primer obsahuje alespori
priblizn¢ 12 az priblizné 30 nukleotidii komplementamich k uvedené 5 hemisondové sekvenci.

38. Sada podle kteréhokoli z naroku 27 az 37, kde uvedeny kodujici primer obsahuje alespori
priblizn¢ 9 az pfiblizn€ 35 nukleotidi komplementamich k uvedenému kmeni uvedené sekvence
vlasenka se smyckou 3' k uvedenym nukleotidim komplementamim k uvedené 5' hemisondové
sekvenci.
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39. Sada podle které¢hokoli z naroku 27 az 38, kde uvedeny kodujici primer ma Tm piiblizné 50 az
priblizné 70 stupnu Celsia.

40. Sada podle kter¢hokoli z naroku 27 az 39, kde uvedeny primer vlasenky se smyckou amplifikuje
uvedenou mutantni polynukleotidovou sekvenci alespon pfiblizné 10nasobné, alespon piiblizné
100nasobné, alespon piiblizné 1000nasobné, alesponi pfiblizn¢ 10 000nasobné, alesponi piiblizné
100 000nasobné nebo alesponn piiblizné 1 000 000nasobné prednostné oproti uvedené
polynukleotidové sekvenci divokého typu.

41. Sada podle které¢hokoli z naroki 27 az 40, kde uvedena 5' hemisondova sekvence obsahuje délku
priblizn€ 7 az pfiblizné 22 nukleotidi.

42. Sada podle které¢hokoli z narokii 27 az 41, kde uvedena 3' hemisondova sekvence obsahuje délku
priblizné€ 3 az pfiblizn€ 9 nukleotidu.

43. Sada podle kteréhokoli z naroku 27 az 42, vyznadujici se tim, ze uvedena 3' hemisondova
sekvence ma Tm priblizn¢ 30 az 40 stupiiu nebo uvedena 5' hemisondova sekvence ma Tm priblizné
60 az 75 stupna.

44. Sada podle které¢hokoli z naroku 27 az 43, kde uvedena sekvence vlasenky se smyckou obsahuje
délku priblizné 15 nukleotidu nebo vice.

45. Sada podle které¢hokoli z narokii 27 az 44, vyznacujici se tim, ze uvedena sekvence vlasenky
se¢ smyckou je konfigurovana tak, aby méla Tm priblizn€ 55 az priblizn¢ 75 stupnu Celsia.

46. Kit podle kteréhokoli z naroku 27 az 45, kde smycka uvedené sekvence vlasenky se smyckou
obsahuje alespon pfiblizné 1 az alespon piiblizné 20 nukleotidi na délku.

47. Kit podle kteréhokoli z naroku 27 az 46, vyznacujici se tim, ze¢ smycka uvedené sekvence
vlasenky se smyckou obsahuje barkdd.

48. Kit podle naroku 27, vyznacujici se tim, Ze uvedeny primer vlasenky se smyckou, uvedeny
kodujici primer nebo uvedeny antikodujici primer obsahuji kteroukoli ze SEKV ID C: 1, 2, 3, 4, 3,
6,7,8,9,10, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 29, 30, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 41, 42, 45, 46, 47,
48,51, 52,53, 54, 53,54 58, 59, 60, 61, 64, 65, 66, 67, 68, 71 nebo 72.

49. Kompozice pro zpracovani sekvence DNA, vyznacujici se tim, Ze obsahuje

(a) primer vlasenky se smyckou, ktery obsahuje:

(1) 5' hemisondovou sekvenci konfigurovanou tak, aby hybridizovala s prvni koncovou oblasti
komplementamim s uvedenou DNA sekvence;

(1) sekvence vieteno-smycka; a

(i11) 3' hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s druhou koncovou
oblasti uvedené DNA sekvence;

(b) koédujici primer konfigurovany pro hybridizaci s:(i) alespon ¢asti uvedené 5' hemisondové
seckvence; a (i1) alespori ¢ast kmene uvedené sekvence vlasenky se smyckou; a

(c) antikodujici primer konfigurovany tak, aby hybridizoval s genomickou oblasti 3' z uvedené
neshody, pricemz

koncentrace uvedeného kddujiciho primeru nebo koncentrace uvedeného antikodujiciho primeru
jsou alespon 10krat vyssi nez koncentrace uvedeného primeru vlasenky se smyckou.

50. Kompozice podle naroku 49, vyznacujici se tim, ze uvedena sekvence DNA ma nebo je v
podezfeni, ze ma variaci alespon jednoho nukleotidu vzhledem k sekvenci divokého typu.

51. Kompozice podle naroku 50, vyznacujici se tim, ze 3' koncova ¢ast uvedené 3' hemisondové
seckvence obsahuje nukleotid komplementami k uvedené vanaci, ale ne komplementami k uvedené
seckvenci divokého typu.
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52. Kompozice podle které¢hokoli z naroki 49 az 51, dale obsahujici:
(d) oligonukleotidovou sondu obsahujici detekovatelnou skupinu, kde uvedeny oligonukleotid je
konfigurovan tak, aby hybridizoval s alespon ¢asti uvedeného primeru vlasenky se smyckou.

53. Kompozice podle naroku 52, vyznacujici se tim, Ze uvedena alespori ¢ast uvedeného primeru
vlasenky se smyckou obsahuje alespon ¢ast uvedené sekvence vlasenky se smyckou.

54. Kompozice podle naroku 53, vyznaé€ujici se tim, ze uvedena alespori ¢ast uvedené sekvence
vlasenky se smyckou obsahuje v uvedené sekvenci vlasenky se smyckou alespon cast sekvence
smycky.

55. Kompozice podle kteréhokoli z naroku 49 az 54, vyznacujici se tim, ze detekovatelna cast
obsahuje 5' fluorofor.

56. Kompozice podle naroku 55, kde uvedena oligonukleotidova sonda obsahujici uvedenou
detekovatelnou skupinu dale obsahuje zhasec.

57. Kompozice podle kteréhokoli z naroki 49 az 56, vyznacujici se tim, Ze uvedena koncentrace
uvedenc¢ho kodujiciho primeru nebo uvedena koncentrace uvedeného antikodujiciho primeru je
vys$Si nez nebo je alespori priblizné 20nasobné, alespon piiblizné 50nasobné, alespon priblizné
100nasobné, alespori priblizn¢ 200nasobn¢, alesponn piiblizné 500nasobné, alespon pfiblizné
1000nasobn¢ vyssi nez je uvedena koncentrace uvedeného primeru vlasenky se smyckou.

58. Kompozice podle kter¢hokoli z naroku 49 az 57, kde 3' terminalni ¢ast uvedené 3' hemisondové
sckvence obsahuje nukleotid komplementarni k uvedené neshod¢, ale ne komplementami k uvedené
sekvenci divokého typu.

59. Kompozice podle kter¢hokoli z naroka 49 az 58, vyznacujici se tim, ze uvedeny antikddujici
primer ma Tm pfiblizn€ 50 az 70 stupiu Celsia.

60. Prostfedek podle kteréhokoli z narokia 49 az 59, vyznadujici se tim, ze kodujici primer obsahuje
alespon priblizné 12 az piiblizn¢ 30 nukleotidi komplementamich k uvedené 5' hemisondové
sekvenci.

61. Kompozice podle kteréhokoli z naroku 49 az 60, kde uvedeny kédujici primer obsahuje alespori
priblizn¢ 9 az priblizn¢ 35 nukleotidi komplementamich k uvedené stopce uvedené sekvence
vlasenky se smyckou 3' k uvedenym nukleotidim komplementamim k uvedené 5' hemisondové
sekvenci.

62. Kompozice podle kteréhokoliv z naroku 49 az 61, vyznacujici se tim, ze uvedeny kodujici
primer ma Tm pfiblizn€ 50 az pfiblizné 70 stupna Celsia.

63. Kompozice podle kteréhokoli z naroku 49 az 62, kde uvedeny primer vlasenky se smyckou
amplifikuje uvedenou mutantni polynukleotidovou sekvenci alespor piiblizné 10nasobné, alespori
priblizn¢ 100nasobné, alespori piiblizné 1000nasobné, alespon pfiblizné 10 000nasobné, alespori
priblizn¢ 100 000nasobné nebo alespon pifiblizn¢ 1 000 000nasobné vyhodné oproti uvedené
polynukleotidové sekvenci divokého typu.

64. Kompozice podle kteréhokoli z naroku 49 az 63, kde uvedena 5'-hemisondova sekvence
obsahuje délku piiblizné 7 az priblizn¢ 22 nukleotidu.

65. Kompozice podle kteréhokoli z naroku 49 az 64, kde uvedena 3' hemisondova sekvence
obsahuje délku priblizné 3 az pfiblizn¢€ 9 nukleotidi.
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66. Kompozice podle které¢hokoli z naroku 49 az 65, vyznacujici se tim, Ze uvedena 3" hemisondova
sekvence ma Tm priblizn¢ 30 az 40 stupiiu nebo uvedena 5' hemisondova sekvence ma Tm priblizné
60 az 75 stupna.

67. Kompozice podle kteréhokoli z naroku 49 az 66, kde uvedena sekvence vlasenky se smyckou
obsahuje délku piiblizné 15 nukleotidu nebo vice.

68. Kompozice podle kteréhokoli z naroki 49 az 67, vyznacujici se tim, Ze uvedena sekvence
vlasenky se smyckou je konfigurovana tak, aby méla Tm pfiblizné€ 55 az pfiblizné 75 stupniu Celsia.

69. Kompozice podle kteréhokoli z naroki 49 az 68, kde smycka uvedené sekvence vlasenky se
smyckou obsahuje alespon priblizné 1 az alespon piiblizné 20 nukleotidi na délku.

70. Kompozice podle kter¢hokoli z naroki 49 az 69, vyznalujici se tim, ze smycka uvedené
seckvence vlasenky se smyckou obsahuje barkod.

71. Kompozice podle naroku 49, vyznacujici se tim, Ze uvedeny primer vlasenky se smyckou,
uvedeny kodujici primer nebo uvedeny antikodujici primer obsahuje kteroukoli ze SEKV ID C: 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 29, 30, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 41, 42,
45,46, 45,48,52,53,54,57,58,59, 60,61, 64,65, 66, 67,68, 71 necbo 72.

72. Zpusob zpracovani seskvence DNA, ktera ma nebo je v podezreni z toho, Ze ma methylovany
cytosin na konkrétnim zbytku, pficemz zpusob zahmuje:

spojeni v reakéni smési vhodné pro zpracovani uvedené sekvence DNA:
(1) uvedené sekvence DNA, kde uvedena sekvence DNA byla osetfena bisulfitem a obsahuje uracil
na cytosinovém zbytku, ktery nebyl pred uvedenym bisulfitovym oSetfenim nemethylovan; a
(i1) prvniho primeru vlasenky se smyckou, ktery obsahuje:
5'hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s komplementarnim prvnim
koncovym regionem uvedené DNA sekvence;

sekvenci vlasenky se smyckou; a

3' hemisondovou sekvenci nakonfigurovanou tak, aby hybridizovala s druhou koncovou oblasti
uvedené DNA sekvence,
kde 3' koncova ¢ast uvedené 3' hemisondové sekvence obsahuje nukleotid komplementami k
uvedenému uracilu, ale ne komplementami k uvedenému cytosinovému zbytku.

73. Zpusob podle naroku 72, vyznaéujici se tim, z¢ dale zahrnuje inkubaci uvedené reakcni smési
za podminek vhodnych k prodlouzeni produktu obsahujiciho uvedenou 3' hemisondové sekvence.

74. Zpusob podle naroku 73, vyznacujici se tim, Ze dale zahrnuje spojeni v uvedené reakéni smési
vhodné pro zpracovani uveden¢ho produktu obsahujiciho uvedenou 3' hemisondovou sekvenci:
antikédujiciho primeru konfigurovaného tak, aby hybridizoval s 3'genomickou oblasti z uvedené
neshody.

75. Zpusob podle naroku 74, vyznacujici se tim, Ze antikodujici primer ma Tm pfiblizn€ 50 az 70
stupna Celsia.

76. Zpuisob kteréhokoliv z narokd 74 az 75, dale zahmujici inkubaci uvedené reakéni smési vhodné
pro zpracovani uvedeného produktu obsahujiciho uvedenou 3 hemisondovou sekvenci 3' za
podminek vhodnych pro produkci produkta prodlouzeni z antikddujiciho primeru.

77. Zpisob podle naroku 76, vyznacujici se tim, Ze dale zahmuje spojeni v reakéni smési vhodné
pro zpracovani uvedeného produktu obsahujiciho sekvenci antikodujiciho primeru: uvedeného
produktu obsahujiciho uvedenou sekvenci antikodujiciho primeru; a kodujiciho primeru
konfigurovaného pro hybridizaci s: (i) alespon ¢asti uvedené 5' hemiprobové sekvence; a s (i1)
alespon ¢asti kmene uvedené sekvence vlasenky se smyckou
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78. Zpusob podle naroku 77, vyznacujici se tim, ze kodujici primer obsahuje alespon priblizné 12
az priblizn¢ 30 nukleotidu komplementarnich k uvedené sekvenci 5' hemisondové sekvence.

79. Zpusob podle naroku 78, vyznacujici se tim, ze kodujici primer obsahuje alespon priblizné 9
az priblizné 35 nukleotidii komplementarnich k uvedenému kmeni sekvence vlasenky se smyckou
3’sekvence 3' k uvedenym nukleotidim komplementarnim k uvedené sekvenci 5' hemisondy.

80. Zpusob podle kter¢hokoli z naroku 77 az 79, vyznaéujici se tim, ze kodujici primer ma Tm
priblizn¢ 50 az pfiblizné 70 stupnu Celsia.

81. Zpusob podle kteréhokoli z naroku 77 az 80, vyznaéujici se tim, ze dale zahrnuje inkubaci
uvedené reakéni smési vhodné pro zpracovani uvedeného produktu obsahujiciho sekvenci
antikodujiciho primeru za podminek vhodnych pro produkci produktu prodlouzeni z uvedeného
kodujiciho primeru.

82. Zpusob podle kteréhokoli z naroku 72 az 81, vyznacujici se tim, ze dale zahrmuje poskytnuti
uvedené sekvence DNA.

83. Zpusob podle naroku 82, vyznacujici se tim, Ze dale zahmuje oSetfeni uvedené sekvence DNA
bisulfitem pfed uvedenym spojenim.

84. Zpusob podle kteréhokoli z naroka 81 az 83, vyznadujici se tim, Ze uvedena inkubace zahrmuje

PCR reakci, qPCR reakci, dPCR reakci, ddPCR reakci nebo sekvenacni reaket.

20 vykresi
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Uspotadani reakci pro optimalizaci koncentrace primeru ACTN3
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F WT gBlock] MUT gBlock | Mix gBlock | gONA NTC
80 nM 45 2589 26,1 29,2 45

25 nM 45 253 253 28 4 45

10 nM 45 255 25,6 286 45

5nM 45 26,3 26,4 29 .4 45

HEX (WT sonda}

F WT gBlock| MUT gBlock | Mix gBlock | gDNA NTC
80 nM 26,1 42 1 26,7 296 45 0
25 nM 258 450 26,2 29,2 450
10nM | 262 | 450 268 296 450
5 nM 27,0 45,0 27,6 30,9 450
ACq (HEX-FAM)

HEX-FAM | AWT |AMUT]AMIX [7gDNA] ANTC

50 nM -18¢ 11681 | 06 0.4

25nM -182 [ 197 | 0.8 0.7

10nM -188 1195 | 1.2 1,0

5nM - |1-18,0 | 18,7 | 1.2 1,1

Obr. 2A
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Uspofadani reakci pro optimalizact koncentrace primeru NRAS

FAM (mutantova sonda)

F WT gBlock| MUT gBlock | Mix gBlock | gDNA NTC
400 nM 45 31,5 33.8 450 45
50 nM 45 27.2 28.4 450 45
28 nM 45 27.4 28.8 450 A5
10 nM 45 28.5 29.7 450 45
5 nM 45 29,3 30,1 450 45

HEX (WT sonda)

F WT gBlock| MUT gBlock | Mix gBlock | gDNA NTC
400 nM| 363 450 402 36.9 450
50 nM | 365 45.0 29.7 20.1 45,0
250M | 28.7 450 30,0 293 45.0
10nM | 295 45,0 30,8 30,3 450
5nM 30,3 45,0 31,2 31,1 45,0

AGq (HEX-FAM)

HEX-FAM [AWT [AMUT]|AMIX [AgDNA} ANTC
400 nM 87 | 135 | 65 | 8.1 | 00
50 nM -165 [ 178 [ 1.3 [ 159 | 0.0
25nM 16,3 | 17.6 | 1.1 | -15.7 | 0.0
10nM 55 [165 ] 1.1 [ 147 | 00
5nM [-147 [ 157 | 1.1 | 139 | 0.0

Obr. 3A
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