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(57)Anotace:

Popisuji se zplisoby amplifikace a sekvenovéni alespoti jedné
nukleové kyseliny zahrnujici: 1) tvorbu alespoii jednoho
templatu nukleové kyseliny obsahujici kyselinu(y), které se
amplifikuji nebo sekvenuji, kde uveden4 nukleova kyselina(y)
obsahuje na 5’konci oligonukleotidovou sekvenci Y a na
3’konci oligonukleotidovou sekvenci Z a dale nesou na
5’konci prostiedek pro zachyceni nukleové kyseliny (kyselin)
na pevny podklad, 2) smichéni templéatu(l) uvedené nukleové
kyseliny s jednim nebo vice koloniovymi primery X, které se
mohou hybridizovat s oligonukleotidovou sekvenci Z a na
5konci nesou prostfedek pro zachyceni koloniovych primeri
na pevny podklad, 3) provedeni jedné nebo vice
amplifikagnich reakci vazaného templatu(l) nukleové kyseliny
tak, Ze vznikaji kolonie nukleové kyseliny, pficemz se
uskuteéni alespori jeden krok stanoveni sekvence jedné nebo
vice vytvofenych kolonif nukleové kyseliny. V t&chto
zplsobech se pouzivaji pevné podklady, sady a piistroje.
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Oblast techniky

Vynédlez popisuje amplifikaci nukleové kyseliny a jeji
sekvenovani. Specificky se vynélez vztahuje k metodam
amplifikace a sekvenovéni nukleové kyseliny a k pEistrojim a
sadam, které jsou pouZitelné pfi amplifikaci a sekvenovani ve

velkém mé¥itku s velkym mnoZstvim zpracovadvaného materialu.

Dosavadni stav techniky

Analyza sekvence nukleové kyseliny je zédkladem pfi mnoha
aktivitach v biologii, biotechnologii a v mediciné. Schopnost
stanovit sekvenci nukleové kyseliny se stava dalezitéjsim se
vzrustajicimi potfebami stanovit sekvence velkych genomd u
1idi a jinych vy33ich organizmd a také pfi detekci
polymorfizmu jediného nukleotidu a testovani a monitorovani
exprese genu. Genetické informace =ziskané sekvenovanim se
mohou pouzit v mnoha oblastech, Jjako Jje naptiklad objev
cilenych 1ék a diagndéza onemocnéni a posouzenil nebezpeci a

identifikace organizmu a jeho charakterizace.

Prvnim krokem takového pouZiti je stanoveni aktualniho
chemického prostfedku nukleovych kyselin, pfesnéji stanoveni
vyskytu &tyf bazi, které obsahuje nukleova kyselina. Jsou to
adenin (A), cytosin (C), guanin‘(G) a thymin (T) nebo uracil
(U). Takové pouziti v3ak vyZaduje sekvenovani nukleovych
kyselin ve velkém meéritku, coz &ini metody sekvenovani vhodné

pro zpracovani velkého mnozZstvi materidlu velmi Zaddané.

Metody sekvenovéani nukleové kyseliny se popisuji
v dosavadnim stavu techniky. Dvé metody nejcastéji pouZivané
jsou metody chemického Stépeni podle Maxama a Gilberta, které
vznikaji na zéklad® specifické chemie bazi a v soucasné dobé

je velmi populérni metoda sekvenovani podle S3angera, kterd je



zaloZena na principu zakonéeni enzymatického Zfetézce a pouziva

se jako rutinni metoda pfi sekvenaci nukleové kyseliny.

P¥i sekvenovani podle Sangera se kazda sekvenovana
nukleové kyselina replikuje v reakci, ktera obsahuje
polymerazu DNA, deoxynukleotidové trifosfaty (dNTP) a
dideoxynukleotidové trifosfaty (ddNTP). DNA polymeraza mize
zadlenit dNTP a ddNTP do rostouciho Yeté&zce DNA. V pripadé, Ze
se ddNTP zacleni, 3 konec rostouciho *et&zce DNA nevykazuje
hydroxylovou skupinu a neexistuje substrat pro prodlouZeni
Fet&zce, tak se zakonli Ffeté&zec nukleové kyseliny. Protoze
jedna urcitd reakce zahrnuje Jeden typ ddNTPF, vznikd smés
nukleovych kyselin s ruznou délkou, piicemz vSechny nukleové
kyseliny jsou zakonCeny ddNTP. Obvykle se vytvo¥i oddélené
reakce v pripadé kazZdého ze Cty¥ typh ddNTP a vznikla
distribuce délek fragmentd nukleovych kyselin se analyzuje
elektroforézou na denaturadnim gelu (kde se fragmenty nukleové
kyseliny rozdé&li podle své velikosti) nebo  hmotnostni
spektroskopii. Je obvyklé, aby se jeden nebo vice
deoxynukleotidtrifosfatl obsaZeny v reakéni smési znac¢il, coZ

umo?fiuje detekci fragmentd rhznych délek.

S hora popsané metody Jsou nevyhodné, protoze kazda
sekvenovana nukleova kyselina se musi zpracovat Jjednotlivé
b&hem biochemické reakce. Gelové elektroforéza Jje nepohodlna,
pracnéa a pomald, dokonce, kdyz se pouzije kapilarni
elektroforéza, neni Uplné& vhodnd pro sekvenovani ve velkém
mé¥itku, kdy se zpracovava velké mnozZstvi materidlu. Navic
nasledné stanoveni sekvence je obtizZné. Hmotnostni
spektroskopie je stéle na urovni prototypu a vyzaduje velmi

drahé zarizeni a kazdy vzorek se musl analyzovat jednotlivé.

Jeden zplsob zvySeni mnoZstvi zpracovavaného materidlu Jje
paralelni zptsob zpracovani vzorku. Metody pouziti hybridizace

DNA sond nukleové kyseliny umozZfiuji sdruZovani procesu béhem



biochemickych a elektroforetickych procest, pficemz ale rostou

nadklady a délka trvajicich manipulaci.

Dale jsou dostupné metody zaloZené na Cipech DNA a DNA
hybridizaci (popisuje se v publikaci Thomas and Burke Exp.
Opin. Ther. Patents 8: 503-508 (1998)). Tyto metody nejsou
vyhodné, protoZe v pfipadé kazidé aplikace se musi navrhnout a
vyro &ip DNA. Je to dlouho trvajici operace a cena jednoho
gipu klesne pouze tehdy, JestliZe Jje nutné vyrobit velké
mnoZstvi &ipt. Cipy nelze pouZit vice jak jednou a pro jeden
vzorek nukleové kyseliny je urcen Jjeden &ip. To je nevyhodné,
protoZe, mé&-1li se diagnostikovat pacient, mély by se Jjeho
vzorky dat zpracovat v kaZdém okamziku. Nakonec rozsah
sekvence, kterd se mé& analyzovat za pouziti takového ¢ipu, Je
omezen na méné nez 100 000 bazi a je také omezen druhem
pouziti, jako je napfiklad genotypovani DNA a profily exprese

genu.

B&hem nejznadm&jsich metod analyzy sekvence nukleové
kyseliny, amplifikace nukleovych kyselin Je nutny krok za
Géelem  ziskani nukleové  kyseliny v mnoistvi, které je

dostate&né pro analyzu.

N&kolik metod amplifikace nukleovych kyselin je dobfe
zndmych v oboru a Jjsou dokumentovany Vv dosavadnim stavu
techniky. Nukleové kyseliny se napriklad amplifikuji
zadlendnim nukleové kyseliny do konstrukce expresivniho
vektoru. Takové vektory se pak mohou zac¢lenit do vhodné
biologické hostitelské bunky a vektor DNA zahrnujici nukleovou
kyselinu se pomnozi kultivaci biologického hostitele za

pouzitil dobfe zavedeného protokolu.

Nukleové kyseliny amplifikované za pouZitil uvedenych metod
se mohou izolovat z hostitelskych buné&k za pouZiti metod,

které jsou dobfe znadmy v oboru. Takove metody Jsou v3ak



nevyhodné, protoZe Jjsou <cCasové naroé¢né, pracné a teéZko

automatizovatelné.

Metoda amplifikace DNA pomoci PCR se popisuje od roku 1985
(v popisuje se v publikaci Saiki et al., Science 230, 1350-
1354) a je nyni metodou velmi zndmou a dobfe zdokumentovanou.
Cilovy fragment nukleové kyseliny se maze amplifikovat =za
pouziti dvou kratkych oligonukleotidovych sekvenci (obvykle se
nazyvaji primery), které jsou specifické pro zndmé sekvence,
které lemuji sekvenci DNA, JjenZz se amplifikuje. Primery
hybridizuji s opacénymi Ffetézci dvoutetézcového fragmentu DNA
po té, co se denaturovaly a Jjsou orientovany tak, Ze dochéazi
k syntéze DNA v oblasti mezi dvéma primery pomoci DNA
polymerdzy, pricemZ sekvence primera se prodluZuji zaClenénim
nukleotidd do sekvence pomoci polymerdzy. Extenzni reakce
vytvateji dvé dvoufetézcové cilové oblasti, kdy kazdad se opét
denaturuje a je tak pfipravena pro dalsi cyklus hybridizace a
extenze. Treti cyklus produkuje dvé dvoufretézcové molekuly,
které obsahuji cilovou oblast ve dvoutret&zcové formé&. Pomoci
opakovanych cykld teplotni denaturace, hybridizace primerd a
extenze dochazi k rychlé exponenciadlni akumulaci specifického
cilového fragmentu DNA. Tato metoda probihd v roztoku a
amplifikovany fragment cilové nukleové kyseliny se 1izoluje
2 roztoku metodami, které Jsou dobfe zndmy v oboru. Je to

naptriklad gelova elektroforéza.

Popisuji se metody, které pouzivaji jeden primer zachyceny
na povrchu podkladu ve spojeni s volnymi primery obsaZenymi
v roztoku. Tyto metody umozZiuji soucasnou amplifikaci a
zachyceni produktu PCR na povrchu podkladu (popisuje se
v publikaci Oroskar, A.A. et al., Clinical Chemistry 42: 1547
(1996)) .

Dokumenty WO 96/04404 a WO 98/36094 (Mosaic Technologies,

Inc. et al.) popisuji zplsob detekce cilové nukleové kyseliny



ve vzorku, ktery obsahuje cilovou nukleovou kyselinu. Metoda
zahrnuje vyvolani amplifikace cilové nukleové kyseliny
zalo?ené na PCR, pouze kdyZ cilovd nukleovad kyselina jJe
pfitomna v testovaném vzorku. V pfipadé amplifikace cilové
sekvence jsou oba primery p¥ipojeny na pevny povrch, coz
zaruduje, Ze amplifikované sekvence cilové nukleové kyseliny
jsou také =zachyceny na pevném podkladu. Amplifikaéni postup
popsany v tomto dokumentu se také nékdy nazyva metoda ,bridge
amplification". V pripadé uvedené  metody se specificky
navrhnou dva primery, jako pro bé&iné PCR, pficemZ primery
lemuji urditou cilovou sekvenci DNA, kterd se amplifikuje. Tak
v pfipadé&, Ze urcitd cilovéd nukleovd kyselina je pEitomna ve
vzorku, pak se cilovd nukleovd kyselina mbZe hybridizovat
s primery a amplifikovat se pomoci PCR. Prvni krok pfi tomto
postupu amplifikace PCR je hybridizace cilové nukleové
kyseliny s prvnim specifickym primerem zachycenym na podpore
(,primer 1) . Prvni amplifikacni produkt, ktery je
komplementarni s cilovou nukleovou kyselinou se pak tvori
extenzi sekvence primeru 1. Pri vystaveni podkladu
denatura&nim podminkdm se uvolni cilovd nukleové kyselina a
miZe se pak Ucastnit dal3ich hybridizacnich reakcl se
sekvencemi primeru 1, které jsou zachyceny na podkladu. Prvni
amplifika&ni produkt, ktery je zachycen na podkladu se pak
miZe hybridizovat s druhym specifickym primerem (,primer 2%)
zachycenym na podkladu a druhy amplifikadni produkt obsahujici
sekvenci nukleové kyseliny komplementarni s prvnim
amplifikadnim produktem se miZe tvorfit extenzi sekvence
primeru 2 a je také zachyceny na podkladu. Tak cilové nukleova
kyselina prvniho a druhého amplifikovaného produktu je schopna
se podilet na pluralité hybridiza¢niho procesu a procesu
prodlouZeni, kterd Jje limitovana pouze pritomnosti cilové
nukleové kyseliny a podtem sekvenci primeru 1 a primeru 2 a

vysledek je podet kopii cilové sekvence pripojené na povrchu.



ProtoZe pPfi tomto procesu se tvorl amplifika¢ni produkty
pouze, kdyZ Jje pritomna cilovd nukleovd kyselina, podklad se
monitoruje za ucelem zjisténi, zda je piitomen jeden nebo vice
amplifikacnich produkti, coz indikuje pfitomnost nebo

nep¥itomnost specifické cilové sekvence.

Mozaikova metoda se miZe pouZit k dosaZeni mnozstvi
multiplexovani tak, Ze né&kolik ruznych cilovych sekvenci
nukleové kyseliny se miZe amplifikovat souasné& sestavenim
riznych sad pro prvni a druhy primer, které Jjsou specificke
pro kazdou odlisnou sekvenci cilové nukleovée kyseliny

v r@znych oblastech pevného povrchu.

Nevyhodou mozaikového postupu Jje to, Ze Jak sekvence
prvniho tak druhého primeru Jsou specifické pro kazdou
amplifikovanou cilovou nukleovou kyselinu. To Jje moZné pouziti
pouze ptri amplifikaci znamé sekvence. Navic mnoZstvi materiélu
je omezeno poctem ruznych sad specifickych primert a nasledné
amplifikované molekuly cilové nukleoveé kyseliny, které se
mohou sestavit do odlisnych oblasti daného pevneho podkladu a
uspotradani nukleovych kyselin do vzdalenych oblasti je casove
narodné. Mozaikovy proces vyZaduje, aby se dva ruzneé primery
homologicky zachytily svymi 57konci k podkladu ve vzdalenych
oblastech, kde se tvori amplifikovany produkt. Toho se neda
dosahnout soudasnd dostupnou technologii vyroby &ipd DNA a je
nutné pouzit nékteré zplsoby dispenzace vzorkt. Tak hustota,
které lze dosahnout timto pFistupem vykazuje néktera omezeni
jako jiné klasické technologie uspotadani. Dal3i omezeni Je
rychlost monitorovéani jednotlivych vzdélenych oblasti na
podkladu za ucelem =zjisténi pfitomnosti nebo nepfitomnosti

amplifikovanych cilovych nukleovych kyselin.

Uspotédani vzorkd DNA se v klasickem ptipadé provede na
membranach (napfiklad nylonové nebo nitroceluldzové membrany) .

Pou?iti vhodné robotiky (napfiklad Q-bot™, Genetix Ltd, Dorset



BH23 3TG UK) umoZfuje ziskat hustotu az 10 vzorkd/mm®. PEi
takovych metoddch se DNA kovalentné vaZe na membranu
fyzikélné&chemickym =zpusobem (napfiklad UV radiaci) a Je tak
moZné uspotradat velké molekuly DNA (napfiklad molekuly, které
jsou tvofeny vice Jjak 100 nukleotidy), stejné Jako mendi

molekuly DNA, jako jsou oligonukleotidové primery.

Jsou znamy také Jjiné postupy, které umoZnuji ziskat
usporadani s vyssi hustotou oligonukleotidu. Naprfiklad
pfistupy zaloZené na pfedem uspofadanych sklen&nych podloZnich
sklickéach, kde se usporadéani reaktivnich ploch ziskalo
pouzitim technologie ,ink-jet" (popisuje se v publikaci
Blanchard, A. P. and L. Hood, Microbial and Comparative
Genomics, 1: 225 (1996) nebo uspotradani reaktivnich
polyakrylovych geld (popisuje se Vv publikaci Yershov, G et
al., Proceedengs of the National Academy of Science, USA, 93:

4913-4918 (1996)) umoZhuje teoreticky uspofadat az 100 vzorku

na Jjednom mm? .

Vy35i hustota vzorkl je stédle dosazitelna pouzitim ¢&iph
DNA (popisuje se v publikaci Fodor, S. P. A. et al., Science
251: 767 (1991)). V soudasné dob& se v oboru molekuldrni
biologie pouzivaji &ipy s 625 oligonukleotidovymi sondami na 1
mm’ (popisuje se v publikaci Lockhart, D. J. et al., Nature
Biotechnology 14: 1675 (1996)). Udava se, Ze Je moiné
dosahnout hustoty sond aZ 250 000 vzorkd na 1 cm? (2 500/mm?)
(popisuje se v publikaci Chee, M. et al., Science 274: 610
(1996)). Avsak na jediny &ip je moZné uspotradat az 132 000
riznych nukleotidd, jehoz plocha je p¥ibliZné 2,5 cm®.  Je
diile?ité poznamenat, Ze tyto ¢ipy se vyrabejil takovym
zplisobem, Ze 3°OH konec oligonukleotidu Je zachycen na pevném
povrchu. To znamend, Ze oligonukleotidy zachycené na cipech

takovym zpisobem se nemohou  pouZit jako primery pfi

amplifikaci PCR.
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Je dileZité poznamenat, Ze v pfipadé, kdy produkty PCR se
mohou zachytit na zafizeni, kde probihd amplifikace, hustota
vysledného wuspofadani produktd PCR je omezena dostupnym
za¥izenim. Soucasné& dostupné zatrizeni jsou pouze mikrotitracni
desti&ky, které obsahuji 96 prohlubni. Tyto destic¢ky umoZiuji
ziskat pouze ptibliZné 0,02 vzorkd produktd PCR na 1 mm?

povrchu.

Napfriklad za pouziti komeréné dostupného systému
Nucleolink™ (Nunc A/S, Roskilde, Dénsko) Jje moZné dosahnout
soutasné amplifikace a wusporédéni vzorka pri hustoté 0,02
vzorkd na 1 mm® povrchu prohlubni, kde byly zachyceny
oligonukleotidové primery. Technické problémy vSak zpisobuji,
e neni pravdépodobné, Ze tento pEistup umozni podstatné

zvySeni hustoty vzorkl.

Z toho plyne, Ze- JjestliZe  chceme zvy3it mnoZstvi
zpracovavaného materidlu, Jje nutné vytvofit nékolik metod
amplifikace nukleové kyseliny, které umozZnuji soucasnou
amplifikaci a uspofadani vzorkd nukleové kyseliny pfi vySS5i
hustoté a dale umoZhiuje monitorovani vzorka vy33i rychlosti,

pricemZ se upfrednostiiuje paralelni zpusob.

Navic je zFejmé, %e existuje potfeba vytvofit novou metodu
sekvenovani, kterd umoZni zpracovat a paralelné& sekvenovat
velké mnoZstvi vzorkd. To znamen&, Ze je nutné vytvorit metody
sekvenovani, které umoZnuji podstatné multiplexovanl postupu.
Podstatné multiplexovéni sekvenalniho postupu povede na druhou
stranu k vy&3imu mno¥stvi zpracovanych vzorkl, neZ je moiné
dosdhnout metodami  sekvenovani, které jsou dobfe  znamy
v oboru. Takové nové metody budou dokonce vice poZadovany,
jestliZe umoZni sekvenovat veét3i mnozZstvi vzorklli pfi rozumnych
nadkladech a s mendi vynaloZenou praci neZ bé&Zné zpusoby

sekvenovani.
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Podstata vyndlezu

Vynalez popisuje nové metody amplifikace nukleové kyseliny
na pevné féazi, které umozni uspotadat a soulasné& amplifikovat
velké mnoistvi rozdilnych sekvenci nukleovych kyselin pri
velké hustot&. Vynalez také popisuje metody, které umozni
velkou rychlosti paraleiné monitorovat velké mnozstvi
odlisnych amplifikovanych seskvenci nukleovych kyselin. Vynalez
dédle popisuje metody, kterymi se mohou souasné a v kratkém
tasovém useku stanovit sekvence -velkého poctu rozdilnych
nukleovych  kyselin. Metody Jsou zv14&8té pouZitelné pEil
sekvenovani celého genomu nebo pfi situacich, kde se musi
soudasnd sekvenovat velké mnoZstvi gend (napfiklad 500)
z mnoha Jjednotlivect (napfiklad 500) nebo se musi soucasné
vyhodnotit velké mnoZstvi ({napfiklad milién) polymorfizmi nebo
se soucasné monitoruje exprese velkého mnozstvi genu

(napfiklad 100 000).

Vyndlez popisuje zpusob amplifikace alespon jedné nukleové

kyseliny, ktery zahrnuje nésledujici kroky:

(1) vytvoreni alespoR jednoho templatu nukleové kyseliny
obsahujici ampliZikovanou nukleovou kyselinu, kde
uvedend nukleové kyselina obsahuje na  5"konci
oligonukleotidovou sekvenci Y a na 3" konci
oligonukleotidovou sekvenci Z a navic nukleova
kyselina nese na svém 57konci prostfedek pro
zachyceni nukleové kyseliny na pevném povrchu,

(2) smichéani uvedengho templéatu nukleové kyseliny
s jednim nebo vice primery X, které mohou
hybridizovat s oligonukleotidovou sekvenci Z a nesou
na svém 5 konci prost¥edek pro zachycenil na pevném
povrchu tak, Ze 5 konec templatu nukleové kyseliny a
primerd se véZe na pevny podklad,

(3) provedeni Jjedné nebo vice amplifikacnich reakci
nukleové kyseliny vazané na templétu tak, Ze se tvori

kolonie nukleové kyseliny.
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V daldim provedeni vyndlezu se ve druhém kroku metody dva
rlizné primery kolonii X smichaji s templatem nukleove
kyseliny. Upfednostfiuje se, aby sekvence primeru kolonii X
byly takové, Ze oligonukleotidova sekvence Z miZe hybridizovat
s jednim koloniovym primerem X a oligonukleotidova sekvence Y

je stejnd jako sekvence koloniovych primeru X.

V jiném provedeni vyndlezu oligonukleotidova sekvence Z je
komplementdrni s oligonukleotidovou sekvenci Y, ptilemz se
oznaduje jako Y'a koloniovy primer X je stejnd sekvence Jako

oligonukleotidova sekvence Y.

V dal3im provedeni vyndlezu koloniovy primer X muZe
obsahovat degenerovanou primerovou sekvenci a templat nukleoveé
kyseliny, ktery  obsahuje nukleovou kyselinu, jenz se
amplifikuje a neobsahuje oligonukleotidovou sekvenci 5" a 37

konce.

V jiném provedeni vynadlezu metoda =zahrnuje dal3i krok,
ktery umozfiuje alespoil jeden krok stanoveni sekvence jedné

nebo vice kolonii nukleotidové kyseliny vytvofené v kroku 3.

Vynadlez dale popisuje zpusob sekvenovani alespon jedné

nukleové kyseliny obsahujici nésledujici kroky:

(1) vytvoreni alespofi jednoho templdtu nukleové kyseliny
obsahujici  sekvenovanou nukleovou kyselinu, kde
uvedené nukleova kyselina obsahuje na 5"konci
oligonukleotidovou sekvenci Y a na 3 konci
oligonukleotidovou sekvenci Z a navic nukleova
kyselina nese na svém 5°konci prostfedek pro
zachyceni nukleové kyseliny na pevném povrchu,

(2) smichani uvedeného templatu nukleové kyseliny
s jednim nebo vice koloniovymi primery X, které mohou
hybridizovat s oligonukleotidovou sekvenci Z a nesou

na svém 5 konci prostfedek pro zachyceni na pevném
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povrchu tak, Ze 5 konec templatu nukleové kyseliny a
primert se vaZe na pevny podklad,

(3) provedeni Jjedné nebo vice amplifika&nich reakci
nukleové kyseliny na vézaném templatu tak, Ze se
tvori kolonie nukleové kyseliny,

(4) provedeni alespol jednoho kroku stanoveni sekvence
alespon jedné z vytvorenych kolonii nukleové

kyseliny.

V dalsim provedeni vynélezu 5’'konce templatu nukleové
kyseliny a koloniové primery nesou prost¥edek pro zachyceni
sekvenci nukleové kyseliny kovalentni vazbou na pevnem
povrchu. Uptfednostfiuje se, aby tento prosttedek vhodny pro
zachyceni kovalentni vazbou byla chemicky uprévitelné funkéni
skupina, Jjako Jje naptiklad fosfatova skupina, karboxylova
skupina nebo aldehydova skupina, thiol, hydroxyl a
dimethoxyltrityl (DMT) nebo aminoskupina, pricemz se

uprednostiiuje aminoskupina.

Nukleové skupiny, které se mohou amplifikovat podle
zplisobl podle vyndlezu zahrnujil DNA, napriklad genomovou DNA,
cDNA, rekombinantni DNA nebo libovolnou formu syntetické nebo
modifikované DNA, RNA, mRNA nebo libovolnou formu syntetické
nebo modifikované RNA. Uvedené nukleové kyseliny se mohou
1i%it v délce a mohou to byt fragmenty nebo mensi <asti
vét&ich molekul nukleové kyseliny. Uprednosthiuje se, aby
nukleové kyselina, kterd se bude amplifikovat, mé&la alespon 50
paril bazi a vice se upfednostiiuje 150 az 4 000 péard bazi.
Nukleové kyselina, kterd se bude amplifikovat miZe mit znamé
nebo neznamé sekvence a miZe byt v jednofeté&zcové nebo

dvoufretézcoveé formé. Nukleové  kyselina, kterd se Dbude

amplifikovat se muZe ziskat z libovolného zdroje.

Termin ,templat nukleové kyseliny“ zahrnuje entitu, ktera

obsahuje nukleovou kyselinu, jenz se amplifikuje nebo



12 Ptyel 10

sekvenuje v jednofet&zcové formé&. Jak se uvadi dale v textu

nukleovad kyselina, kterd se amplifikuje a sekvenuje, se miZe

také vyskytovat ve dvoufeté&zcové formé. Termin ,templéat
nukleové kyseliny™ podle vyndlezu mizZe zahrnovat
jednotetézcovou nebo dvouretézcovou nukleovou kyselinu.

Templaty nukleové kyseliny se mohou pouzit pfi metodé podle
vynalezu a mohou se vyskytovat v réznych délkéach.
Upfednostfiuje se, aby templaty obsahovaly alespon 50 part bazi
a vice se upfednostiiuje 150 aZz 4 000 para bazi. Nukleotidy,
které tvofi templat nukleové kyseliny mohou byt ptirozené se
vyskytujici nebo nepfirozené se vyskytujici nukleotidy.
Templaty nukleové kyseliny podle vynalezu obsahuji ne pouze
nukleovou kyselinu, ale mohou také dale obsahovat na 57a
3'konci kratké oligonukleotidové sekvence. Oligonukleotidova
sekvence obsazZena na 5 konci se nazyva sekvenci Y.
Oligonukleotidovd sekvence Y Jje znamou sekvenci a mbZe se
vyskytovat ve variabilni deélce. Oligonukleotidovd sekvence Y
vhodnd pro pouziti podle vynalezu obsahuje prednostné alespon
pé&t nukleotidl, p#icemZ se upfednostfiuje 5 az 100 nukleotidld a
vice se uptednostiiuje pribliZné 20 nukleotidd. P¥irozené a
neptirozen& se vyskytujici nukleotidy mohou byt pritomny
v nukleotidové sekvenci Y. Jak se uvadi shora v textu,
uprednostiuje se, aby sekvence oligonukleotidu Y byla stejna
jako sekvence koloniového primeru X. Oligonukletidova sekvence
obsasend na 3 konci templatu nukleové kyseliny podle vynalezu
se zde oznaduje jako Z. Oligonukleotidova sekvence 2 je znamou
sekvenci a muZe mit variabilni délku. Oligonukleotidova
sekvence 7 vhodnd pro pouZiti v metoddch podle vynalezu
obsahuje prednostné alespon pét nukleotidd, pricemZz se
upfednostiiuje 5 a 100 nukleotidd a vice se uprednostnuje
priblizné& 20 nukleotidu. PFirozen& nebo nepfirozené se
vyskytuijici nukleotidy se mohou vyskytovat v oligonukleotidove
sekvenci 2z. Oligonukleotidové sekvence Z se navrhla tak, ze

hybridizuje s jednim koloniovym primerem X a uptednostiiuje se,
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aby se navrhla tak, Ze je komplementarni s oligonukleotidovou
sekvenci Y, kterd se nazyvad sekvenci Y. Oligonukleotidove
sekvence Y a Z obsaZené na b5°a 3 konci templdtu nukleové
kyseliny se nemusi nachdzet na extrémnich koncich templéatu.
A&koli nukleotidové sekvence Y a Z se pfednostné nachazeji
blizko 5° a 3° koncll templdtu respektive templatd nukleovych
kyselin (napfiklad s 0 az 100 nukleotidy 5° a 3° konce).
Oligonukleotidové sekvence Y a Z se mohou proto nachazet
v libovolné poloze templatu nukleové kyseliny, ktera zahrnuje
sekvence Y a Z, a vyskytuji se na obou strandch. To znamena,

e lemuji sekvenci nukleové kyseliny, kterd se amplifikuje.

Termin ,templat nukleové kyseliny“ také =zahrnuje entitu,
kterd obsahuje nukleovou kyselinu, kterd se amplifikuje nebo
sekvenuje ve dvoufetézcové formé&. V pripade, Ze templat
nukleové kyseliny se vyskytuje ve dvoufretézcové forme,
oligonukleotidové sekvence Y a Z jsou obsaZeny na 5 a
3"koncich jednoho z Fetézcu. Druhy fetézec, coZ Jje zpusobeno
pravidly péarovani DNA, Jje komplementdrni se rfetézcem, ktery
obsahuje oligonukleotidové sekvence Y a Z a tak obsahuje
oligonukleotidovou sekvenci Z'na 5 konci a oligonukleotidovou

sekvenci Y 'na 3 konci.

Termin ,koloniovy primer“ znamend entitu, kterd obsahuje
oligonukleotidovou sekvenci, kterd Jje schopnd hybridizovat
s komplementérni sekvenci a iniciovat specifickou
polymerdzouvou reakci. Sekvence obsahujici koloniovy primer se
vybrala tak, Ze vykazuje maximdlni hybridizac¢ni aktivitu se
svou komplementarni sekvenci a velmli nizkou nespecifickou
hybridiza&ni aktivitu s libovolnou Jjinou sekvenci. Sekvence,
kterou je moZné pouZit jako koloniovy primer miZe zahrnovat
libovolnou sekvenci, ale pfednostné zahrnuje 57~
AGAAGGAGAAGGAAAGGGAAAGGG nebo 5" -CACCAACCCAAACCAACCCAAACC.
Koloniovy primer mGZe obsahovat 5 aZz 100 Dbazi, ale

up¥ednostiuje se 15 az 25 bazi. Primer maZe zahrnovat
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pfirozen& i nepfirozené se vyskytujici nukleotidy. Jeden nebo
dva rftzné koloniové primery se mohou pouzit pfi vytvofenl
kolonii nukleovych kyselin za pouZiti metod podle Vynélezu.
Koloniové primery vhodné pro pouZiti v pfitomnosti vynalezu

mohou také zahrnovat degenerované primerové sekvence.

Termin ,degenerované primerové sekvence“ zahrnuje kratkou
oligonukleotidovou sekvenci, kterd Jje schopna hybridizovat
s libovolnym fragmentem nukleové kyseliny nezévislé na
sekvenci uvedeného fragmentu nukleové kyseliny. Takové
degenerované primery nevyzZadujl pritomnost oligonukleotidové
sekvence Y nebo Z v templdtu nukleotidové sekvence, aby doslo
k hybridizaci, ac¢koli pouziti degenerovanych primerd pEi
hybridizaci S templatem obsarujicim oligonukleotidové
sekvence X nebo Y neni vylouceno. PFi pouZiti pri amplifikaéi
podle vynalezu, degenerativni primery musi hybridizovat se
sekvencemi nukleové kyseliny v templdtu v mistech, které jsou
vedle nebo lemuji sekvenci nukleové kyseliny, kterd se

amplifikuje.

Termin ,pevny podklad" znamené libovolny pevny podklad, na
ktery se mfiZe kovalentné zachytit nukleovd kyselina, jako jsou
napriklad latexové <Castice, dextranové <&éastice, polystyren,
polypropylenovy povrch, polyakrylamidovy gel, povrch tvoreny
zlatem, sklenény povrch a silikonové platky. Upfednostiiuje se,

aby pevnym povrchem byl sklenény povrch.

Termin ,prostfedky vhodné pro zachyceni nukleovych kyselin
na pevny podklad" zahrnuje chemické a nechemické zachyceni
zahrnujici chemicky modifikovatelné funkéni skupiny. Termin
,zachyceni® znamend imobilizaci nukleové kyseliny na pevnych
povrdich bud kovalentnim zachycenim nebo prostfednictvim
nevratné pasivni adsorpce nebo prostfednictvim afinity mezi
molekulami, imobilizaci na povrchu potaZeném avidinem.

Zachyceni musi byt dostatelné silné, aby se molekuly nedaly
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odstranit vymytim vodou nebo vodnym pufrem za podminek

denaturujicich DNA.

Termin ,chemicky upravitelné funkéni skupiny™ =zahrnuje
skupinu, jako fje treba fosfatova skupina, karboxylova nebo

aldehydova ¢é&st, thiol nebo aminoskupina.

Termin ,kolonie nukleové kyseliny“ znamend diskrétni
oblast obsahujici vice kopii teté&zce nukleové kyseliny. Ve
stejné kolonii miZe byt prfitomno vice kopii fetézce
komplementdrniho s fet&zcem nukleové kyseliny. Velké mnozZstvi
kopii Fet&zcl nukleové kyseliny, které tvofi kolonie jJsou
v obecném pifipadé& imobilizovany na pevném povrchu a mohou byt
v jednotetézcové nebo ve dvoureté&zcové forme. Kolonie
nukleovych kyselin podle vyndlezu se mohou vytvorit v raznych

velikostech a hustotdch v zavislosti na pouzitych podminkéach.
Upfednostiiovand velikost kolonii je od 0,2 pum do 6 pm, vice se

upfednostiiuje od 0,3 pm do 4 upm. Hustota kolonii nukleoveé
kyseliny vhodné pro pouZiti p#i metod& podle vynalezu Je Vv
typickém pripadé 10 000/mm® aZ 100 000/mm*. V&Fi se, Ze Je
moiné dosahnout vyd3i hustoty a to 100 000/mm® aZz 1 000 000/mm’
a 1 000 000/mm? aZz 10 000 000/mm?.

Metody podle vyndlezu se mohou pouzit k vytvofeni kolonii
nukleové kyseliny. Vynalez tak poskytuje Jjednu nebo vice
kolonii nukleotidové kyseliny. Kolonie nukleové kyseliny podle
vynalezu se mohou vytvofit z jediného imobilizovaného templatu
nukleové kyseliny podle vynadlezu. Metoda podle vynalezu
umoZfiuje souasnou produkci Ffady takovych kolonii nukleovych
kyselin, kdy ka?dé& miZe obsahovat odli3né imobilizované

ret&zce nukleové kyseliny.

Vynadlez dale popisuje velké mnoZstvi templatd nukleové
kyseliny, které obsahuji nukleové kyseliny, které se budou

amplifikovat, kde uvedené nukleové kyseliny obsahuji na svém
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5"konci oligonukleotidovou sekvenci Y a na 3"konci
oligonukleotidovou sekvenci 2 a navic nukleotidové kyseliny
nesou na svém 5 konci prostfedek pro zachyceni nukleové
kyseliny na pevny povrch. Upfednostiiuje se, kdyZz se velké
mnoZstvi templatl nukleovych kyselin smicha s velkym mnoZzstvim
koloniovych primeru X, které se mohou hybridizovat
s oligonukleotidovou sekvenci Z a nesou na 5 konci prostredek
pro zachyceni koloniovych primera na pevném povrchu.
Upfednostiiuje se, aby se velké mnoZstvi templatd nukleove
kyseliny a koloniovych primerl kovalentné véazalo na pevny

povrch.

V daliim provedeni podle vyndlezu se velké mnozstvi dvou
riznych koloniovych primerd X smichalo s velkym mnoZzstvim
templath nukleové kyseliny. Upfednostiuje se, aby sekvence
koloniovych primerd X Dbyla takova, Ze oligonukleotidova
sekvence 7 se muZe hybridizovat s jednim koloniovym primerem X
a oligonukleotidova sekvence Y je stejnd jako sekvence jednoho

koloniového primeru X.

V jiném provedeni podle vynalezu Je oligonukleotidova
sekvence 7 komplementérni s oligonukleotidovou sekvenci Y,
(Y') a velké mnoZstvi koloniovych primera X je stejnou

sekvenci jako oligonukleotidova sekvence Y.

Daldi provedeni vynalezu se popisuje velké mnozstvi
koloniovych primerua X obsahujicich degenerované primerové
sekvence a velké mnozstvi templata nukleové kyseliny
obsahujicich nukleové kyseliny, které se amplifikuji, a tyto
templaty neobsahuji oligonukleotidovou sekvenci Y nebo Z na

57a 3 konci.

Templaty nukleové kyseliny podle vyndlezu se mohou
pfipravit za pouZiti metod, které jsou standardni nebo bézné
v oboru. V obecném ptipadé se tyto metody zakladaji na

metodach genetického inZenyrstvi.



ssse
.
“rsevee

17

Nukleové kyseliny, které se budou amplifikovat, se mohou
ziskat za pouZiti metod, které jsou dobfe zndmy a Jjsou dobfe
zdokumentovany v oboru. Napriklad ziskdnim vzorku nukleové
kyseliny, jako je celkova DNA, genomovd DNA, cDNA, celkova
RNA, mRNA atd., metodou, kteréd je dobfe zndma a dobre
zdokumentovana v oboru a vytvcfenim fragmentl =z uvedenych
nukleovych kyselin napfiklad omezenym 3Stépenim restrikénimi

enzymy nebo mechanickymi zplsoby.

V typickém pripadé se nukleovd kyselina, kterd se mé
amplifikovat, ziskala jako dvoufetézcovéd forma. V pripadé, Ze
se nukleovid kyselina vyskytuje v jednofetézcové formeé, se
napfiklad mRNA nejdfive ptripravi jako dvoufetézcova forma
zpisobem, ktery je dobfe zndm v oboru, napfiklad za pouZitil
oligo-dT primerd a reverzni transkriptézy a DNA polymerazy. Po
té, co se ziska amplifikované nukleova kyselina
v dvoutet&zcové form& s vhodnou délkou, spoji se svymi konci
oligonukleotidové sekvence Y a Z. To =znamend, Ze se spojl
s obé&ma konci sekvence nukleové kyseliny a vytvori se tak
templat. To Jje moZné provést za pouziti metod, které Jsou
dobfe znadmy v oboru, jako je napfiklad ligace nebo zaclenéni
nukleové kyseliny, kterad se bude amplifikovat, do biologického
vektoru do mista, které je lemovéno vhodnou oligonukleotidovou
sekvenci. V jiném pfipadé, kdyZz je alesponn <cast sekvence
nukleové kyseliny, kterd se amplifikuje, Jje =zndma, mbZe se
pomoci PCR vytvofrit templat nukleové kyseliny obsahujici
oligonukleotidové sekvence Y a Z na 5° a 3° konci. Pfi PCR se
pouzZzivaji vhodné primery PCR, které zahrnuji sekvence
specificke pro amplifikovanou nukleovou kyselinu. Pred
zachycenim templdtu nukleové kyseliny na pevny povrch, se muze
pr¥ipravit jednofeté&zcovd forma za pouziti metod, které Jsou
dobfe znamy v oboru, napfiklad zahfanim na teplotu 94 °C a

rychlym ochlazenim na teplotu 0°C na ledu.
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Oligonukleotidova sekvence obsaZena na 5" konci nukleové
kyseliny m@Ze byt libovolnou sekvenci libovolné délky a je zde
oznacena jako sekvence Y. Vhodné délky a sekvence
oligonukleotidd se vybraly =za pouzitil dobfe znéamych metod.
Naptiklad oligonukleotidové sekvence zachycené kaZzdym koncem
nukleové kyseliny, ktera se bude amplifikovat, jsou
v normdlnim pripadé relativn& kratké nukleotidove sekvence
obsahujici 5 aZ 100 nukleotidd. Oligonukleotidovad sekvence
obsa’end na 3 konci nukleové kyseliny miZe byt 1libovolnou
sekvenci libovolné délky a je zde oznaCena Jjako sekvence 2.
Vhodné délky a sekvence oligonukleotidu se mohou vybrat za
pouziti  metod dobfe znadmych v oboru. Oligonukleotidoveé
sekvence obsahovaly na kaZdém konci nukleové kyseliny, ktera
se maji amplifikovat, v normdlnim ptipadé jde o relativné
kratké nukleotidové sekvence obsahujici 5 az 100 nukleotidd.
Tyto sekvence mohou hybridizovat s jednim z koloniovych
primerad X. Upfednostiiuje se, aby sekvence oligonukleotidove
sekvence Y byla stejna ﬁako jeden z koloniovych primera X.
Vice se upfrednostiuje, aby oligonukleotidové sekvence Z byla
komplementarni s oligonukleotidovou sekvenci Y(Y’)-a koloniové
primery X vykazuji stejnou sekvenci jako oligonukleotidova

sekvence Y.

Oligonukleotidové sekvence Y a Z podle vynalezu se mohou
pfipravit za pouZiti metod, ktere jsou standardni nebo bézné

v oboru nebo se mohou ziskat z béiZnych zdroja.

vV pripad& produkce templatd nukleové kyseliny podle
vyndlezu se mbZe zavést dalsi poZadovand nukleova kyselina
pomoci metody, kterd Jje dobfe zndma v oboru. Takové dalsi
sekvence zahrnuji napriklad mista, ktera rozeznavajil
restriké&ni enzymy nebo jisté znacky nukleovych kyselin, které
umoZnuji amplifikaci produktl dané sekvence templatu nukleové
kyseliny. Jiné poZadované sekvence zahrnuji sekvence zpétné

balené DNA, kterd tvori smycku nebo jinou sekundarni
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strukturu, kdyz se vyskytuje v jednotet&zcové formé&, ,fidici®
sekvence DNA, které Pridi interakce protein/DNA, Jjako Je
napriklad sekvence promotorové DNA, kterou rozeznava
polymerdza nukleové kyseliny nebo sekvenci operéatoru, kterou

rozeznavad protein vazajici DNA.

JestliZe existuje velké mnoZstvi sekvenci nukleove
kyseliny, které se amplifikuje, a pak zachyceni
oligonukleotidd Y a Z miZe probéhnout ve stejné nebo odlisné

reakci.

Kdy? se ptipravi templat nukleoveé kyseliny, muZe se
amplifikovat, pfed tim neZ se pouZije v metodédch podle
vynalezu. Takovad amplifikace miZe prob&hnout za pouZiti metod,
které jsou  dobre zZnamy v oboru, napriklad zac¢lenénim
templatové nukleové kyseliny do expresivniho vektoru a
amplifikaci ve vhodném biologickém hostiteli nebo amplifikaci
pomoci PCR. Tento amplifikacni krok neni v3ak podstatny,
protofe metoda podle vynalezu umoZfiuje, aby se v kolonii
nukleové kyseliny produkovalo velke mno?stvi kopil templéatu
nukleové kyseliny vytvofené =z jedné kopie templatu nukleové

kyseliny.

Uptednostiiuje se, aby 5 konec templatu nukleové kyseliny,
jak se popisuje shora v textu, se upravil tak, aby nesl
prostfedek pro kovalentni zachyceni templatt nukleové kyseliny
na pevny povrch. Takové prostredky mohou byt napfiklad
chemicky upravitelnd funkéni skupina, jako Jje napfiklad
fosfatovd skupina, karboxylova nebo aldehydova skupina, thiol
nebo aminoskupina. Nejvice se upfednostiiuje, kdyz se k uprave
5" konce nukleové kyseliny pouzije thiol, fosfat nebo

aminoskupina.

Koloniové primery podle vyndlezu se mohou pripravit za
pouziti metod, které jsou v oboru standardni nebo béiné.

V obecném pripadé koloniové primery podle vyndlezu budou
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syntetické oligonukleotidy vytvofené zplsoby, které jsou dobfe

znamy v oboru nebo se mohou ziskat z bé&Znych zdroju.

P¥i amplifikaci libovolné sekvence nukleové kyseliny se
mohou pouZit jeden nebo vice odlisnych koloniovych primeru.
Tim se tato metoda 1i%i a je vyhodn&jsi ve srovnéni s fadou
jinych  amplifikadnich metod znamych v oboru, které se
napriklad popisuji v dokumentu WO 96/04404, kde se ruzné
specifické primery musi navrhnout pro kazdou ur&itou sekvenci

nukleové kyseliny, kterd se bude amplifikovat.

Upfednostiiuje se, aby se 5 "konce koloniovych primeru podle
vynédlezu upravily tak, aby nesly prostfedek pro jejich
kovalentni zachyceni na pevném povrchu. Uptednostiuje se, aby
tento prosttedek pro kovalentni zachyceni byla chemicky
upravitelnad funkéni skupina, Jjak se popisuje shora v textu.
Je-1i to nutné koloniové primery se mohou navrhnout tak, aby
zahrnovaly dal3i poZadované sekvence takova, Jjako Jjsou mista
rozeznavana restrikdni endonukledzou nebo Jjiné typy mist
tépeni, jako je napfiklad Stépitelna mista na rybozému. Jiné
pozadované sekvence zahrnuji sekvence zpétnée balené DNA (ktera
tvofi smy&ky nebo jiné sekundarni struktury, kdyZz se vyskytuje
v jednofeté&zcové formé), ,Fidici® sekvence DNA, které Fidi
interakce protein/DNA, jako je napriklad sekvence promotorove
DNA, kterou rozeznava polymerdza nukleové kyseliny nebo

sekvenci operédtoru, kterou rozeznidva protein vadzajici DNA.

Imobilizace koloniového primeru X na podklad pomoci
5 konce vede k odstrandni 3 konce z podkladu tak, Ze koloniovy
primer je dostupny pro extenzi polymerdzou, pak probiha
hybridizace komplementarni oligonukleotidové sekvence obsazZené

na 3 konci templatu nukleové kyseliny.

Po té, co se syntetizuji templaty nukleové kyseliny a
koloniové primery podle vynalezu, smichaji se ve vhodném

pomé&ru tak, Ze kdyZ Jsou zachyceny na pevném povrchu ziska se
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vhodna hustota zachycenych templatd nukleové kyseliny a
koloniovych primerti. Upfednostiiuje se, aby Ccéast koloniovych
primertt ve smési byla vy38i nezZ S4st templatd nukleove
kyseliny. Upfednostiiuje se, aby pomér mno?stvi koloniovych
primerd k mnoZstvi templatu nukleové kyseliny byl takovy, Ze
kdyZz koloniové primery a templaty nukleové kyseliny se
imobilizuji na pevném povrchu tvoii se vrstva koloniovych
primert obsahujici velké mnoZstvi koloniovych primert, které
se nachazeji v priblizné v jednotné hustoté po celé nebo
definované plode pevné podpory, pricemz jeden nebo vice
templatl nukleové kyseliny se imobilizuje jednotlivé

v intervalech ve vrstvé koloniovych primeri.

Templaty nukleové kyseliny se mohou vyskytovat
v jednofetézcové formeé.. Mohou se také vyskytovat upln& nebo
tiastednd ve dvoutetézcové formé, bud s jednim nebo s obéma
upravenymi 5 konci tak, jak to umoZnuje zachyceni na povrchu.
V tomto pripadé po ukonceni procesu zachyceni Jje moineé
separovat Feté&zce zplsoby dobre znamymi v oboru, napfriklad
zahfanim na teplotu 94 °C a pak se fretézce odstrani promytim.
Je vhodné, aby v pripadé, Ze oba fetézce dvoufretézcovych
molekul reagovaly s povrchem a Jsou zachyceny na povrchu,
vysledek bude stejny Jjako v pripad&, kdy pouze Jeden fetézec
se zachytil a provedl se jeden amplifika&ni krok. Jinymi slovy
v pripade, e se zachytily oba fetézce dvoutetézcového
templatu nukleové kyseliny a oba Fet&zce se zachytily vzajemné
blizko sebe a je tuto situaci moZné rozlisit od vysledku, kdy
dojde k zachyceni pouze  Jjednoho feté&zce a uskuteénéni
amplifikace. Tak je mozné pouzit jednofetézcove i
dvoutet&zcové templaty nukleovych kyselin za néelem ziskat
templat nukleovych kyselin zachyceny na povrchu a vhodny pro

vytvoteni kolonii.

vVzdalenost mezi jednotlivymi koloniovymi primery a

jednotlivymi templaty nukleové kyseliny (a vzhledem k hustote
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koloniovych primerd a templatd nukleovych kyselin) Jje mozZné
#¥idit zmd&nou koncentrace koloniovych primerd a templatt
nukleovée kyseliny, které se imobilizujil na povrchu.
Preferovanad hustota koloniovych primert je alespon 1 fmol /mm?,
upfednostiuje se alespon 10 fmol/mm®, vice se uprednostnuje 30
a> 60 fmol/mm?. Hustota templat( nukleové kyseliny pro pouziti
v metod& podle vynalezu je v typickém ptipadé 10 000/mm? az 100
000/mm?. V&Fi se, Ze je moZné dosdhnout vy$si hustoty napriklad

100 000/mm? az 1 000 000/mm®* a 1 000 000/mm® aZ 10 000 000 /mm?

Naopak F¥izeni hustoty zachycenych templatd nukleové
kyseliny a koloniovych primert umoZiiuje Fidit koneény vznik
kolonii nukleové kyseliny na povrchu podpory. To Je zpusobeno
skutednosti, Ze jedna kolonie nukleové kyseliny muZe vzniknout
nasledkem zachyceni jednoho templdtu nukleové kyseliny, coZ
zaruduje, Ze koloniové primery podle vynalezu jsou pEitomny ve
vhodné poloze na pevném povrchu (popisuje se dédle v textu).
Hustota molekul nukleové kyseliny v jedné kolonii se maZze také

¥idit Fizenim hustoty zachycenych koloniovych primerd.

Po té, co se koloniové primery a templaty nukleové
kyseliny podle vynalezu imobilizuji na pevném povrchu ve
vhodné hustot&, mohou se pak vytvofit kolonie nukleové
kyseliny tim, Ze se provede vhodny pocet cyklli amplifikace na
kovalentné vazaném templatu nukleové kyseliny tak, Ze kazdéa
kolonie obsahuje vice kopii pavodniho imobilizovaného templatu
nukleové kyseliny a jeji komplementarni sekvenci. Jeden cyklus
amplifikace zahrnuje kroky hybridizace, extenze a denaturace a
tyto kroky sg v obecném pfipadé uskutechuji za pouziti cinidel

nebo podminek dobfe znamych v oboru vhodnych pro PCR.

Typickd amplifikaéni reakce zahrnuje vystaveni pevného
povrchu a zachyceného templatu nukleové kyseliny a koloniovych
primerd podminkam, které vyvolavaji hybridizaci primeru.

Napfiklad pasobeni teploty okolo 65 °c. Za uvedenych podminek
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oligonukleotidovd sekvence Z na 3’'konci templdtu nukleoveé
kyseliny hybridizuje s imobilizovanym koloniovym primerem X a
v pritomnosti podminek a <¢&inidel, které podporuji extenzi
primeru, coZ Jje napfiklad teplota okolo 72 °C, ptitomnost
polymerdzy nukleové kyseliny, napfiklad DNA polymerazy zavislé
na DNA nebo molekuly reverzni transkriptazy (to Jje DNA
polymeraza zadvisld na  RNA) nebo RNA polymerdzy plus
pritomnosti molekul nukleozidtrifosfatad  nebo libovolnych
jinych nukleotidovych prekurzord, napfiklad upravenych molekul
nukleozidtrifosfatu, se prodlouzi koloniovy primer adici
nukleotidd komplementdrnich se sekvenci templdtové nukleové

kyseliny.

P¥iklady polymerdz nukleové kyseliny, které se mohou
pouZ?it podle vynalezu, Jjsou DNA polymerdza (Klenow fragment,
T4 DNA polymeraza), tepelné stabilni DNA polymeraza
pochdzejici =z ruznych termostabilnich bakterii (Jako jsou DNA
polymerazy Tag, VENT, Pfu, Tfll), stejné jako jejich geneticky
upravené derivaty (TagGold, VENTexo, Pfu exo). MuZe se také
pouzit kombinace RNA polymerdzy a reverznil transkriptéazy,
pfiGemZ vznika amplifikace kolonie DNA. Upfednostiiuje se, aby
polymeraza nukleové kyseliny uZivand pro extenzi koloniovych
primerd byla stabilni za podminek vhodnych pro reakci PCR, to
znamena pri opakovanych cyklech =zahfivani a chlazeni pri
pouzivané denaturani teploté&, jejiZ hodnota jJe priblizné 94
°C. Upfednostiiuje se, aby pouZivand DNA polymeraza byla Tag

DNA polymeraza.

Upfednostnuje se, aby pouzZivané molekuly
nukleozidtrifosfatu byly deoxyribonukleotidtrifosfaty, jako
jsou napfiklad dATP, dTTP, dCTP, dGTP, nebo
ribonuklezidtrifosfaty, jako jsou napfiklad dATP, dUTP, dCTP,
dGTP. Molekuly nukleozidtrifosfitu se mohou vyskytovat

pfirozen& nebo se mohou syntetizovat.
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Po krocich hybridizace a extenze se podpora a zachycené
nukleovd kyselina vystavi pasobeni denatura&nich podminek
v pritomnosti dvou imobilizovanych nukleovych kyselin. Prvni
nukleovou kyselinou Jje poCatecni imobilizovany templat
nukleové kyseliny a druhou Jje nukleova kyselina, ktera Je
k nému komplementarni. Extenze probiha od jednoho
imobilizovaného koloniového primeru X. Pavodni imobilizovany
templat nukleové kyseliny a imobilizovany vytvoreny
prodlouZeny koloniovy primer jsou pak schopny iniciovat dalsi
kola amplifikace, pficemz se podklad vystavi daldim cyklum
hybridizace, extenze a denaturace. Vysledkem takovych dalsich
kol amplifikace povede ke vzniku kolonie nukleové kyseliny
obsahujici velké mnozZstvi imobilizovanych kopii templatové

nukleové kyseliny a jeji komplementarni sekvence.

Pocatedlni imobilizace templatoveé nukleové kyseliny
znamena, Ze templatova nukleova kyselina mazZe pouze
hybridizovat s koloniovymi primery lokalizovanymi ve
vzdadlenosti rovnajici se celkové delce templatové nukleove
kyseliny. Pak hranice kolonie vytvofené nukleové kyseliny je
omezena na relativné malou oblast, ve které se imobilizuje
poatedni templatova nukleova kyselina. Kdy? probihaji dalsi
kola amplifikace, to znamena hybridizace, extenze a
denaturace, vznikad jednou tolik kopii templatove molekuly a
syntetizuje se jeji komplement. Pak vytvofend hranice kolonie
nukleové kyseliny se bude schopna dale prodluZovat, ackoli
tato hranice je stéle omezena na relativné lok&lni oblast, ve

které se imobilizoval podatedni templéat nukleove kyseliny.

Schéma metody vytvofeni kolonie nukleoveé kyseliny podle
vynadlezu Jje zobrazeno na obrazku &. 1. Obrazek ¢&. 1(a)
zobrazue koloniovy primer X podle vynalezu (ukazuje se, Ze ma
sekvenci ATT) a templdt nukleové kyseliny podle vynalezu,
ktery obsahuje na 5'konci oligonukleotidovou sekvenci Y, zde

je zobrazena jako ATT a 3" konci oligonukleotidovou sekvenci Z,



25 ¢ T

zde zobrazenou jako AAt, kterd hybridizuje Jjako sekvence
koloniového primeru X. P¥i schematické reprezentaci  se
koloniovy primer X a oligonukleotidové sekvence Y a
7 zobrazuji tak, Ze obsahuji pouze tfi nukleotidy. V praxi Jje
vSak vhodné, aby se pouZila del$i sekvence. 5"konce obou
koloniovych primeri a templdtu nukleové kyseliny nesou
prosttedek pro zachyceni nukleové kyseliny na pevném povrchu.
To je na obrazku ¢&. 1 zobrazeno jako plné Ctverce. Tento
prostfedek zachyceni miize vést ke kovalentnimu nebo

nekovalentnimu zachyceni.

Pro jednoduchost je na obrazku 1l(a) zobrazen pouze jeden
koloniovy primer X a Jjedna templatova nukleovéd kyselina.
V praxi velké mnozZstvi koloniovych primerﬁ X bude pifitomno
s velkym mnoZstvim templatd nukleové kyseliny. Velké mnozZstvi
koloniovych primerd X miZe obsahovat dva odlisné koloniové
primery X. Pro jednoduchost vSak schématickad reprezentace
zobrazuje na obrazku &. 1 pouze Jjeden typ koloniového primeru
X se sekvenci ATT. Velké mnoZstvi templatd nukleové kyseliny
miife obsahovat rfizné sekvence nukleové kyseliny v centralni
tasti mezi oligonukleotidy Y a Z, ale obsahuje stejné
oligonukleotidové sekvence Y a Z na 5’a 3'koncich. Na obrazku
&. 1 je pro jednoduchost znazornén pouze Jeden druh templéatu
nukleové kyseliny, kde <Cast sekvence v centralni gasti Je

zobrazena Jjako CGG.

V pfitomnosti pevné podpory 5° konce obou templatl
nukleové kyseliny a koloniového primeru se vazou na podklad.
To je znazornéno na obrazku c¢. 1(b). Podklad a zachyceny
templat nukleové kyseliny a koloniové primery se pak vystavi
pisobeni podminek, které vyvolavajil hybridizaci primeru. Na
obridzku &. 1(c) je zobrazen templdt nukleové kyseliny, ktery
hybridizuje svkoloniOVYm primerem. Takova hybridizace je
umozZznéna skuteénosti, e oligonukleotidovd sekvence Z na

3 konci templatu nukleové kyseliny maze hybridizovat
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s koloniovym primerem. Pri schématické reprezentaci
oligonukleotidové sekvence 2 se ukazalo, e je komplementarni
s koloniovym primerem, ackoli v praxi skute&na komplementdrni
sekvence neni podstatnd. Hybridizace se mize objevit za
podminek, kterym jsou vystaveny templaty nukleové kyseliny a

koloniové primery.

Na obrazku &. 1(d) je zobrazeno stadium extenze primeru.
7za vhodnych teplotnich podminek a vrpfitomnosti DNA polymerazy
a doplné&ni nukleotidovych prekurzoru, jako je napriklad dATP,
dTTP, dCTP a dGTP, DNA polymerdza prodlouZila koloniovy primer

na jeho 3'konci za pouziti templatu nukleové kyseliny.

V ptipadé, Ze prodlouzeni primeru je tplné, =zobrazeno na
obrazku &. 1l(e), Jje pak moZné vidét, zZe se vytvoril druhy
mobilizovany fetézec nukleové kyseliny, ktery je

komplementarni s pocatecnim templdtem nukleové kyseliny. P¥i
oddéleni dvou Ffeté&zcd nukleové kyseliny, napfiklad zahfanim,
budou pPitomny dvé imobilizované nukleové kyseliny. Prvnil Je
podatedni imobilizovany templat nukleové kyseliny a druhou je
jeho komplementarni nukleova kyselina, kterd se prodlouzZila
z jednoho imobilizovaného koloniového primeru X, jak Jje mozné

vidé&t na obréazku ¢. 1(f).

Pavodni imobilizovany templat nukleové kyseliny a
imobilizovany prodloufeny vytvofeny koloniovy primer Je pak
schopen hybridizovat s Jjinymi pfitomnymi koloniovymi primery

(které jsou oznaceny jako koloniové primery 2 a 3 na obrazku

&. 1(g)) a po dalsim kole prodlouZeni primeru (obrazek ¢.
1(h)) a po separaci Ffetézce (obrazek 1(1)) vznikaji <&tyri
jednoduché imobilizované fetézce. Dva z nich obsahuji
sekvence, které odpovidaji  templatu pocatecni nukleové

kyseliny, a dva obsahuji feté&zce s nimi komplementarni.

Dal3i cykly amplifikace jsou zobrazeny na obrazku ¢. 1 a

po provedeni vznika kolonie nukleové kyseliny obsahujici velkeé
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mnostvi imobilizovanych kopii templatové nukleové kyseliny a

jeji komplementarni sekvence.

Je tak mo?né vidét, Ze metoda podle vynalezu umoznuje
vytvoreni kolonie nukleové kyseliny =z jednoho  templatu
imobilizované nukleové kyseliny a Ze velikost téchto kolonii
se miuZe 7idit zménou podtu cykll amplifikace, které je templat
nukleové kyseliny vystaven. Tak pocet nukleovych kyselin
vytvofenych na povrchu pevného podkladu zavisi na poctu
templatd nukleové kyseliny, ktera se na zaCatku imobilizuje na
podkladu, ptricemz vznikd dostatecny pocet imobilizovanych
koloniovych primert v lokalité kazdého imobilizovaného
templatu nukleové kyseliny. Z tohoto davodu se upfednostnuje,
aby pevny povrch, na ktery se koloniové primery a templaty
nukleové kyseliny imobilizuiji, obsahoval vrstvu
imobilizovanych koloniovych primer  pfi vhodné  hustoté
s templaty nukleove kyseliny imobilizované v intervalech

s vrstvou primeru.

Tak zvané autopaternovani kolonii nukleové kyseliny Jje
vyhodné ve srovnani s Ffadou metod, které jsou znamy Vv oboru.
Je mosné ziskat vy3si hustotu kolonii nukleovych kyselin, cozZ
je zpusobeno skutecnosti, Ze hustotu je moZné ridit regulaci
hustoty, pfi které se templaty nukleové kyseliny plavodné
imobilizuji. Takovéd metoda neni pak omezena napriklad tim, Ze
vykazuje specifické uspofddani primerud na uréité lokalni ploSe
podkladu a pak iniciuje tvorbu kolonii nanesenim wurc&itého
vzorku, ktery obsahuje templat nukleové kyseliny na stejne
plose primeru. Polet kolonii, které se mohou uspofadat za
pouziti metod dobfe znamych v oboru, (popisuje se napfiklad
v publikaci WO 96/04404, Mosaic Technologies, 1Inc.) Je pak
omezen hustotou/mezerami, pfi kterych se plochy specifickych

primerd mohou uspotadat v pocatelnim kroku.
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Tim, Ze je mozné ridit pocCatelni hustotu templatd nukleové
kyseliny a proto také je moZné ridit hustotu kolonii nukleové
kyseliny vytvofené z templatd nukleové kyseliny, Je mozné také
#idit velikost vytvorenych kolonii nukleové kyseliny a navic
hustotu templdtl nukleové kyseliny v jednotlivych koloniich,
pfi¢em? optimélni situace Jje moiné dosdhnout na pevném
podkladu dostate&né& velké velikosti, ktery obsahuje velky
potet amplifikovanych sekvenci, ccZ umoinuje naslednou analyzu

nebo monitorovani kolonii nukleové kyseliny.

Kdy? se vytvori kolonie nukleovych kyselin, miZe byt nutné
provést daldi krok, jako je napfiklad vizualizace kolonii nebo
stanoveni sekvence (popisuje se dale v textu). Vizualizace
kolonii maZe byt napfiklad nutnia, JestliZe Jje nezbytné
testovat kolonie vytvofené v pritomnosti nebo v nepfitomnosti
napfiklad celé nebo Casti urcitého fragmentu nukleové
kyseliny. V tomto pfipadé kolonie, ktere obsahuji urcity
fragment nukleové kyseliny by se mohl detekovat navrZenim
sondy nukleové kyseliny, ktera se specificky hybridizuje

s fragmentem nukleové kyseliny.

Takova sonda nukleové kyseliny se prednostné& znacl
detekovatelnou entitou, jako je fluorescenéni skupina, entita
obsahujici biotin (kterd se miZe napriklad detekovat inkubaci
streptavidinem znacenym fluorescencni skupinou), radioaktivni
znadku (kterad se mhZe zaclenit do sondy nukleové kyseliny
zplsoby, které jsou dobfe znamy v oboru a mohou se detekovat
na zakladé jejich radioaktivity napfiklad inkubaci se
scintila&ni kapalinou) nebo barvivem nebo jinym barvicim

¢inidlem.

V jiném pripadé takovd sonda nukleoveé kyseliny se nemusl
znadit a navrhne se tak, aby ptsobila jako primer vhodny pro

zadlenéni mnoistvi znadenych nukleotidd s polymerdzou nukleové
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kyseliny. Muze se tak provést detekce zadlené&né znacky a tak

se detekujli kolonie nukleovée kyseliny.

Kolonie nukleové kyseliny podle vyndlezu se pak pfipravuji
hybridizaci. Takova pfriprava zahrnuje oSetfeni kolonii tak, Ze
cely nebo cast templdtu nukleové kyseliny tvorici kolonie Je
pfitomen v jednofetézcové form&. Toho Je mozné dosdahnout
napfiklad teplotni denaturaci libovolné dvoufetézcové DNA
v koloniich. V jiném p¥ipadé se kolonie mohou o3etfit
restrikénimi endonukleazami, které jsou specifické pro
dvoufet&zcovou formu sekvence v templatové nukleové kyseliné.
Tak endonukledza miZe byt specifickd vi&i sekvenci obsaZené
v oligonukleotidové sekvenci Y nebo Z nebo vi&i jiné sekvenci,
kterd je pritomna v templatové nukleové kyseline. Po Stépeni
se kolonie zahteji tak, Ze dvoufetézcové molekuly DNA se
odd&li a kolonie se promyji, aby se odstranily nemobilizované
Fetézce tak, Ze v koloniich zustévéd =zachycena jednofetézcova

DNA.

Po ptipravé kolonii vhodnych pro hybridizaci se pak prida
ke koloniim zna&end nebo neznadend sonda za podminek vhodnych
pro hybridizaci sondy s jejich specifickou sekvenci DNA.
Takové podminky miZe stanovit odbornik =za pouziti metod

znamych v oboru a budou zaleZet na pfikladu sekvence sondy.

Sonda se pak mtZe odstranit teplotni denaturaci, jestlize
je to nutné, a pak se muZe hybridizovat a detekovat sonda
specifickd pro druhou nukleovou kyselinu. Tyto kroky se mohou

opakovat tolikrat, kolikrat je to nutné.

Znacené sondy, které hybridizuji s koloniemi nukleové
kyseliny se pak mohou detekovat za pouzitil zatizeni, které
zahrnuje vhodné detekéni zafizeni. Preferovany detekéni systém
pro fluorescenéni zna&ky je kamera s nabojovou vazbou (CCD),
kterd se v optimadlnim pZipadé spoji se zvétSovacim za¥izenim,

jako je napfiklad mikroskop. Za pouZiti takove technologie je
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moiné soucasnd paraleln& monitorovat velke mnozstvi kolonii.
Napfiklad za pouziti mikroskopu s CCD kamerou a s objektivem
se 10-ti nasobnym nebo s 20-ti nasobnym zvétdenim, Jje moiné
pozorovat kolonie na povrchu mezi 1 mm? a 4 mm?, které
odpovidaji monitorovéani 10 000 az 200 000 kolonii. Je Jjasné,

e tento polet poroste s vylepSenim optiky a s velikosti Cipt.

Alternativni metodou monitorovani vzniklych kolonil je
skenovani povrchu pokrytého koloniemi. Je mozné napiiklad
pouzit systémy, kde Jje moné soucasnd usporadat az 100 000 000
kolonii a zachyti se monitorovaci obrazek celého povrchu
kamerou CCD. Timto zpusobem je moZné vidét az 100 000 000

kolonii b&hem kratkého Casu.

Dile se muZe pouzit =za ucelem monitorovani koloniil
nukleové kyseliny podle vynalezu libovolné jiné zarizeni
umozfiujici detekci a prednostné kvantifikaci flucrescence na
povrchu. Také je moZné pouZit fluorescenéni zobrazovale nebo

konfokdlni mikroskopy.

vV pripad&, Ze znalky Jsou radioaktivni, pak Jje moZné

pouzit systém detekujicl radiocaktivitu.

P¥i metodédch podle vyndlezu se provede dalsi krok
umoZfujici alespoil jeden krok stanoveni sekvence alespon jedné
z vytvorenych kolonii nukleové kyseliny, coZz Jje moZné provést
za pouziti sekvenac¢ni techniky za pouziti 1libovolné vhodné
pevné faze. Napfiklad jednou metodou stanoveni sekvence, ktera
se muZe pouzit pf¥i stanovenl sekvence podle vynéalezu, zahrnuje
hybridizaci vhodného primeru, ktery se zde nazyva ,sekvenacni
primer®, s templatem sekvenované nukleové kyseliny, extenzi
primeru a detekci nukleotidu pouzivanych pfi prodlouzeni
primeru. Upfednostiuje se, aby nukleovd kyselina uzivana pro
prodlouZeni primeru se detekovala pfed pridénim dalsiho
nukleotidu, co? umoZiiuje postupné sekvenovani in situ

jednotlivych po sob& jdoucich bazi nukleové kyseliny.
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Detekce zadlené&nych nukleotidd se provadi tak, Ze se do
primeru extenzni reakce zacleni Jjeden nebo vice znacenych
nukleotidti. Mohou se pouZit libovolné vhodné detekovatelné
znac¢ky, Jako Je napriklad fluorofor, radioaktivni znaceni
atd.. Upfednostiiuje se pouZitil fluorescendni znacky. Stejne
nebo odlidné znacky se mohou pouZit v kazdém odlidném typu
nukleotidu. V pripadé, Ze znacCka Je fluorofor pro kaZdy
odlisny typ nukleotidu se pouzije stejné znacky, pak kazdé
za¢lenéni nukleotidu mizZe dojit ke kumulativnimu zvySeni
signalu detekovatelného pfi ur&ité vlinové délce. JestliZe se
pouzivaji odli3né znalky, pak tyto signaly se mohou detekovat

p¥i réznych vlnovych délkach.

Aby se umozZnila hybridizace vhodného sekven&niho primeru
se sekvenovanym templdtem nukleové kyseliny, pak templat se
vyskytuje v jednofeté&zcové formé&. V pripadé, e templaty
nukleové kyseliny umoznujici vytvorit kolonie nukleove
kyseliny Jjsou piitomny ve dvoufretézcové formé&, mohou se
zpracovat tak, aby vznikly templaty Jjednofetézcové nukleoveé
kyseliny za pouZiti metod, které jsou dobfe znamy Vv oboru,

napriklad denaturaci nebo Stépenim atd..

Sekvenadni primery, které hybridizuji s templatem nukleové
kyseliny a pouZivajl se pfi extenzi primeru, Jsou prednostné
kriatké oligonukleotidy, které ptribliZné obsahuji 15 az 25
nukleotid. Sekvence primerd se navrhla tak, Ze hybridizuji
s &4sti templatu sekvenované nukleové kyseliny, pificemz se
upfednostniuje, aby k tomu dos8lo za ptrisnych hybridizacénich
podminek. Sekvence primerih uzivanych pfi sekvenovani miZe mit
stejné nebo podobné sekvence tém, které Jjsou obsazZeny
v koloniovych primerech a které se pouzivaji pfi vzniku
kolonii nukleové kyseliny podle vynalezu. Sekvenadni primery

se mohou vyskytovat v roztoku nebo v imobilizované forme.
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Po té&, co se sekvenaéni primer navazal na templat nukleové
kyseliny, ktery se sekvenuje tak, Ze se vystavi vhodnym
podminkdm stanovenym metodami dobte znamymi v oboru, provede
se prodlouZfeni primerl, napfiklad za pouziti polymerazy
nukleové kyseliny a dodanych nukleotidd, pfricemz, alespon
nékteré se vyskytujl ve znalené formé a nastoli se podminky,
které Jjsou vhodné pro extenzi primeru. Mohou se pouzit
priklady polymerdz nukleové kyseliny a nukleotid, Jjak se

popisuje shora v textu.

Aby se odstranily nezaclenéné nukleotidy, které mohou
interferovat s néaslednymi kroky, Jje treba po kazdém kroku
prodlouZeni primeru zahrnout promyti. Po té, co se provedlo
prodlouZeni primeru, monitoruje se kolonie nukleové kyseliny
za G&elem stanoveni, zda znaleny nukleotid se za&lenil do
prodlouzeného primeru. Krok extenze primeru se pak opakuje za
G&elem stanoveni daldich a néaslednych nukleotidud zac¢lenénych

do prodlouZeného primeru.

Libovolné zafizeni, které umoZiuje detekci a pfednostné
kvantifikaci vhodného znacdeni, jako je napfiklad fluorescence
nebo radioaktivita, Jje moZné vyuzit p¥i stanoveni sekvence.
V pfipad&, Ze =znacCka Je fluorescendni molekula, Jje moZné
pouzit kameru CCD, kterd je spojena se zvétiovacim ptistrojem
(jak se popisuje shora v textu). Ve skutednosti zafizeni
pouZivané pfi stanoveni sekvence podle vynélezu maze byt
stejné Jjako ta zatlzeni, kterd se popisuji shora v textu a
jsou vhodna pro monitorovani kolonii amplifikované nukleové

kyseliny.

Detekéni systém se pfednostné& pouziva v kombinaci
s analytickym systémem za GCelem stanovit poCet nebo podstatu
nukleotidt za&len&nych v kazdé kolonii po kaZdém kroku extenze
primeru. Tato analyza, ktera se miZe provést bezprostfedné po

kazdém kroku prodlouZeni primeru nebo pozd&ji za pouzitl
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zaznamenanych dat umoZiiuje, aby se stanovila sekvence templatu

nukleové kyseliny v dané kolonii.

Jestlise stanovovand sekvence neni znédma, pak nukleotidy
aplikované v pfipadé dané kolonie se aplikuji obvykle
v uréeném poradi, ktery se pak opakuje po celou analyzu. Je to
naptiklad dATP, dTTP, dCTp, dGTP. Jestli?e stanovovana
sekvence je znama a znovu se sekvenuje, napfiklad pro ucely
analyzy, zda existuji malé rozdily, kterymi se sekvence 1isi
od znamé sekvence, pak sekvenacni proces je rychlejsi, kdyz se
v kazdém kroku sekvenace pfidaji nukleotidy ve vhodném pofadi,
které se zvoli podle znamé sekvence. Rozdily od dané sekvence
se pak detekuji tak, Ze nedojde k za&lendni jistych nukleotidd

pti ur&itém stadiu extenze primeru.

Tak je moZné videt, ze celé nebo Cast sekvence
amplifikovaného templdtu nukleové kyseliny tvofici urcité
kolonie nukleové kyseliny se maZe stanovit za pouziti metod

podle vynalezu.

V jiném provedeni vyndlezu se cela nebo cadstecna sekvence
vice Jjak jedné nukleové kyseliny stanovi urcenim celé nebo
tadsti sekvence amplifikovaného templdtu nukleoveé kyseliny,
kterd je pritomna ve vice jak jedné kolonii nukleové kyseliny.
Uptednostiuje se, aby se soucasné mohlo stanovit velké

mnoZzstvi sekvenci.

Provedeni stanoveni sekvence nukleovych kyselin za pouziti
metody podle vynédlezu je vyhodné, protoze je pravdépodobné, Ze
je zpusobeno skuteénosti, Ze velke mnozstvi kazdé sekvenované
nukleové kyseliny se vyskytuje v kazdé kolonii nukleovée
kyseliny podle vynadlezu. JestliZe Je to nutné, je moZné zvysit
spolehlivost tim, e se pouzije velké mnoZstvi kolonii
nukleové kyseliny obsahujici stejny templat sekvenované
nukleové kyseliny a pak stanoveni sekvence pro kazdé mnozstvi

kolonii a porovnani takto stanovenych sekvenci.
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Uptednostiiuje se, aby zachyceni koloniového primeru a
templatu nukleoveé kyseliny na pevny povrch bylo termostabilni
pri teploté, které se podklad vystavi béhem amplifikac¢ni
reakce nukleové kyseliny. Je to napfiklad teplota az pribliZné
100 °C, napfriklad pfibliZné 94 °C. Uptednosthiuje se, aby

zachyceni bylo kovalentni.

V jiném provedeni vynalezu kovalentni navazani koloniovych
primertd a templatu nukleové kyseliny na pevny podklad se
vyvolavé sitovacim &inidlem, Jjako Jje napfiklad l-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)—karbodiimidhydrochlorid (EDC) ,

sukcinanhydrid, fenyldiizothiokyanat nebo maleinanhydrid nebo

heterobifunkdni sitovaci &inidlo, Jjako Je napfiklad m-
maleimidobenzoyl—N—hydroxysukcinimidester (MBS) , N-
sukcinimidyl—[4—jodoacetyl]aminobenzoét (SIAB), sukcinimidyl-4-
[N—maleimidometyl]cyklohexan—l—karboxylét (sMCC), N-y-

maleimidobutyryloxy-sukcinimidester (GMBS) , sukcinimidyl-4-[p-
maleimidofenyl]outyrdt (SMPB) a odpovidajici sulfoslouceniny
(ve vod& rozpustné). preferovana sitovaci &inidla vhodna pro

pouziti podle vynalezu jsou s-SIAB, s-MBS a EDC.

V dalsSim provedeni vynalezu pevny podklad ma
derivatizovany povrch. V jiném provedeni vynalezu
derivatizovany povrch pevného podkladu se nésledné upravuje
bifunkdnimi sitovacimi skupinami, aby vznikl funk&ni povrch,

prednostné reaktivnimi sifovacimi skupinami.

Termin ,derivatizovany povrch® zrnamena povrch, ktery se
upravil chemickymi reaktivnimi skupinami, Jjako Je naptiklad

aminoskupina, thiolova nebo akrylatova skupina.

Termin ,funkéni povrch" znamena derivatizovany povrch,
ktery se upravil specifickymi funk&nimi skupinami, jako Jjsou

napfiklad maleinové nebo sukcinové funkéni ¢asti.
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V metodé podle vynéleiu, kterou je mozZné pouZit pEi
jistych aplikacich, =zachyceni koloniovych primerl a templatl
nukleové kyseliny na pevny podklad splnilo ZFfadu pozadavku.
Idealni zachyceni by nemélo byt ovlivnéno vystaveni vysoké
teplot& a opakovanému prochazeni cykly zah?Pati/ochlazeni, coz
se pouzivad pfi béhem amplifikace nukleové kyseliny. Podklad by
m&l umosnit =ziskani hustoty zachycenych koloniovych primerd
alesponn 1 fmol/mm?, uptednostfiuje se hustota 10 fmol/mm?, vice
se upPednostiiuje 30 aZ 60 fmol/mm’. Idedlni podklad by mél
vykazovat jednotny rovny povrch s nizkou hodnotou fluorescence
pozadi a mé&l by byt také teplotné stabilni (nemél Dby se
deformovat). Pevné podklady, které umoZnuji pasivni adsorpci
DNA na jistych typech plastickych a syntetickych
nitrocelulézovych membrén, nejsou vhodné. Pevny podklad by se

m&l pouZit pouze jedenkrat a nemél by byt nakladny.

7 t&chto davodd pevny podklad miZe byt libovolny pevny
podklad, na ktery se muZe zachytit nukleova kyselina. MizZe to
byt napriklad latexové Céstice, castice dextranu,
polystyrenovy a polypropylenovy povrch, polyakrylamidovy gel,
povrchy tvofené zlatem, sklenéné povrchy a platky silikonu.
Upfednostiiuje se, aby pevny podklad byl sklené&ny povrch a
zachyceni nukleovych kyselin na tento povrch Jje proveden

kovalentni wvazbou.

Kovalentni navazani koloniovych primerd a templatl
nukleové kyseliny na pevny podklad se mlze provést za pouziti
metod, které Jjsou znadmy v oboru. Napriklad epoxysilan-amino
kovalentni navazani oligonukleotidd na pevné podklady, jako
jsou porézni sklené&né Céastice, které se pouzivaji p¥i in situ
syntéze oligonukleotidl (prostrfednictvim pripojeni 3 konce) a
také se upravily pro zachyceni oligonukleotidu 5 konce.

Oligonukleotidy wupravené na 5°konci pomoci karboxylové a
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aldehydové skupiny se kovalentné zachytily na latexovych

S4sticich upravenych hydrazinem (Kremsky et al., 1987).

Jiné pfristupy vhodné pro zachyceni oligonukleotidd na
pevnych povr$ich Je pouziti sitovaciho &inidla, Jjako Jje
sukcinanhydrid, fenylizothiokyanat (Guo et al., 1994) nebo
maleinanhydrid (Yang et al., 1998). Jinym velmi pouzivanym
sitovacim ¢&inidlem Je l—etyl—3—(3—dimetylamonipropyl)karbo—
diimidhydrochlorid  (EDC). Chemie EDC se poprvé popisuje
v publikaci Gilham et al., (1986). Uvadi se, e templéty DNA
se zachyti na papir (celuldzu) prostfednictvim termindlni
fosfatové skupiny na 5°konci. Za pouziti chemie EDC se pouzily
jiné podklady. Jsou to napfiklad latexove Sastice (popisujl se
v publikaci Wolf et al., 1987 a Lund et al., 1988),
polystyrénové mikroprohlubné (popisuje se v publikaci
Rasmussen et al., 1991), sklo s urdenou velikostl péri
(popisuje se V publikaci Ghosh et al., 1987) a molekuly
dextranu (Gangeras et al., 1987). Kondenzace oligonukleotidﬁ
s upravenym 5 -koncem S &inidlem zprostfedkovana karbodiimidem
se popisuje V publikaci Chu et al., (1983) a Egan et al.,

(1982) v pripadé fosfatové skupiny, kterou se upravil 5" konec.

Vysledkem zachyceni oligonukleotidu prosttednictvim
5 konce za pouZiti karbodiimidd se mize doséhnout 60 %, ale
nespecifického zachyceni prostfednictvim vnit¥nich nukleotidd
oligonukleotidu. V publikaci Rasmussen et al., (1991) se
popisuje zvySenl a? 85 % specifické zachycenl prostfednictvim
5" konce derivatizaci povrchu za pouziti sekundarnich

aminoskupin.

V publikacich se popisujil vyhody hetero-bifunkénich
sitovacich &inidel. Hetero nebo monobifunkéni sitovaci ¢inidla
se &iroce ©pouzivajil pfi ptiprave konjugatovych molekul
peptidovych nosicu (peptid-protein) za ucelem zesilit

imunogenitu u zvifat (Peeters et al., 1989). U veétsiny téchto
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Zinidel se popisuje, Ze tvofi stabilni kovalentni vazby ve
vodném roztoku. Tato sitovaci &inidla se pouzila p¥i navazani

DNA na pevny podklad pouze v jednom bodé molekuly.

V publikaci Chrisey et al., (1996) se popisuje studie
G&innosti a stability zachyceni DNA na pevné fazi za pouziti
Zesti ruznych heterobifunkénich sitovacich &inidel. V tomto
pfikladu se zachyceni projevi pouze na 5 konci oligomerl DNA
upraveného thiolovou skupinou. Tento typ zachycenl se takeé
popisuije v publikaci O’Donnell-Malcney et al., (1996).
Popisuje se zachyceni cill DNA v sekvencni analyze MALDI-TOF a
v dokumentu EP-A-665293 Hamamatsu Photonics F.K. company Se€
popisuje stanoveni sekvence bazil nukleové kyseliny na pevném

povrchu.

Provedlo se nékolik studii, které hodnoti termalni
stabilitu zachyceni oligonukleotidd na pevném podkladu.
Chrisey et al., (1996) popisuje, Ze Vv pripadé sukcinimidyl-4-
[p-maleimidofenyl]butyratoveé sitovaciho ¢inidla (SMPB) se
uvolnilo ze sklen&ného povrchu skoro 60 % molekul béhem
o%et¥eni teplem. V tomto pripadé se vsak nepopisuje termalni

stabilita jinych ¢inidel.

Za ucelem vytvorit kolonie nukleové kyseliny
prostfednictvim amplifikac¢ni reakce na pevné fazi, Jak se
popisuje v této prihléasce, koloniové primery a templaty
nukleovych kyselin se specificky =zachyti svymi 5"konci na
pevném povrchu, pricemz se uptednostiuje sklo. Sklené&ny povrch
se miZe derivatizovat reaktivnimi aminoskupinami silanizaci za

pouziti aminocalkoxysilanu.

Vhodna silanova ¢inidla zahrnuji
aminopropyltrimetoxysilan, aminopropyltrietoxysilan a 4-
aminobutyltrietoxysilan. Sklenéné povrchy se mohou  také

derivatizovat jinymi reaktivnimi skupinami, Jjako je naptiklad
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akrylatova skupina nebo epoxyskupina za pouZitil epoxysilanu,
akrylatsilanu a akrylamidsilanu. Nasleduje derivatizacéni krok,
pficemZz molekuly nukleové kyseliny (koloniové primery nebo
templaty nukleové kyéelinyj vykazuji na svém 5“konci chemicky
upravitelnou funkéni skupinu. Je to napfiklad fosfatova,
thiolovd nebo aminoskupina, které& Jsou kovalentné zachyceny na
derivatizovaném povrchu. sitovacim éinidlem, jak se popisuje

shora v textu.

V jiném pripadé krok deri&étizace je nasledovan zachycenim
bifunk&niho sitovaciho &inidla na povrchovych aminoskupinach,
pficemz vznikajl upravené funkéni povrchy. Molekuly nukleovych
kyselin (koloniovy primer nebo fempléty nukleové kyseliny),
které vykazuji na 5'-konci fosfétovou, thiolovou skupinu nebo
aminoskupinu pak reaguji s funkcnim povrchem za vzniku

kovalentni vazby mezi nukleovou kyselinou a sklem.

Potenciondlni sitovaci ¢inidla a <¢inidla vhodnd pro
zavedeni se mohou pouZit pri kovalentnim zachyceni
DNA/oligonukleotidu na pevném povrchu a zahrnuji 1-etyl-3-(3-

dimetylaminopropyl)—karbodiimidhydrochlorid (EDC), sukcinan-

hydrid, fenyldiizothiokyanat nebo maleinanhydrid nebo
heterobifunk&ni sitovaci <¢inidlo, jako je napfiklad m-
maleimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidester (MBS), N-sukcinimi-
dyl-[4-jodoacetyl]aminobenzoat (SIAB), sukcinimidyl-4-[N-

maleimidometyl]cyklohexan-l-karboxylat (SMCC), N-y-maleimidobu-
tyryloxy-sukcinimidester  (GMBS), sukcinimidyl-4-[p-maleimido-
fenyl]outyrat (SMPB) a odpovidajici sulfosloucCeniny, které jsou
rozpustné ve vodé&. Preferovana sitovaci &inidla podle vynéalezu
jsou s-SIAB, s-MBS a EDC. s-MBS Je maleimidsukcinimidovy
heterobifunkéni sitovacl ¢inidlo a s—-SIAB je
jodoacetylsukcinimidové heterobifunkéni sitovaci ¢inidlo. Obé
tyto ¢éinidla jsou schopny tvorit kovalentni vazbu se skupinami

SH a primarnimi aminoskupinami. EDC Je karbodiimidové ¢&inidlo,
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které zprostredkovava kovalentni zachyceni fosfatové skupiny a

aminoskupiny.

Koloniové primery a templaty nukleovych kyselin se
v obecném pripadé modifikuji na svém 5 konci fosfatovou
skupinou nebo primarni aminoskupinou (napfiklad sitovacim
Zinidlem EDC) nebo thiolovou skupinou (v pfipadé linkeru s-

SIAB nebo s-MRS).

Vyndlez dale poskytuje pevny podklad, na ktery se pripoji
velké mno¥stvi koloniovych primera X, jak se popisuje shora
v textu a alespoii jeden templdt nukleové kyseliny, Jjak se
popisuje shora v textu, kde uvedené templaty nukleové kyseliny
obsahuji na svych 5 koncich oligonukleotidovou sekvenci Y, jak
se popisuje shora v textu, a na svych 3 koncich obsahuji
oligonukleotidovou sekvenci Z. Upfednostiiuje se, aby se na
pevny podklad, kterym Je s vyhodou sklo, zachytilo velkeé
mnozstvi templatl nukleové kyseliny. Uptrednostriuje se, aby
zachyceni templatl nukleové kyseliny koloniovych primerd na
pevném povrchu byla kovalentni. Uskute&nénim jednoho nebo vice
cyklt amplifikace nukleove kyseliny na imobilizovaném templatu
nukleové kyseliny za pouziti metod, Jak se popisuje shora
v textu, se mohou vytvofit kolonie nukleové kyseliny podle
vynalezu. Vyndlez dale popisuje podklad obsahujici Jednu nebo
vice kolonii nukleové kyseliny podle vynalezu. Vyndlez dale
popisuje pouZiti pevnych podkladd podle vynadlezu v metodach
amplifikace nukleové kyseliny nebo sekvenovani. Takové metody
amplifikace nebo sekvenace nukleové kyseliny =zahrnuje metody

podle vynélezu.

Vynalez dale popisuje pou?iti derivatizovaného nebo
funk&niho podkladu, prfipraveného zpusobem, Jjak se popisuje
shora v textu pfi metodadch amplifikace a sekvenovani. Takové
metody amplifikace a sekvenovani nukleovych kyselin zahrnuji

metody podle vynalezu.
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Vynadlez dale popisuje pfistroj pro pfovedeni metod podle
vynadlezu nebo pfistroj pro produkci pevného podkladu, ktery
obsahuje kolonie nukleové kyseliny podle vynalezu. Takovy
pfistroj mazZe napfiklad obsahovat velké mnoZstvi templatu
nukleové kyseliny a koloniovych primerd podle vynalezu
vazanych pfednostné& kovalentnl vazbou na pevny podklad, Jjak se
popisuje shora v textu, spolu s polymerdzou nukleové kyseliny,
s velkym mnoZstvim nukleotidovych prekurzorti, jak se popisuje
shora v textu, pricemz <&&st z nich se miZe znadit a maze
obsahovat prosttfedek pro fizeni teploty. V jiném pripadé mtzZe
pfistroj obsahovat napriklad podklad obsahujici Jjeden nebo
vice kolonii nukleové kyseliny podle vynalezu. Upfednostiuje
se, aby pristroj také obsahoval detek&ni prostredky pro
detekci a rozliZeni signalt z jednotlivych kolonii nukleovych
kyselin uspofadanych na pevném povrchu za pouziti metod podle
vynadlezu. Takové detekinil prostfedky mohou zahrnovat zatizeni
s vazanym nébojem, které je operativné spojeno se zvét3ovacim

zatrizenim, jako je mikroskop, jak se popisuje shora v textu.

Upfednostiiuje se, aby libovolny pfistroj podle vynalezu

byl automaticky.

Vynédlez popisuje YeSeni a potreby védcu v oboru
biotechnologii, které Jjsou smérovany do odvétvi genomy,
farmakologie, vyvoje drog, charakterizace potravin a typovani
genti. Takova metod se miZe aplikovat napfiklad pri sekvenovani
a opétném sekvenovani, diagnostikovani a testovani,
monitorovéni genové exprese, pfi profilech genové diversity,
zkoumani a hodnoceni polymorfizmu celého genomu, pIi vytvoreni
genomovych  sklicek (cely genom pacienta se nanese na

mikroskopické sklicko) a sekvenovani celého genomu.

Vynalez se miZe pouZit pfi sekvenovani a opétném
sekvenovani nukleové kyseliny, kde jsou napfiklad geny

specificky amplifikovany do kolonii za G&elem uplného
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sekvenovani DNA. Opétna sekvenace genu umozfiuje identifikaci
vdech znamych a novych genetickych polymorfizmi zkoumanych
gen. Amplifikace se pouziva pfi diagndze onemocnéni a

genetické identifikaci ivych organizmi.

P¥i pouZiti vynadlezu prIl diagnostikovani a testovani se
mohou amplifikovat celé genomy nebo frakce do kolonii za
Ucelem sekvenovani DNA znamych polymorfizmi jediného
nukleotidu (SNP). Identifikace SNP nachazi pouziti ve vyzkumu
v oboru mediciny za ulelem identifikovat faktory genetickych
poruch spojenych s onemocnénim. Typovani genll pomocl SNP také
nachézi uplatnéni pfri diagnostikovéni v oboru farmacie, coZ se
vyuziva pfi identifikaci a 1é&bé& pacientlt pomoci specifickych

1ékt.

Pouziti vynalezu pri tvorenil profild genetické diversity
se mohou identifikovat amplifikaci vzorku DNA do kolonii a
naslednym sekvenovanim DNA specifickych zna&ek v pfipadé kazdé
jednotlivé genetické entity populace napfiklad organizml nebo
bun&k nebo tkané. Timto zpisobem se miZe definovat geneticka
diverzita vzorku stanovenim pocétu znaCek Ppro jednotlivou

entitu.

Pouziti podle vyndlezu pfi monitorovdni exprese gJgenu, Se
exprimované molekuly mRNA tkané nebo zkoumaného organizmu
prem&ni na molekuly cDNA, které se amplifikuji do sady kolonii
za U&elem sekvenovani DNA. Frekvence kolonii, které koédujil
danou mRNA je Um&rna frekvenci molekul mRNA pfitomnych
v po&atedni tkéni. Aplikace monitorovani genové exprese se€

zahrnuje do bio-medicinského vyzkumu.

Mikroskopickd skli¢ka nesoucl cely genom (genomova
sklicka), kde cely genom Zivého organizmu je pritomen v poctu
kolonii DNA, ktery Jje dostatelny, aby obsahoval véechny
sekvence uvedeného genomu. Tyto sklicka se mohou ptipravit za

pouziti metod podle vynalezu a mohou predstavovat genetickeé
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karty libovolného Zivého organizmu. Genetické karty nachazeji
uplatnéni ve vyzkumu oboru mediciny a genetické identifikaci

7ivych organizml, které se vyuzivaji v prumyslu.

Vynadlez se také mbZe pouzit k provedeni sekvenace celého
genomu, kde cely genom Zivého organizmu se amplifikuje jako
sada kolonii pro sekvenovani rozsahlé DNA. Sekvenovani celého
genomu umozfiuje napfiklad 1) pfesnou identifikaci genetickych
kmenti libovolného Zivého organizmu, 2) =zkoum&ni novych genl
kébdovanych v genomu a 3) zkoumani novych genetickych

polymorfizmb.

Aplikace vynadlezu nejsou omezeny na analyzu vzorki
nukleové kyseliny z jednotlivého organizmu nebo pacienta.
7na&ky nukleovych kyselin se mohou zaclenit do templatl
nukleovych kyselin a mohou se tak amplifikovat, ptilemZz pro
kazdy organizmus nebo pacienta Jje moZné pouzit odlidné znacky
nukleovych kyselin. Tak v pfipadé, Ze se stanovi sekvence

amplifikované nukleové  kyseliny, maze se také stanovit

sekvence zna&ky a puvod identifikovaného vzorku.

Vynalez dale popisuje pouzitl metod podle vyndlezu nebo
kolonii nukleové kyseliny podle vynélezu nebo velkého mnozstvi
templat® nukleovych kyselin podle vynadlezu nebo pevnych
podkladd podle vynadlezu, které se pouzivaji pri ptiprave
molekul nukleové kyseliny za uUcelem sekvenovani, monitorovani
genoveé exprese, stanoveni profill genetické diversity,
diagnostikovani, testovani, sekvenovani celého genomu,
zkoumani polymorfizmu celého genomu a hodnoceni a pIipravy
sklicek s celym genomem (to znamena cely genom jednotlivce na
jednom podkladu) nebo se mohou pouzit p¥i libovolné Jjiné
aplikace, ktera zahrnuje amplifikaci nebo sekvenovani

nukleovych kyselin.

Vynédlez dale poskytuje sadu vhodnou pro pouziti pfi

sekvenovani, opétném sekvenovani, monitorovani exprese genu,
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stanoveni profilu genetické diversity, testovani, sekvenovani
celého genomu, zkoumadni a hodnoceni celého genomu nebo
libovolnou jinou aplikaci zahrnujici amplifikaci nebo
sekvenovani nukleovych kyselin. Tento kit 'obsahuje velké
mno¥stvi templath nukleové kyseliny a koloniovych primeru

podle vyndlezu vazanych na pevném podkladu.

Pfehled obrazkl na vykrese

Na obrazku &. 1 je zobrazeno schéma metody vhodné pro
vytvofeni kolonie nukleové kyseliny, jak se popisuje v jednom

provedeni vynéalezu.

Na obrazku &. 2 je zobrazeno schéma pripravy templatu a

nédsledné zachyceni na pevny povrch.

Na obrazku &. 2a je znazornéna pfiprava templatd A, B a B’
obsahujici sekvence koloniovych primerd. Za pouziti PCR
primert TPl a TP2 se z genomove DNA vytvofil templat o
velikosti 3,2 Kb. Templaty A . (obsahujici 854 bp) a B
(obsahujici 927 bp) se vytvofily =za pouziti PCR primert
TPA1/TPA? nebo TPB1/TPB2. Oligonukleotidy TPAl a TPBl se maji

upraveny 5° konec a to bud fosfatovou nebo thiolovou skupinou,

které slou?i k naslednému zachyceni (*). Ziskane templéty
obsahuji sekvence odpovidajici koloniovym primertm CPl a/nebo

CP2. 11 exont genu se zde nazyva jako El aZ Ell.

Na obrazku Cc. 2b je <zobrazeno chemické zachyceni
koloniovych primer a templdtd na sklenény povrch. Je zde

zobrazena derivatizace pomoci ATS (aminopropyltrietoxysilan).

Na obrazku &. 3 Jjsou zobrazeny kolonie DNA vytvorené
z koloniového  primerul. Obrazek  zobrazuje pocet  kolonii

pozorovanych v poli pod 20-ti nasobnym zvétdenim, jako funkci
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koncentrace templatu véazaného na sténu. NejniZ3i koncentrace

detekovatelného templatu je 1074 M.

Na obrazku &. 4 je zobrazena diskriminace mezi koloniemi,

které pochazi z dvou rlGznych templati.

Na obrazku &. 4a se nachdzi zobrazeni kolonii vytvoFfenych

z obou templatd a negativnich kontrol.

Na obrazku &. 4b jsou zobrazeny kolonie pochazejici z obou
templat® ve stejné poloze ve stejné prohlubni, které se

zviditelnily dvéma ruznymi barvivy, a negativni kontroly.

Na obrazku &. 4c jsou zobrazeny soufadnice obou typl
kolonii v pod-sekci pole viditelného v mikroskopu. Jsou zde

také zobrazeny kolonie z ruznych templatl, které se neshoduji.

Na obrazku &. 5 jsou zobrazeny schémata templatu nebo
zachyceni oligonukleotidl na sklo. Krok A je pak derivatizace
povrchu, pricemZ povrch sklenéného sklicka se oSetfi kyselym
roztokem, aby se zvy3il polet volnych hydroxylovych skupina na
povrchu skla. Pfipravend sklicka se ponori do roztoku
aminosilanu. Zkratka ATS predstavuje aminopropyltrietoxysilan.
Krok B: Bl nebo B2 pak znamené funkcionalizaci sklené&ného
povrchu se sitovacimi ¢inidly a pak nasleduje zachyceni
oligonukleotidu. Aminoskupina reaguje se sitovacim ¢inidlem
prostfednictvim amidové vazby, coZ odpovida kroku Bl. Zkratka
s-MBS znamend sulfo-m-maleimidobenzoyl-N-
hydroxysukcinimidester a zkratka s-SIAB znamena sulfo-N-
sukcinimidyl[4-jodoacetyl]laminobenzodt. Krok B2:
oligonukleotidy (oligonukleotidy s modifikovanym 5" koncem, kde
se vyskytuje thiolova skupina) se zachyti na povrchu
prostfednictvim vytvofeni kovalentni vazby mezi thiolem a
dvojnou vazbou maleimidu. Fosfatem pufrovany fyziologicky

roztok obsahuje PBS, 0,1 M NaH,PO4, pH6,5, 0,15 M NaCl). Krok
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B3 zahrnuje zachyceni oligonukleotidld za pouziti EDC a
imidazolu. 5 konec fosfatem upravenych oligonukleotidd reaguje
s imidazolem v pfitomnosti EDC za vzniku 5°-
fosforimidazolidovych derivatl (neni zobrazeno). Derivaty
tvori fosforamidat vézany s aminoskupinami derivatizovaného
sklen&ného povrchu. Zkratka EDC znamena l-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)-karbodiimidhydro—chlorid.

Na obrazku &. 6: je zobrazen graf, kde pocet kolonii
pozorovany v poli mikroskopu pfi zvét3eni 20 x Jje funkci
koncentrace templétu vazaného na sténu. Templat DNA se vazal
v ruznych koncentracich bud prostfednictvim spojovaciho
prost¥edku (EDC) na povrch skla derivatizovaného aminoskupinou
(A) nebo na sklenény povrch funkcionalizcvany s-MBS (B).
Kolonie s dvoufet&zcovou DNA se podrobily Stépeni restrikénimi
enzymy a ziskaly se jednotlivé retézce hybridizované
s komplementarnim oligonukleotidem znacené fluorescentni

molekulou cy5.

Na obrazku &. 7 je zobrazen priklad sekvenovani in situ

kolonii DNA vytvofenych na skle.

Na obréazku &. 7a je zobrazen vysledek po inkubaci s Cy5™
-dCTP se vzorkem, ktery se neinkuboval s primerem pl8l. Je
mo#né vidé&t pét rozmazanych bodl, coz ukazuje, 7e dochézi k ne
p¥ilisd dramatickému ruSivému ucinku (jako je sréazeni agregatu
Ccy5™ -dCTP, adsorpce nebo jednoduSe nespecifické zadlenéni do

DNA v koloniich nebo na povrchu).

Na obrazku &. 7b je zobrazen vysledek inkubace Ccys™ -duTP
se vzorkem, ktery se neinkuboval s primerem pl8l. Neobjevil se
adny bod, coz indikuje, Ze neprob&hlo zaclenéni fluorescencni
baze v detekovatelném mnozZzstvim, kdy nukleotid wurleny pro
za¢lenéni neodpcvida sekvenci templéatu nadsledujici

hybridizovany primer.
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Na obrazku &. 7c je zobrazen vysledek inkubace cy5™ -dCTP
se vzorkem, ktery se inkuboval s primerem pl81. Objevila se
¥ada fluorescend&nich bodl, coZ indikuje, Ze probeéhlo zallenéni
fluorescencni baze v detekovatelném mnozstvi, pricemz
nukleotid urdeny pro zallenéni odpovid4d sekvenci templatu

nadsledujicim po hybridizovaném primeru.

Obrazek &. 8 zobrazuje hybridizaci sond s oligonukleotidy

zachycenymi na Nucleolink pfed a po prob&hnuti cykld PCR.

Obréazek ukazuje hybridizaci R58 s CP2 (5°-(fosféat) -
TTTTTTTTTTAGARAGGAGAAGGAAAGGGARAAGGG) (znaceno plnymi kruhy),
CP8 (5’(aminohexametylen)—TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGAAAGGGAAAGGG)
(znaceno plnymi trojuhelniky), CP9 (5 (hydroxyl) -
TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGARAGGGAAAGGG) (zna¢eno kosoltvercenm),
CP10 (5'(dimetoxytrityl)—TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGAAAGGGAAAGGG)
(znaceno prazdnymi kruhy) a Cp1il (57 (biotin) -
TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGARAGGGAAAGGG) (znaceno prazdnymi
trojlhelniky) .

Pr¥iklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1: Priprava templadtd DNA vhodnych pro vytvofeni
kolonii DNA

Kolonie DNA se vytvorily =z templdtd DNA a koloniovych

primera. Termin ,sekvence koloniového  primeru" znamena

sekvenci odpovidajici sekvenci koloniového primeru a nazyva se

,o0ligonukleotidovou sekvenci Y nebo ,oligonukleotidovou

sekvenci 72 M.

Vlastnosti koloniovych primerd se vybraly na zakladé

vybéru oligonukleotidovych primeri, které vykazuji slabe
nespecificke zaC¢lenénl nukleotidu v pfitomnosti tepelné
stabilni DNA polymerazy. Koloniové  primery  CPa (5" -p

CACCAACCCAAACCAACCCAAACC) a CPB (5°-p AGAAGGAGAAGGARAGGGAAAGGG)

se vybraly na zakladé Jjejich malé schopnosti zaclenit
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radioaktivné znadeného nukleotidu [a*?P-dCTP] v pfitomnosti
stabilni DNA polymeradzy (AmpliTag, Perkin Elmer, Foster City,
CA) ve standardnim pufru za podminek teplotnich cykZu (teplota
94 °C po dobu 30 vtefin, teplota 65 °C po dobu 1 minuty,
teplotav72 °C po dobu 2 minut, 50 cykld).

Fragment DNA o velikosti 3,2 Kb se vybral jako modelovy
systém, ktery demonstruje moznost vytvoreni kolonii za pouziti
koloniovych primerl a templatd DNA. Vybrany templét obsahuje
lidsky gen kédujici receptor pro daldi glykozylaci konecnych
produktl (HUOXRAGE, GenBank ¢&islo uloZeni D28769). RAGE
specifické primery Jjsou uvedeny Vv tabulce &. 1. Templat o
velikosti 3,2 kb pomoci PCR se amplifikoval z 0,1 ug lidské
genomové DNA s 1 uM primery TPl a TP2 s 1 Jjecnotkou DNA
polymerdzy (AmpliTag, Perkin Elmer, Foster City, CA) ve
standardnim pufru a za podminek teplotnich cykla (teplota 94
°C po dobu 30 vtefin, teplota 65 °C po dobu 1 minuty, teplota
72 °C po dobu 5 minut, 40 cykla). Tento fragment DNA O
velikosti 3,2 Kb se pouzil jako templat pro sekundérni PCR, za
G¢elem vytvoreni dvou krat3ich templat® vhodnych pro vytvofeni
kolonie (templdt A a B). Primery pouzivané k vytvofeni
krat3ich templatd obsahuji obé& sekvence, které jsou specifickeé
pro templat a sekvence koloniovych primerd CP1 a CP2, za
a&elem amplifikace DNA na pevném povrchu. V obecrém pripadé
PCR primer pouzivany ke vzniku templatu DNA se upravi na jeho
5°konci bud fosfdtovou nebo thiolovou skupinou. PO amplifikaci
PCR se vytvotrily fragmenty DNA, které obsahu’i sekvence
koloniovych primerd na Jjednom nebo na obou koncich, které

sousedi s DNA fragmentem RAGE (popisuje se na obrazku &. 2a).

Templat A (dvoufetézcovy templat, ktery obsahuje sekvencl
koloniového primeru CPP na obou koncich) se vytvoril s 0,1 ng

templatu o velikosti 3,2 Kb s 1 pM primery TPAl a 1 uM TPAZ s 1
jednotkou DNA polymerazy (AmpliTagq, Perkin Elmer, Foster City,
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CA) ve standardnim pufru a za podminek teplotnich cykld
(teplota 94 °C po dobu 30 vtefin, teplota 65 °C po dobu 60
vte¥in, teplota 72 °C po dobu 60 vtefin, 30 cykla) . Produkty
se pak ¢&istily na Qia-quick kolond od firmy Qiagen (Qiagen

GmbH, Hilden, Né&mecko).

Templat B (dvoufetézcovy templat, ktery obsahuje sekvence
koloniovych primerd odpovidajici CPP) se vytvoril s 0,1 ng
templatu o velikosti 3,2 kb s 1 uM primery TPBl a 1 uM TPB2 s 1
jednotkou DNA polymerazy (AmpliTaq, Perkin Elmer, Foster City,
CA) ve standardnim pufru a za podminek teplotnich cyklu
(teplota 94 °C po dobu 30 vtefin, teplota 65 °C po dobu 1
minuty, teplota 72 °C po dobu 1 minuty, 30 cykld). Produkty se
pak Cistily na kolone Qia-quick od firmy Qiagen (Qiagen GmbH,

Hilden, Némecko).

Templat B’ (dvoufetézcovy templadt obsahujici  sekvence
koloniovych primeru odpovidajici CPa a CPB na obou koncich) se
vytvoril 0,1 ng templatu o velikosti 3,2 kb s 1 puM primery TPB3

a 1 puM TPB4 s 1 jednotkou DNA polymerdzy (AmpliTag, Perkin
Elmer, Foster City, CA) ve standardnim pufru a za podminek
teplotniho cyklu (teplota 94 °C po dobu 30 vtefin, teplota 65
°c po dobu 1 minuty, teplota 72 °C po dobu 1 minuty, 30
cykld). Produkty se pak Cistily na kolonadch Qia-quick od firmy
Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Némecko).

Vsechny pouZité specifické oligonukleotidy p¥i pfiprave
templat DNA a pro vytvofenil kolonii se uvadéji v tabulce &. 1

spolu s libovolnou chemickou modifikaci.

Obecné schéma vykazujici chemickeé zadlenéni koloniovych
primer a templatld na sklenéném povrchu Jje zobrazeno na
obridzku ¢&. 2b, kde se provedla derivatizace pomoci ATS

(aminopropyltrietoxysilan).
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Tabulka &. 1: Seznam oligonukleotidd pouzivanych pZi pripravé
templatl a vytvofeni kolonii
nazev |sekvence DNA soufadnice | uprava pouzZziti
(orientace) oligonukleotidl

TP1 9810 (R) templat e}
velikosti
3,2 kb

TP2 6550 (F) templat o
velikosti
3,2 kb

Cpl zadne 5P vytvofeni
kolonii

CP2 Zadné 5P vytvoreni
kolonii

CP3 zadné 5°SH vytvoreni
kolonii

Cp4 zadné 5°SH vytvorenl
kolonii

CP5 Z&dné 5°P vytvofeni
kolonii

CP6 zadné 5P vytvoreni
kolonii

CP7 zadné 57 (NH;) vytvoreni
kolonii

CP8 zadné 57 (NH) vytvofeni
kolonii

CP9 zadné 5 (OH) kontrolni
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oligo
CP10 zadné 57 (DMT) kontrolni
oligo
CpP1l1 zadné 57 (biotin) kontrolni
oligo
TPAL 6550 (F) |5°P templat A
TPA2 7403 (R) |5°P templat A
TPB3 9049 (F) |zadné templat B’
TPB1 9265 (F) |zadné templat B
TPB2 8411 (R) {5°P templat B
TPB4 9265 (R) |5°SH templat B’
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Soufadnice pochazeji z ,HUMOXRAGE gene", pristupové <&islo Je
D28769, symbol (R) znamend ,reverzni“ a symbol (F) znamena

,doptedny™.

Priklad 1la: priprava nahodného templatu DNA lemovaného
degenerativnim primerem

Fragment DNA o velikosti 3,2 kb se vybral jako modelovy
systém pro demonstraci mofnosti vytvorit kolonie za pouziti
amplifikace PCR s ndhodnymi primery. Tato strategie se mbZe
aplikovat sekvenovanim fragmentd DNA pribliZné velikosti 100
kb a kombinaci fragmentd s celymi genomy. Fragment DNA o©
velikosti 3,2 kb se vytvoril pomocl PCR z lidské genomové DNA
za pouziti primerd PCR TPl 5’—pGAGGCCAGAACAGTTCAAGG a TP2 5'-
pCCTGTGACARAGACGACTGAA, jak se popisuje v prikladu 1. Fragment
o velikosti 3,2 kb se pak 5té&pil na mensi fragmenty kombinaci
restrikénich enzymil (EcoRl a Hhal za vzniku gtyf fragmentu o
velikosti 800 bp). Stépené nebo nesté&pené fragmenty DNA se pak
smichaly s degenerovanym primerem p252 (5°-P
TTTTTTTTTTISISISISISIS, kde symbol I znamena inosin (ktery
tvori par s A, T a C) a symbol S znamend G nebo C a kovalentné
se vaZe na prohlubneé ,Nucleolink" (Nunc, Némecko) . Ve
zkumavkéach pak probé&hla ndhodna PCR amplifikace na pevné fazi
a2 vizualizace se provedla hybridizaci se znaceriymi sondami

DNA, jak se popisuje v prikladu 2a.

PFiklad 2: Kovalentni navazani templatd DNA a koloniovych
primeru na pevny podklad (plast) a tvorba kolonii

s koloniovym primerem

Kovalentni navazani templatu a koloniového primeru na pevny
podklad (plast)

Koloniovy primer (CP2, 5~ TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAG
GAAAGGGARAGGG s fosforylovanym 5”koncem (Microsynth  GmBH,
Svycarsko) se zachytil v prohlubnich plastovych

mikrotitracnich desticek ,Nucleolink (Nunk, Dansko)
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v pfitomnosti raznych davek templatu A (ptfipraveno zpusobem
popsanym v pfikladu 1). 8 prohlubni se provedlo ve dvou
provedenich se sedmi fedénimi templadtu 1/10 s primerem CPZ2.

Nejvydsi pocételnl koncentrace je 1 nM.

Prohlubné& mikrotitraénich desticek, na které se kovalentné
navazaly koloniovy primer CP2 a templat se pfripravily
nadsledujicim zpusobem. Do kazdé prohlubné mikrotitraéni
desticky ,Nucleolink" se piidalo 30 pl 1 pM roztoku koloniového
primeru s ruznou koncentraci templétu fedéného z 1 nM v 10 mM
1-metylimidazol (pH7,0) (Sigma Chemicals). Do kazdé prohlubne
se pridalo k roztoku koloniového primeru a templédtu 10 pul 40 mM
l—etyl—3—{3—dimetylaminopropyl}—karbodimidu (hodnota pH je 7,0)
(Sigma Chemicals) v 10 mM 1-metyl-imidazolu. Prohlubné se pak
zatavily a inkubovaly se pfi teplotée 50 °C pfes noc. Inkubalnil
prohlubné se pak dvakrat vyplachly 200 ul RS (0,4 A NaOH, 0,25
s Tween 20), inkubovaly se 15 minut s 200 pl RS, dvakrat se

promyly 200 pl RS a dvakrat s 200 pl TNT (INT tvori 100 mM
TrisHCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20). Zkumavky se
nechaly vyschnout pfi teploté 50 °c a uchovavaly se

v zataveném plastovém sdlku pri teploté 4 °C.

Tvorba kolonii

V kazdé prohlubni se vyvolal rust kolonii p¥ridénim 20 pl
sm&si PCR, <&tyr dNTP (0,2 mM), 0,1 % BSA (bovinni sérovy
albumin), 0,1 % Tween 20, 8% DMSO (dimetylsulfoxid, Fluka,
vycarsko), 1 x koncentrovaného pufru PCR a 0,025 jednotek/pl
DNA polymerazy AmpliTag (Perkin Elmer, Foster City, CA).
Destidky s prohlubnémi se pak umistily do teplotniho cyklovace
a rust kolonii se uskute&nil inkubaci zatavenych prohlubni po
dobu 5 minut pPi teplot& 94 °C a probéhlo 50 cyklld pfi
ndsledujicich podminkach: teplota 94 °C po dobu 30 vtefin,
teplota 65 °C po dobu 2 minut, teplota 72 °C po dobu 2 minut.
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Po ukondeni uvedeného programu se prohlubné uchovavaly pfi
teploté 8 °C do daldiho pouziti. Dfive neZ se provede
hybridizace se prohlubné& naplnily 50 ul pufru TE (pufr TE
obsahuje 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 7,4) a zahFaly se na teplotu
94 °C po dobu 5 minut a ochladily se na ledu. Sonda se pfidala

po opé&tném zahfati na teplotu 45 °C.

Zviditelnéni kolonii
Sonda:

Sondu tvofi fragment DNA obsahujici 1 405 paru bazi, ktery
zahrnuje na svém 3 konci sekvenci templatu (polohy nukleotidd
8 405 a> 9 259). Sonda DNA se syntetizovala pomoci PCR za
pouziti primeru p47 (5" -GGCTAGGAGCTGAGGAGGAA) amplifikujiciho
od baze 8 405 a TP2 biotinylovaného na 5 konci amplifikujiciho

od baze 9 876 kdédujiciho DNA-fetezce.

Hybridizace a detekce:
Sonda se natredila na koncentraci 1 nM v pufru ,easyhyb"

(Boehringer Mannheim, Némecko) a do kaZdeé prohlubné se pridalo

20 pl. Sonda a kolonie se denaturovaly pri teploté 94 °C po
dobu 5 minut a pak se inkubovaly po dobu 6 hodin pfi teplote
50 °C. Nadbytek sondy se odstranil promytim pfi teploté& 50 °C

v 2x koncentrovaném SSC 0,1 % roztokem Tween. Sondy DNA se

navazaly na zelené& fluorescenéni fluorosféry potazené avidinem

o pram&ru 0,04 p (Molecular Probes) v pufru TNT po dobu jedné
hodiny p¥i teploté mistnosti. Nadbytek kulicek se odstranil
promytim pufrem TNT. Kolonie se zviditelnily mikroskopicky a
provedla se analyza zobrazeni, jak se popisuje v p¥ikladu Z2a.
Na obréazku &. 3 je zobrazen pocCet kolonil pozorovanych v poli
mikroskopu pri 20-ti nasobném zvétseni, jako funkce
koncentrace templatu vazaneho na prohluben. Nejnizsi
koncentrace detekovatelného templdtu odpovida koncentraci 107

M.
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priklad 2a: Kovalentni navazani templatd DNA a koloniovych
primert na pevny podklad (plast) a tvorba kolonii

s degenerovanym primerem.

Kovalentni navazani templdtu a koloniového primeru na pevny
podklad (plast)

Mikrotitraéni prohlubné s p252 s fragmenty templédtové DNA
se pfipravily nasledujicim zpusobem: do kazdé prohlubné
Nucleolink se pfidalo 30 pl 1 pM roztoku koloniového primeru
p252 s rtznou koncentracil templatu Yredéného z koncentrace 0,5
nM v 10 mM l-metylimidazolu (pH 7,0) (Sigma Chemicals). Do
ka?dé prohlubné se k roztoku koloniového primeru a templatu
pridalo 10 pl 40 mM l—etyl—3—(dimetylaminopropyl)karbodiimidu
(pH 7,0) (Sigma Chemicals) v 10 mM l1-metylimidazolu. Prohlubné
se pak zatavily a inkubovaly se pfes noc pfi teploté 50 °C. Po
inkubaci se prohlubné promyly dvakrat 200 pl RS (0,4 A NaOH,
0,25 % Tween 20), v3e se pak inkubovalo po dobu 15 minut s 200
ul RS, pak nasleduji dvé promyti 200 pul RS a dvé promyti 200 pl
TNT (pufr TNT zahrnuje 100 mM TrisHCL pH7,5, 150 mM NaCl, 0,1
% Tween 20). Zkumavky se sudily pfi teploté 50 °C a uchovéavaly

se v zataveném plastovém sacku pfi teploté 4 °C.

Tvorba kolonii

Tvorba kolonii probé&hla podle upraveného protokolu, ktery
umozfiuje nahodnou iniciaci v kazdé prohlubni s 20 pl smési PCR,
kterd obsahuje ¢&ty¥i dNTP (0,2 mM kazdého dNTP), 0,1 % BSA,
0,1 % Tween 20, 8% DMSO (dimetylsulfoxid, Fluka, Svycarsko),
1x koncentrovany pufr a 0,025 Jjednotek/pul DNA polymerazy
AmpliTagqg (Perkin Elmer, Foster City, CA). Desticky
s prohlubnémi se pak umistily do teplotniho cyklovace a
probéhla amplifikace inkubacl zatavenych prohlubni po dobu 5
minut p¥i teploté 94 °C a probéhlo 50 cyklu za nasledujicich
podminek: teplota 94 °C po dobu 30 vtefin, teplota 65 °C po
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dobu 2 minut, teplota 72 °C po dobu 2 minut. PO dokonceni
tohoto programu se prohlubné udrzZovaly pfi teploté& 8 °C do
daldiho pouziti. Pfed hybridizaci se prohlubné& naplnily 50 pl
pufru TE (pufr TE obsahuje 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 7,4) a
obsah se zahfPal na teplotu 94 °C po dobu 5 minut a ochladil se

na ledu. Sonda se pridala po ohfati na teplotu 45 °C.

zviditelné&ni kolonii
Sondy:

Dva fragmenty DNA o velikosti 546 a 1 405 pard Dbazi
obsahujici sekvence plhvodniho templatu se amplifikovaly pomoci
PCR. Kodujici DNA-Feté&zec se znaCil biotinem za pouziti PCR
primeru znacenym blotinem na jeho 5'konci. Soufadnice parl

bazi sondy jsou 6 550 az 7 113 a 6 734 az 9 805.

Hybridizace a detekce:
Sonda se fedila na koncentraci 1 nM v pufru ,easyhyb®

(Boehringer.Mannheim, Némecko) a do kazdé prohlubné se pfidalo

20 pl. Sonda a kolonie se denaturovaly pfi teploté& 94 °C po
dobu 5 minut a pak se inkubovaly po dobu 6 hodin pri teploté
50 °C. Nadbytek sondy se odstranil promytim pfi teploté 50 °C
v 2x koncentrovaném SSC s 0,1 % roztokem Tween. Sondy DNA se
navazaly na zelen& fluorescencni fluorosféry potazené avidinem
o pruméru 40 nanometrt (Molecular Probes, Portland, OR)
v pufru TNT po dobu Jjedné hodiny pfi teploté& mistnosti.
Nadbytek &astic se odstranil promytim pufrem TNT. Fluorescence
se detekovala za pouZiti inverzniho mikroskopu (za pouziti
objektivu 20x/0,4 LD Achroplan na Axiovert S100TV s arc
rtutovou lampou HBO 100W/2, Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko)
spojeného s kamerou 768 (H)x512 (V)pixel-CCD (Princeton
Instruments Inc. Trenton, NJ, USA). Expozice trvala 20 vtefin
pfes sadu filtra XF22 (Ex. filtr: 485DF22, dichroicky filtr:
505DRLPO2 Em: 530DF30) a XF47 (Ex. filtr: 640DF20, dichroicky
filtr: 670DRLPO2  Em: 682DF22) od firmy Omega Optical
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(Brattleboro Vt) v ptipadé znaceni FITC a Cy5. Data se
analyzovala za pouZiti software WinWiew (Princeton Instruments
Inc., Trenton NJ, USA). PoCet kolonii v poli mikroskopu
se spo&ital ve dvou provedeni prohlubni za pouziti softwaru

pro analyzu zobrazeni.

P¥iklad 3: Sekvenadni diskriminace ve ruznych koloniich, ktera
pochazi z ruznych pom&€ru dvou rtiznych kovalentné

vazanych templatl a koloniového primeru

Kovalentni navéazani templatd a koloniového primeru na pevny
podklad (plast)

Koloniovy  primer (CP2, 5 -TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGARAAGG
GAAAGGG s fosforylovanym 5 koncem (Microsynth GmBH, Svycarsko)
se zachytil v prohlubnich plastovych mikrotitradnich desticek
~Nucleolink (Nunk, Dansko) v pritomnosti riznych  davek
templatu A (pPipraveno zplsobem popsanym Vv pfikladu 1). Série
8 prohlubni se provedla ve trfech provedenich se sedmi fedénimi
obou templéatu 1/10. Redéni templdtu Jsou upraveny opacnym
smérem tak, Ze nejvys3i koncentrace templatu se shoduje

s nejnizsi.

Prohlubné mikrotitrad&nich desticek, na které se kovalentné
navazaly koloniovy primer CP2 a oba templaty se pfipravily
nédsledujicim zpusobem. Do kazde prohlubné mikrotitracéni
desti&ky ,Nucleolink™ se pfidalo 30 pul 1 uM roztoku koloniového
primeru CP2 s ruznou koncentraci obou templata fedéného z 1 nM
v 10 mM l-metylimidazolu (pH7,0) (Sigma Chemicals). Do kaZde
prohlubn& se pridalo k roztoku koloniového primeru a templatu
10 pnl 40 mM l—etyl—3—(3—dimetylaminopropyl)—karbodimidu
(hodnota pH Jje 7,0) (Sigma Chemicals) Vv 10 mM l-metyl-
imidazolu. Prohlubnd se pak =zatavily a inkubovaly se pri

teplotd 50 °C pfes noc. Inkubacni prohlubné se pak dvakrat

vyplachly 200 pl RS (0,4 N NaOH, 0,25 % Tween 20), inkubovaly
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se 15 minut s 50 pl RS, tFfikrat se promyly 50 ul RS a trikrat s

50 ul TNT (TNT tvoril 100 mM TrisHCl pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,1 %

Tween 20). Zkumavky se uchovavaly v TNT pfi teploté 4 °C.

Tvorba kolonii

V kazdé prohlubni se vyvolal rust kolonii p#idénim 20 pl
smé&si PCR, kterou tvofi CctyFfi dNTP (0,2 mM), 0,1 % BSA
(bovinni sérovy albumin), 0,1 % Tween 20, 8% DMSO
(dimetylsulfoxid, Fluka, Svycarsko), 1 x koncentrovany pufr

PCR a 0,025 jednotek/ul DNA polymerazy AmpliTaq (Perkin Elmer,
Foster City, CA).

Desti¢ky s prohlubnémi se pak umistily do teplotniho
cyklovage a rGst kolonil se uskutednil inkubaci zatavenych
prohlubni po dobu 5 minut pZi teploté O34 °C a probéhlo 50
cykltl pri ndsledujicich podminkach: teplota 94 °C po dobu 30
vte¥in, teplota 65 °C po dobu 2 minut, teplota 72 °C po dobu 2
minut. Po ukon&eni uvedeného programu se prohlubné uchovavaly
pfi teploté 8 °C do dal8iho pouZiti. Dfive neZz se provede
hybridizace se prohlubné naplnily 50 pl pufru TE (pufr TE
obsahuje 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 7,4) a zahtaly se na teplotu
94 °C po dobu 5 minut a ochladily se na ledu. Sonda se pridala

po opétném zahfati na teplotu 50 °C.

zviditelné&ni kolonii
Sondy:

Dva fragmenty DNA o velikosti 546 a 1 405 péaru bazi
odpovidajici sekvencim fragmentu DNA o velikosti 3,2 kb na
svém 5°a 3 konci se amplifikovaly pomoci PCR. Kédujici DNA-
Fetdzec se znacil biotinem za pouZiti PCR primeru znaceného
biotinem (popisuje se v pfikladu 2). Dvé sondy se denaturovaly
zah?anim na teplotu 94 °C po dobu 5 minut, pak se rychle

ochladily v 1 M NaCl, 10 mM Tris pH 7,4 a nechaly se navazat

na fluorosféry potazené streptavidinem o priméru 0,04 um, které
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se znadily rGznymi barvivy po dobu 2 hodin pf¥i teploté 4 °C.
Sondy véazané na Casticich se fedily 20 krat v pufru ,easyhyb"®

pfedehfatém na teplotu 50 °C. Do kaZde prohlubné&, ktera

obsahuje denaturované kolonie se pfidalo 20 ul sond.

Hybridizace a detekce:

Hybridizace se provedla pfi teploté 50 °C po dobu 5 hodin.
Nadbytek sondy se odstranil promytim pfi teploté 50 °C v 2x
koncentrovaném SSC s 0,1 % roztokem SDS. Kolonie se
zviditelnily mikroskopem s objektivem umoznujici
dvacetinasobné zvétZeni s expozici 20 vtefin a provedla se
analyza zobrazeni zpusobem popsanym v ptfikladu 2a. Na obréazku
&. 4a je uvedeno =zobrazeni kolonii vytvofenych =z templatd a
negativnich kontrol. Na obréazku &. 4b Jsou zobrazeny kolonie
vytvofené z templdtd ve stejné poloze ve stejné prohlubni
sviditelndné dvémi rozdilnymi barvami a negativni kontroly.
Obrazek &. 4c zobrazuje soufadnice obou typd kolonii v pod-
sekci mikroskopického pole. Obrazek ¢&. d4c demonstruje, Ze

kolonie z rtznych templatd nejsou shodne.

P¥iklad 4: Kovalentni navézani templatu DNA a oligonukletidl
na sklenéné pevné podklady

Sklendna sklidka derivatizovand aminosilanem se pouzila
jako pevny podklad pro kovalentni zachyceni
oligonukleotidovych sond upravenych thiolovou skupinou za
pouziti heterobifunkénich sitovacich ¢&inidel. Vybrand cinidla
vykazuji skupiny reaktivni s thiolovou skupinou (maleimid) a
aminoskupinou (sukcinimidylester). Zachyceni oligonukleotidu a
stapilita imobilizovanych molekul silné zavisi na stabilité
sitovaciho ¢&inidla za danych podminek. Reakéni schéma templatl
DNA nebo zachyceni oligonukleotidd na skle se popisuje na

obrazku &. 5.
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Hodnotila se stabilita pfri uchovavani pripravenych
sklen&nych sklidek se sitovacimi <inidly s-MBS a s—-SIAB a
jejich teplotni stabilita. DuleZitym faktorem, ktery ovliviuje
rozsah hybridizace imobilizovanych oligonukleotidovych sond je
hustota zachycenych sond (popisuje se v publikaci Beattie et
al., 1995 a Joss et al., 1997). Tento G&inek se studoval pfi
raznych koncentracich oligonukleotidd bé&hem imobilizace a

testovani hustoty zachycenych oligonukleotidd hybridizaci.

Materidly a metody
Osetteni mikroskopickych sklenénych sklicek kyselinou
Mikroskopickd sklenéna sklidka (Knittel, Merck ABS) se
namoc¢ily do zéakladniho roztoku Helmanex b&hem jedné hodiny
(HelmanexII® 0,25 %, 1N NaOH). Sklicka se promyla vodou,
ponofily se pfres noc do 1M HCL, promyly se opét vodou a
o%ettily se po dobu Jjedné hodiny roztokem kyseliny sirové
(H,SO4/H,0 v pomé&ru objemd 1/1 a pridalo se malé mnoZzstvi
Gerstvého sulfatu amonného). Sklicka se promyla vodou a
etanolem a nakonec <&istym acetonem. Sklicka se susila a

uchovavala ve vakuu aZ do doby dalSiho pouZitl.

Silanizace povrchu

Pfedem o&etfend sklidka se ponofila do 5 % roztoku ATS
(aminopropyltriethoxysilan, Aldrich) v acetonu. Silanizace se
provedla pri teploté& mistnosti po dobu dvou hodin. Po tfech
promytich v acetonu (jedno promyti trvad 5 minut) se sklicka

promyla etanolem, sudily se a uchovavaly se vakuu.

Zzachyceni sitovaciho ¢inidla

Sitovaci &inidla s-MBS a s-SIAB (sulfo-m-maleimidobenzoyl-
N-hydroxysukcinimidester a zkratka s-SIAR znamend sulfo-N-
sukcinimidyl[4-jodoacetyl]aminobenzoat, Pierce, Rockford IL) se
ptipravily Jjako 20 mM roztoky Vv PRBS (fyziologicky roztok
pufrovany fosforecnanem, 0,1 M NaH;PO;, pH7,2, 0,15 M NaCl) .

Sklic¢ka upravena silanem, na ktera se naneslo 80 ul roztoku



.
secese

ose (X ] oe LX)
]

*
.
sess
.
.
sese
eecee

60

sitfovaciho ¢inidla se pfikryly krycimi mikroskopickymi sklicky
a nechaly se reagovat po dobu 5 hodin pfi teploté 20 °C.
Sklicka se promyla PBS, kratce se ponorila do vody a oplachla
se etanolem. Skli¢ka se pak su$ila a uchovavala se ve vakuu ve

tm& do doby dal&iho pouZiti.

zachyceni oligonukleotidu

Oligonukleotidy se syntetizovaly tak, 7e se jejich 5"konec
upravil thiolovou skupinou (CP3 a CP4 Eurogentec, Brussels)
nebo fosforednanovou &asti (CP1 a CP2, Eurogentec, Brussels)

za pouZiti standardni chemie fosforamiditu.

Oligonukleotidové primery, které maji na svém 5 konci
thiolovou skupinu (CP3 a CP4) se pripravily jako 100 uM roztoky
ve fyziologickém roztoku pufrovanem fosforecnanem (NaPi
obsahuje 0,1 M NaH;POq4 pH6,6, 0,15 M NaCl) a na sklic¢ka se
nanesly kapky o objemu 1 pnl, pricemz sklicCka se
funkcionalizovala sitovacim <¢&inidlem. Sklicka se nechala
kultivovat po dobu 5 hodin pfi teplote mistnosti. Sklicka se
uchovavala v saturované vlhké atmosfére, aby se predeslo
odpateni. Sklicka se promyla za stidlého michani pufrem NaPi.
V pfipad& studia teplotni stability se skli¢ka dvakrat
pono¥ila do pufru Tris (10 md, pH8) po dobu 5 minut pfi
teploté 100 °C a pfimo se ponorily do roztoku 5x koncentrovany
ssc (0,75 M NaCl, 0,075 M citrat sodny, pH 7) pfi teploté 4 °C
po dobu 5 minut. Sklicka se aZ do daldiho pouziti uchovavala v

5% koncentrovaném roztoku SSC pii teploté 4 °C.

Oligonukleotidové primery, které maji na svém 5 konci
fosfatovou skupinu (CPL a C2), se aplikovaly (v kapkéch o
celkovém objemu 1 pl) po dobu 5 hodin prfi teplot& mistnosti na
aminoderivatizované skla, jako 1 uM roztoku v 10 mM 1-
metylimidazolu (pH 7,0) (Sigma Chemicals), ktery obsahuje 40
mM l—etyl—B—(3—dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDC, Pierce,
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Rockford, IL). Skli¢ka se promyla dvakrat pfi teploté 100 °C
v pufru Tris (tento pufr obsahuje 10 mM Tris pH 8) a primo se
ponorily do 5x koncentrovaného roztoku SSC pfi teploté& 4 °C po
dobu 5 minut. Sklidka se uchovdvala v 5x koncentrovanym

roztoku SSC pfi teploté& 4 °C aZ do doby daldiho pouZiti.

Zachyceni oligonukleotidu a templéatové DNA

Oligonukleotidové primery, které maji na svém 5 konci
thiolovou skupinu, (CP3 a CP4) a templdt B’s thiolovou
skupinou na svém 5 konci se smichaly ve fyziologickém roztoku
pufrovaném fosforeénanem (roztok NAPi obsahuje 0,1 M NaH,PO4
pH6,6, 0,15 M NaCl). Koncentrace templéatu DNA kolisad od 0,001
do 1 puM a koncentrace primeru se pohybuje v rozmezi od 0,1 do
100 uM, pricemz optimdlni koncentrace templatu je 1 uM a
v pripad& primeru to je hodnota 100 uM. Cale se postupuje podle
zpisobu zachyceni primerd CP3 a CP4 na funkini povrch sklicka

popsaného shora v textu.

Oligonukleotidové primery, které majli na svém 5 konci
fosfdtovou skupinu, (CP1 a CP2) a templdt B s fosfatovou
skupinou na svém 5°konci se smichaly ve 10 mM roztoku 1-
metylimidazolu (pH 7,0) (Sigma Chemicals), ktery obsahuje 40
mM l-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbediimid  (EDC, Pierce,
RockFord, IL). Koncentrace templatu DNA kolisd od 0,001 do 10
nM a koncentrace primeru se pohybuje v rozmezi od 0,1 do 1 uM,
pfi¢em? optimalni koncentrace templatu je 10 nM a v pripadé
primeru to je hodnota 1 uM. Dale se postupuje podle zpusobu
zachyceni primerd CP1 a CP2Z na aminoderivatizovany povrch

sklic¢ka popsaného shora v textu.

Hybridizace s fluorescené¢né znaCenymi sondami
Oligonukleotidové sondy, které jsou fluorescen&né znacené
molekulami Cy5 nebo FITC na jejich 57konci, se syntetizovaly

Eurogentec (Brussels) . Aby se zabranilo nespecifické
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hybridizaci, sklicka se inkubovala s blokadnim roztokem (tento
roztok obsahuje 5 x koncentrovany roztok SSC, Tween 0,1 %, BSA
0,1 %) po dobu jedné hodiny a promyly se za stalého michéani v
5x koncentrovaném roztoku SSC (promyvédni probé&hlo dvakrat a

trvalo 5 minut). Oligonukleotidové sondy se fedily na

koncentraci 0,5 uM v 5 x koncentrovaneém roztoku SSC, Tween 0,1
% a nanesly se na sklen&ny povrch po dobu 2 hodin pfi teploté
mistnosti. Sklidka se propléachla =za stélého michani pZi
teplot& 37°C 5x koncentrovanym roztokem SSC po dobu 5 minut a

dvakrat 2 x koncentrovanym roztokem SSC, ktery obsahuje 0,1 %

SDS, po dobu 5 minut.

Hybridizace s radioaktivné znacenymi sondami
Jako hybridizaéni sondy za ugelem kvantifikovat vytéZek
hybridizace se pouZily radiocaktivné& znacCené oligonukleotidy

komplementarni s kovalentné vézanymi oligonukleotidy.

Za pouZiti polynukleotidové kindzy bakteriofaga T4 (New

England Biolabs, Beverly, MA) se enzymaticky znaclily 5" konce
oligonukleotidd pomoci [y-**P]dATP (Amersham, UK). Nadbytek [y-
*?2p]dATP se odstranil kolonou ,Chroma Spin TE-10% (Clontech,

Palo Alto, CA). Radioaktivné =znalené oligonukleotidy (0,5 pM
oligonukleotidu v 5x koncentrovaném roztoku SSC, Tween 0,1 %)
se nanesly na derivatizovand sklic¢ka po dobu 2 hodin pfi
teplot& mistnosti. Skli¢ka se Jednou promyla za stalého
michani v 5x koncentrovaném roztoku SSC po dobu 5 minut a
dvakrat v 2x koncentrovaném roztoku SSC, SDS 0,1 % po dobu 5

minut pFi teplot& 37 °C. Po hybridizaci se stanovila

specifickd aktivita za pouziti scintilaéniho pocitace.
Pozorovani mikroskopem

Skli¢ka se prelila 5x koncentrovanym roztokem a prekryla
se mikroskopickym krycim sklickem. Fluorescence se detekovala

za pouZiti inverzniho mikroskopu model Axiovert S100TV, ktery
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m& arc rtutovou lampu HBO 100W/2 (Carl Zeiss, Oberkochen,
N&mecko) spojeny s kamerou CCD vybavenou CCD Kodak s formétem
768 (H) x 512 (V) pixell, 6,91 x 4,6 mm, velikost pixelu je 9 x
9 pmz (Princeton Instruments Inc. Trenton, NJ, USA). Doba
expozice je 1 aZz 50 vtefin a pouzil se objektiv LD Achroplan
20x/0,400 (Crl Zeiss, Oberkochen, Némecko) a sada filtrQ XF22
(ex. 485DF22, dichroicky filtr 505DRLPOZ Em: 530DF30) a XF47
(Ex: 640DF20, dichroicky filtr 670DRLPOZ Em: 682DF22) od Omega
Optical (Brattleboro VT) v pripadé FITC a Cy> fluorofort. Data
se analyzovaly za pouziti software Winwiew (Princeton

Instruments Inc., Trenton NJ, USA).
Vysledky

Hodnoceni stability zachyceni pfi uchovéavani a teplotni
stability.

Hodnotila se stabilita p#i uchovavani sklicek pfipravenych
s s-MBS a s-SIAB. Proto¥e tato ¢&inidla jsou citliva vaci
hydrolyze, vysledky zachycenil oligonukleotidd budou zaviset na
jejich stabilite. Aminoderivatizovana sklicka se
funkcionalizovaly &erstvé pfipravenymi sitovacimi ¢inidly,
jako je s-MBS a s-SIAB. Funkcionalizovand sklicka se
uchovavala po zachyceni pomoci sitovaciho ¢inidla po dobu 10
dni v desikatoru ve vakuu ve tm& a pfi teploté mistnosti. Po
této dobé& se testovaly skladovand sklicka (t= 10 dni) a
sklic¢ka, kterad bezprostfedné reagovaly se sitovacimi ¢&inidly
(t= 0). Vysledky ziskané po reakci oligonukleotidem upravenym
thiolovou skupinou a hybridizaci s komplementarni
fluorescen&ni sondou se porovnaly pro oba casy t= 0 a t= 10

dni.

Po imobilizaci sklidka funkcionalizovanad s-SIAB Jsou po
deseti dnech skladovani zcela stabilni, jak Je zfejmé ze
stejnych vysledkd hybridizace pro t= 0 a t= 10 dni. Naopak

spojeni s-MBS se sklenénym povrchem je méné& stabilni a vede k
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30 % ztraté vyté&Zku zachyceni oligonukleotidu a hybridizace

pri deseti dnech skladovani. Preferuji se sklicka

funkcionalizovand pomoci s-SIAB a mohou se pripravovat
s predstihem a mohou se uchovavat sucha ve vakuu, ve tmé& a po
dobu alespon deseti dni, aniZz dojde k Zadnému sniZeni vytézku

zachyceni sondy.

Za U&elem hodnoceni teplotni stability oligonukleotida
zachycenych na sklené&ném povrchu se sklicka vystavila o8etfeni
pfi teploté& 100 °C po dobu 5 minut v 10 mM Tris-HCl, pH 8.
Zzbyvajici oligonukleotid, ktery zustava po promyti stale

imobilizovany, se testoval hybridizaci s fluorescencneé

o©

znadenym komplementdrnim oligonukleotidem. Priblizné 14
zachycenych molekul se uvolnilo ze sklicek upravenych pomoci
s-SIAB a 17 % =zachycenych molekul se uvolnilo ze sklicek
upravenych pomoci s-MBS po prvnich 5 minutach promyvani, ale
dalsi wuvolnéni se detekovalo p¥i druhém promyti pro oba
ptipady (tabulka ¢&. 1A). Tyto vysledky Jsou povzbudivé ve
srovnani s vysledky ziskanymi v publikaci Chrisey et al.,
1996, kde se uvolnilo vice Jak 62 % oligonukleotidul
pripojenych na fuzované silikonova sklidka prostfednictvim
sitovaciho ¢inidla SMPB (sukcinimidyl-4-[p-
maleimidofenylloutyrat). Tyto vysledky se naméfily po deseti

minutédch oZetfeni v PBS pri teploté& 80 °C.

Tabulka &. 1A: Studie teplotni stability

vysledky hybridizace
(jednotky normalizované na 100 %)
Cerstvé po 5 min po 2 x 5
zachyceno promyti prfi minutéach
teploté 100 °C |promyti pfi
teplot& 100 °C
s-MBS 80+6 69+4 73+4
s-SIAB 10049 84+8 87+3
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Oligonukleotidy se zachytily na sklicka funkcionalizovana
pud s-MBS nebo s-SIAB. Zachycené oligonukleotidy se testovaly
hybridizaci s fluorescencneé znacenym komplementdrnim
oligonukleotidem. Fluorescenéni signal je normalizovany na
hodnotu 110 v pfipad® nejsilné&jsiho ziskaného signalu. Uvadéji

se primérné hodnoty t¥i provedeni analyzy.

Hybridizace jako funkce zachyceni sondy

Studovaly jsme rozsah hybridizace kovalentné vazanych
oligonukleotidovych sond Jjako funkci povrchového pokryti
zachycenych oligonukleotidd za pouZiti sitovacich ¢inidel s-
MBS a s-SIAB a reakci zprostfedkovanych EDC. Koncentrace
oligonukleotidd aplikovanych za ucelem imobilizace byla 1 uM
EDC a v pripadé sitovaciho &inidla kolis& v rozmezi 1 az 800
uM. Hustota na povrchu se testovala hybridizaci se sondami
zna&enymi °?P. Optim&lni koncentrace zachyceni primeru za
pouZziti heterobifunkénich sitovacich &inidel je 500 upM, které
souhlasi s povrchovou hustotou hybridizovanych molekul 60
fmol/mm® v pfipadé s-MBS a v pripadé s-SIAB 270 fmol/mm?.
Podobné hustoty se dosdhlo v pripadé s-MBS za pouziti
zachyceni oligonukleotidd s fosfdtovou skupinou na svém
5 konci na aminosilanizovaném skle zprostfedkovaného
EDC/imidazolem. Pouze 1 uM roztoky oligonukleotidu Jsou

nezbytné pro dosaZeni stejného vysledku zachyceni.

Tabulka &. 1B: Hybridizace jako funkce zachyceni sondy

Hybridizované oligo (fmol/mm?)

koncentrace oligonukleotidu|s-MBS s-SIAB EDC

pouzivaného pfi zachyceni (uM)

1 NT NT 50

100 10 100 NT

500 60 270 NT
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Oligonukleotidy se zachytily na sklicka funkcionalizované
bud s-MBS nebo s-SIAB nebo prostfednictvim aktivaéniho ¢inidla
EDC. Zachycené oligonukleotidy se testovaly hybridizaci
s radioaktivné znacenym komplementdrnim oligonukleotidem.
Specifickd aktivita a proto také hustota hybridizovanych
molekul se stanovila scintila&ni kapalinou. Zkratka NT znamena

netestovalc se.

Povrchova  hustota 60  fmol/cm® odpovidd  pramérnému
molekulovému prostoru mezi vazanymi oligonukleotidy, coZz Jje 8
nm. Podle nadich vysledkl hustota pokryti 30 fmol/mm® (prostor
mezi molekulami 20 nm) je dostate&nd pro ziskdni kolonii DNA.
Tento vytéZek je mozZné ziskat imobilizaci primert
v koncentraci 100 pM za pouziti heterobifunk&niho sitovaciho
¢inidla s-SIAB nebo 1 uM  sond za pouZitl  pIlstupu
sprosttedkovaného  EDC. Hustota hybridizace je v rozmezi
hodnoty nejvy35i hustoty ziskané na sklickach )jak se popisuje
v publikaci Guo et al., 1994, Joss et al., 1997, Beattie et
al., 1995).

Tvorba kolonii DNA na skle: tvorba kolonii zavisi na délce,
koncentraci templdtu a koncentraci primeru.

Teoreticky tvorba kolonii DNA vyZaduje vhodnou hustotu
primerd zachycenych na povrchu odpovidajici vhodné délce
templatové DNA. Za uUcelem optimalni tvorby kolonii DNA Je
dfile3ité definovat rozmezi hustot vazanych primert a templatd,

stejné jako stechiometricky pomér mezi templatem a primerem.

Materidl a metody
Priprava sklicek

Sklidéka se derivatizovala a funkcionalizovala, jak se
popisuje shora v textu (materialy a metody). Primery kolonili
DNA jsou CPl a CP2. Templaty kolonii se pr¥ipravily zpusobem
popsanym v pfikladu 1 v pfipadé templatu B°, ale za pouZiti
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primerd TPB3 a TPB2. Upravené kolonie primeru a templatl se
aplikovaly na sklenény povrch v ruaznych koncentracich

koloniového primeru a koloniového templéatu.

Tvorba kolonii
Skli&ka uchovavand v 5 x koncentrovanem roztoku SSC se
promyla vodou filtrovanou pres mikrofiltr, aby se odstranily

sole. Rast kolonii se vyvolal na sklenéném povrchu smési PCR,

X

kterd obsahuje ¢&tyfi druhy dNTP (0,2 mM), 0,1 % BSA, 0,1 %
Tween 20, 1x pufr PCR a 0,05 U/ul DNA polymerdzy AmpliTaq
(Perkin Elmer, Foster City, CA). Smés PCR se umistila do
zatavené komory (MJ Research, Watertown, MA). Sklicka se
umistila do teplotniho cyklovace (The DNA Engine, MJ Research
Watertown, MA) a provedly se nasledujicil teplotni cykly: krok
1 pri teplot& 94 °C po dobu 1 minuty, krok 2 pri teploté 65 °C
po dobu 3 minut, krok 3 pfi teploté 74 °C po dobu 6 minut a
tento program se opakuje 50 krat. Po ukonceni tohoto programu

se sklidka driela pri teplotd 6 °C aZ do daldiho pouziti.

Stépeni kolonii s dvoufeté&zcovou DNA

Sklenény povrch obsahujici DNA se 3tépil restrikéni
nukleazou tak, e se kolonie pfrelila restrik&nim enzymem V 1x
koncentrovaném 3tépicim pufru. Reakce probéhla dvakrat po dobu
1,5 hodiny p¥i teploté& 37 °C. Kolonie s dvouteté&zcovou DNA se
denaturovaly ponofrenim sklicek dvakrat do pufru Tris (obsahuje
10 mM, pH 8) pfi teploté& 100 °C po dobu 5 minut. Pak néasleduje
promyti 5x koncentrovanym roztokem SSC pfi teploté 4 °C.
Sklidka se uchovavala v 5x koncentrovaném roztoku az do

daldiho pouziti.

Hybridizace kolonii s jednofetézcovou DNA
Aby se zabranilo nespecifické hybridizaci, sklicka se
inkubovala s blokadnim roztokem (5x koncentrovany roztok SSC,

0,1 ¢ Tween, 0,1 % BSA) po dobu 1 hodiny a sklicka se promyla
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5x koncentrovanym roztokem SSC (promyti se provedlo dvakradt po
dobu 5 minut). Oligonukleotid s fluorescencné znacenym
5 koncem pomoci molekuly Cy5 (Eurogentec, Brussels) se fedil
na koncentraci 0,5 puM v 5x koncentrovaném roztoku SSC, Tween
0,1 % a nanesl se na sklenény povrch na dobu alesponi 2 hodin.
Skli&ka se promyla za stdlého michani 5x koncentrovanym
roztokem SSC po dobu 5 minut a dvakrat 5 X koncentrovanym

roztokem s 0,1 % SDS po dobu 5 minut pfi teploté 37 °C.
Skli&ka se zviditelnila dfive popsanym zpusobem.

Pozorovalo se, #e rozsah hybridizace Je funkce hustoty
zachyceni oligonukleotidu. Podobna studie s vazanymi templaty
DNA ukazal, Ze tvorba kolonii Jje také funkci koncentrace
templatu zachyceného na sklickach. V z4vislosti na chemickych
postupech uzivanych pfi zachyceni oligonukleotidu a templatu
je optim&lni koncentrace templatu 1 uM v pripadé bifunkéniho
sitovaciho &inidla s-MBS (obréazek ¢. 6B) a 1 nM v ptipadé EDC
karbodiimidu (obréazek c. bA) . Je zajimavé, ze vySsi
koncentrace templadtu nezvy3uje poet kolonii v pripadé chemie
EDC a doséahlo se hodnoty odpovidajici maxim&lnimu poctu

kolonii.

Studovaly Jjsme tvorbu kolonii (pocCet) jako funkci
koncentrace primerd, koncentrace templatové DNA aplikované na

povrch a délku templatu DNA.

Také se hodnotil podet kopii templatu v kazdé kolonii.
Kvantifikace se zalozila na fluorescen&ni detekci fluorofort
znac¢enych molekulami Cy5, Cy3 nebo fluoresceinem doplnénymi
Einidlem proti bé&leni (Prolong, Molecular Probes, Portland,
OR). Kalibrace se provedla pomoci hybridizacnich experimentd
pomoci primerd zachycenych na povrchu a odpovidajici skutecna

hustota se stanovila pomoci radiocaktivity.
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P¥iklad 5: In-situ sekvenovani DNA kolonii

Sklic¢ka (o prum&ru 5 mm, Verrerie de Carouga, Svycarsko)
se nejdfive umistily do 0,2 % roztoku Helmanex (ve vodé), do
lazné& 1N NaOH po dobu jedné hodiny pfi teploté mistnosti, pak
se proplachla destilovanou vodou, ¢istym hexanem a opét
dvakrat destilovanou vodou a aplikovalo se 1 M HC1l pfes noc
pfi teploté mistnosti. Pak se sklié¢ka promyla dvakrat
destilovanou vodou a oSetfila se H;SOs (50 %) plus K,5,05 po
dobu Jjedné hodiny pfi teploté mistnosti. Sklicka se opét
promyla destilovanou vodou a pak dvakrat etanolem. Sklicka se

derivatizovala ATS (jak se popisuje v piikladu 4).

Koloniové primery CpP1 (5°-p TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGG
ADAGGGAAAGGG) a CP2 (5°-p TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGARAGGGAAAGGG)
fosforylované na 5 konci (Microsynth  GmbH, Svycarsko) a
templatova DNA B (pfipraveny, Jjak se popisuje v pfikladu 1) se
kovalentné svym 5 koncem zachytily na sklicku o praméru S5 mm
(Verrerie de Carouge, Svycarsko) tak, aby kone&néa koncentrace

byla 1 uM aZz 10 nM. Postupuje se nasledovné&. 2 nm kaZdého

primeru se ptridaly k 0,2 nm templatu v 1 ml roztoku A (41 ul
metylimidazolu (Sigma, kat. <&. M-8878) v 50 ml H;O, pH se
upravilo na hodnotu 7 pomoci HCl) a pak se v3e smichalo
v poméru 1:1 s roztokem D (roztok D je 0,2 mM EDC v 10 ml
roztoku A). Na ob& strany skli&ek se naneslo 3,5 pl smési a
sklicka se inkubovala pfes noc pri teplot& mistnosti. Sklicka
se pak kratce oplachla 5x koncentrovanym roztokem SSC a
umistila se do pufru 10 mM Tris pH 8,0 pfi teploté& 100 °C po

dobu dvakrét pét minut.

Nespecifickd mista na skle se blokovala bovinnim sérovym
albuminem (BSA, Boehringer Mannheim GmbH, Némecko, kat. cislo
238040) o koncentraci 1 mg/ml v 5x koncentrovaném roztoku SSC
po dobu 1 hodiny pfi teplotée mistnosti a pak se promyly

destilovanou vodou.
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Sklic¢ka se pak jednotlive umié%ily do reakni zkumavky
Microamp™ (Perkin Elmer), kterd obsahuje 170 pl smési PCR a pak
se vytvorily kolonie DNA za pouziti Taqg polymerdzy (AmpliTaq,
PE-Applied Biosystems Inc., Foster City, CA), pficemz probéhlo
50 cykla (teplota 94 °C po dobu 60 vtefin, teplota 60 °C po
dobu 3 minut, teplota 72 °C po dobu 6 minut) v teplotnim
cyklova¢i MTC 200 (MJ Research, Watertown, MA). DNA na kazdém
sklidku se &té&pila dvakrat za pouZiti 1,3 jednotek restrikéni
endonukledzy Pvull (Stratagene) v pufru NEB 2 (New England
Biolabs) po dobu 45 minut pf¥i teploté 37 °C. Po Stépeni se
zkumavky umistily do 10 mM pufru Tris pH 8,0 pfi teploté 100
°C po dobu 2x 5 minut, pak se reakce blokovala filtrovanym
(Millex GV4, Millipore) roztokem BSA o koncentraci 1 mg/ml v
2x  koncentrovaném pufru SSC po dobu 30 minut pfi teploté
mistnosti a promyly se nejdfive 2x koncentrovanym roztokem SSC
s 0,1 % SDS a pak 5x koncentrovanym roztokem SSC. Kazdé
sklidko se inkubovalo pfes noc pfi teploté mistnosti s 5x
koncentrovanym roztokem SSC/0,1 % Tween 20, ktery obsahuje 1 pM
sekvena¢ni primer pl81l (CGACAGCCGGAAGGAAGAGGGAGC) . Kontroly,
které neobsahuji primer se uchovavaly v 5x koncentrovaném
roztoku SSC s 0,1 % Tween 20. Skli¢ka se promyla dvakrat 5x
koncentrovanym roztokem SSC s 0,1 % SDS p¥i teplot& 37 °C po
dobu 5 minut a dale pak 5x koncentrovanym roztokem SSC. Primer
pl81 mi¥e hybridizovat s templatem B’a sekvence néasledujici po
pl81 je CAGCT... Za ulelem zaostfeni se zelené fluorescencni
Castice adsorbovaly na dno prohlubné a kaZdd prohluben se
inkubovala S 20 pnl redéni 1/2 000 Zlutych/zelenych
fluorescendénich FluoSpheres® potaZenych streptavidinem
(Molecular Probes, Eugene, OR) v 5x koncentrovaném roztoku SSC

po dobu 20 vtefin pfi teploté mistnosti.

Po hybridizaci s primerem se pfidaly na kaZdé sklicko 2 ul

roztoku, ktery obsahuje 0,1 % BSA, 6 mM dithiotreitolu (Sigma
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Chemicals), 5 uM Cy5'"™-dCTP nebo 5 uM Cy5""™-dUTP (Amersham,
UK) a 1x koncentrovany reak&ni pufr sekvendzy. P¥ridani Cy5“m—
nukleotidu se inicializuje pfidénim 1,3 jednotky DNA

polymerdzy T7 Sequenase'™

(Amersham, UK) po dobu dvou minut v
5x koncentrovaném roztoku SSC s 0,1 % SDS po dobu 15 minut a

sklic¢ka se promyla 5x koncentrovanym pufrem SSC.

Vzorky se pozorovaly =za pouziti inverzniho mikroskopu
(Axiovert S100TV, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Némecko) vybaveny
CCD kamerou Mikromax 512x768 a za pouziti software Winview
(Princeton Instruments, Trenton, NJ). P¥i zaostfeni se pouZzil
objektiv s 20-ti nasobnym zvé&t3enim a sada filtrd XF 22 (Omega
Optical, Brattleboro, VT) a pri pozorovani vzorku se
zac¢lenénym Cy5TM se pouzil objektiv s 20-ti ndsobnym zvétSenim
a sada filtrd XF 47 (Omega Optical, Brattleboro, VT) pfi 50
vte¥inové expozici za pouZiti t¥idéni 2x2 pixeld. Zluté/zelené
FluoSpheres® (pfibliZné se jich v poli objektivu nachazi 100)
nevykazuji detekovatelny signdl za pouZiti sady filtru XF47 a
pfi 50 vtefinové expozici (data nejsou uvedeny). Fotografie se

vytvo¥ily pomoci programu Winview (Princeton Instruments).

Na obrazku &. 7A je zobrazen vysledek po inkubaci s Cy5™-
dCTP se vzorkem, ktery se ptred tim neinkuboval s primerem
pl8l. Je moZné vidét pét rozmazanych bodd, coZ ukazuje, zZe
dochézi k ne prilid dramatickému ruivému ucinku (jako Je
srazeni agregath Cy5™-dCTP, adsorpce nebo jednoduse

nespecifické zaclenéni do DNA v koloniich nebo na povrchu).

Na obrazku &. 7b je zobrazen vysledek inkubace Cy5™-duTP
se vzorkem, ktery se neinkuboval s primerem pl81l. Neobjevil se
s4dny bod, coZ indikuje, Ze neprobéhlo zaclenéni fluorescencni
badze v detekovatelném mnoZstvim, kdy nukleotid wureny pro
zaclenéni neodpovida sekvenci templatu nasledujici

hybridizovany primer.
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Na obrazku &. Jc je zobrazen vysledek inkubace Cy5™-dCTP
se vzorkem, ktery se inkuboval s primerem pl8L. Objevila se
¥ada fluorescen&nich bodd, co? indikuje, Ze probé&hlo zacllenéni
fluorescenéni baze v detekovatelném mnozstvi, pticemz
nukleotid ur&eny pro zaclen&ni odpovidad sekvenci templatu

nasledujicim po hybridizovaném primeru.

Ukdzalo se, e je moZné zallenit fluorescencni nukleotidy
do DNA obsaZené v koloniich zptsobem, ktery je specificky pro
sekvenci, a je moZné monitorovat toto zaClenéni zde popsanym
pristrojem nebo metodou. To je vSak pouze pfiklad. Je vhodné,
kdyz Je potreba, aby se fluorescentni Dbaze opakovaly
nékolikrat. KdyZ se to provede zpusobem specifickym pro
sekvenci, je pak mozZné dedukovat &cast sekvence DNA obsazZené

v keoloniich.

Pr¥iklad 6: Analyza znaCeni 5° konce mRNA

Nejpfesn&jsi zplsob monitorovani exprese genu Vv bunkach
nebo tkanich je omezeni poltu krokd mezi shromdzdénim vzorku a
vyhodnoceni mRNA. Bézné dostupné Jjsou také nové metody pro
rychlou izolaci mRNA. Nejucinnéjsi metody zahrnuji rychlou
izolaci vzorku a bezprostfedni poruSeni bunék do roztoku
hydrochloridu guanidinu, ktery zcela rozloZi proteiny a
deaktivuje RN&zy. Pak nésleduje Cisténi mRNA ze supernatantu
porudenych buné&k pomoci oligo-dT afinitni chromatografie.
Nakonec mRNA s Cepilkou na svém 5 konci se mize specificky
cilit a transformovat do cDNA za pouZiti jednoduché strategie

(syntéza cDNA SMART, Clontech, Palo Alto).

Tato metoda dovoluje syntézu kopii cDNA pouze translacné
aktivni mMRNA s Gepidkou na 5 konci. Kombinaci shora popsané
rychlé metody izolace mRNA a piipravy cDNA tvorby kolonii DNA
metodou vneseni templdtu vznikl postup pro identifikaci
velkého mnozstvi materidlu znacek na 5 konci sekvence mRNA.

Vyhodou naZeho vynalezu je mosnost sekvenovat velké mnoZstvi
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cDNA pfimym zavedenim produktu reakci syntézy cDNA,
amplifikaci cDNA do tisice kopii a soucasné nasleduje in situ

sekvenovani cDNA.

Materidly a metody
Syntetické oligonukleotidy a plazmidy

Oligonukleotidy se syntetizovaly s 5'-fosfaty pomoci
Eurogentec nebo Microsynth. Za pouziti standardnich metod se
vytvorily plazmidy obsahujici Castelné kédujici a
3 'neprekladané sekvence my3iho genu draslikového kanalu mSlo,

ktery nasleduje po promotoru T3 RNA polymerazy.

Syntéza mRNA

Plazmidy mSlo se linearizovaly v jediném misté, které
rozeznadvéd restrikéni nukledza Sall nebo Sacl a které nésleduje
v plazmidu po sekvenci poly A+. Po oSetfeni 3tépeného plazmidu

proteindzou K, DNA linearizovaného plazmidu se extrahovala

jednou smési fenol/CH3Cl/izoamylalkohol a srazZela se
s etanolem. SrazZenina DNA se znovu rozpustila ve vodeé
v koncentraci 10 mikrogrami v mikrolitru. Syntetickd mRNA

s Gepickou 5 -metylguanozin se syntetizovala in vitro pomoci
bitu pro syntézu mRNA ,mMessage mMachine“ podle instrukci
vyrobce (Ambion, Austin TX). Syntetickd& mRNA se uchovavala pfi

teploté 80 °C.

Enzymy
Restrik&ni enzymy se ziskaly od firmy New England Biolabs

(Beverly, MA).

Syntéza cDNA

Syntetickd mRNA se smichala s mRNA poly A+ mySich Jjater
v r@znych pom&rech (1:1, 1:10, 1:100) a podle smé&si mRNA
my$ich jater a syntetické mRNA se uskutednila za pouZitl sady
pro syntézu cDNA ,SMART PCR“ (Clontech, Palo Alto, CA)

s néjakymi malymi Upravami. Pri reakci syntézy <CcDNA se
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priblizZné 1 pg smési mRNA smichal s primerem CP5, ktery ma 5 -
konec sekvence CPB, (5'p—AGAAGGAGAAGGAAAGGGAAAGGGTTTTTTTTTTT
TTTTTNN) . Tento primer se pouzivad pri syntéze prvniho Ffetézce
cDNA. V pripadé syntézy druhého fetézce se pouzije metoda
»SMARTY . Zédkladem syntézy ,SMART" je vlastnost reverzni
transkriptdzy mysiho viru Moloney pridat na 3 konec prvniho
retézce cDNA tfi aZ pét deoxycytozinovych zbytkl v pfipad&, Ze
mRNA obsahuje 5 -metylguanozinovou Cepicku manual pro

pouZzivatele sady SMART, Clontech, Palo Alto, CA). Primer CP6,

ktery obsahuje sekvenci CPB plus AARAGGGGG na 3 konci (57p-
AGAAGGAGAAGGAAAGGGAAAGGGGG), se pouZivd pfi syntéze druhého
fetézce ¢DNA. Pufr a SUPERSCRIPT™ II RNaza II reverzni
transkriptédza z viru my31 leukémie Moloney (Lufe Technologies,
Ltd.) se pouZiva, jak se popisuje v instrukcich a reakce se
provedla pfi teploté 42 °C po dobu 1 hodiny. cDNA  se pak

testovala pomoci PCR za pouzZiti primeru p251, ktery obsahuje

fragment sekvence CPf (5" -GAGAAGGAAAGGGAAAGG) a Tag DNA

polymerdzou (Platinum Taq, Life Technologies, Ltd.).

Priprava kolonii DNA

5'p-cDNA se smichala s rlznymi koncentracemi koloniového
primeru na pevné fazi CP2 (5 p-TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGARAGG
GAAAGGG) a chemicky vazaly na stény zkumavek vhodnych pro
reakce PCR ,Nucleolink™ (NUNC) podle néavodu vyrobce. Kolonie
DNA se pak prfipravily =za pouziti Tag polymerdzy (AmpliTaqg
Gold, PE-Applied Biosystems 1Inc., Foster City, CA) v 30
cyklech (teplota 94 °C po dobu 30 vte¥in, 65 °C po dobu 1
minuty, teplota 72 °C po dobu 1,5 minuty) v cyklovaldi teplot
MTC 200 (MJ Research, Watertown, MA).

Sondy DNA a hybridizace
Sondy DNA zna&ené biotinem a radioaktivné *?P specifické
pro sekvenci DNA genu mSlo se syntetizovaly pomoci primeru,

ktery je znaCen na svém 5 konci biotinem a normalnim pfrimym
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primerem metodou PCR za pouZiti templatu (mSlo DNA plazmid).
Sonda za&lenila o[*’P]-dCTP (Amersham, Amersham UK) v poméru
300:1 (af**P]-dCTP k dCTP) v reakci PCR s kone&nou koncentraci

Ctyrt deoxynukleozidtrifosfatl 50 uM. Z vyslednych
biotinylovanych a radioaktivnée znacenych sond DNA se
odstranily sole na koloné Chromaspin-1 000 (Clontech, Palo
Alto, CA). Sondy DNA se hybridizovaly se vzorky v pufru
neasyhyb" (Boehringer-Mannheim, Némecko) za pouziti
nasledujiciho schématu teploty (cyklovaci teplot MTC200):
teplota 94 °C po dobu 5 minut, pak nésleduje 68 krokl(, kdy
kaz?dych 30 vtefin se sniZi teplota o 0,5°C (to =znamen&, Ze
teplota se sniZi bé&hem 34 minut o 65 °C). P¥i hybridizaci se
pouzily zatavené prohlubné. Vzorky se pak tfikrat promyly 200
ul TNT pri teploté mistnosti. Prohlubné se pak inkubovaly po

dobu 30 minut s 50 pul TNT, které obsahuje 0,1 mg/ml BSA (New

England Biolabs, Beverly, MA). Prohlubné& se pak inkubovaly po

dobu 5 minut s 15 ul roztoku cCervenych fluorescencénich
mikrosfér o velikosti 40 nanometrl potaZenych streptavidinem
(molecular Probes, Portland, OR) . Roztok mikrosfér se
pripravil tak, Ze se 2 ul zasobniho roztoku mikrosfér , ktere
sonikovaly po dobu 5 minut ve vodni l&zni s ultrazvukem o
vykonu 50 W (Elgasonic, Bienne, Svycarsko) #fedil v 1 ml
roztoku TNT, ktery obsahoval 0,1 mg/ml BSA a filtroval se prfes
filtr Millex GV4 s velikosti pdéra 0,22 um (Millipore, Bedford,
MA) .

Vizualizace kolonii DNA

Obarvené vzorky se pozorovaly za pouziti inverzniho
mikroskopu Axiovert 10 za pouziti objektivu s 20-ti nasobnym
zvétSenim (Carl Zeiss AG, Operkochen, Némecko) vybaveny
kamerou Micromax 512x768 CCD (Princeton instruments, Trenton,
NJ) za pouziti sady filtrd PB546/FT580/LP590 a deseti

vtefinové expozice. Dokumenty se prevedly do formatu TIFF a
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zpracovaly se ve vhodném software (PhotoPaint, Corel Corp.
Ltd., Dublin, Ireland). Zpracovani spoc¢ivd v inverzi a
v linedrnim =zesileni kontrastu =za uclelem vytvorit obrazek,

ktery je vhodny pro &ernobily tisk na laserové tiskarné.

Vysledky
Syntéza syntetické mRNA a cDNA

Syntéza cDNA se kontrolovala pomoci PCR za pouZiti primeru
p251 (vytvofeného na kaZdém konci prvniho fetézce cDNA),
pricemZ spréavnd délka produktu se testovala elektroforézou na
agarbdzovém gelu. Syntetickd mRNA mSlo se fedila do mRNA jater
a dokazala se pruhy specifickymi pro mSlo se sniZujicil se

intenzitou zesilenim nespecifického smiru cDNA jater.

Detekce a kvantifikace kolonii DNA

Kolonie DNA se testovaly za pouZiti fluorescenci zobrazujiciho
mikroskopu CCD nebo scintilacéniho pocitéani. Pocet
fluorescencné detekovatelnych kolonii se 2zvy3il Jjako funkce
mnoZstvi zavedeného templatu, jak je zobrazeno na obrazku C.

6. Toto zvySeni se odrédZi jako mnociZstvi detekovatelného 32p,

Pomoci radioaktivné znacdenych sond je mozZné detekovat kopie
mRNA v ptibliZném  poméru 1:1C0. Pomoci fluorescencniho
mikroskopu zobrazovaci technologii CCD se mizZe detekovat mRNA

v fedéni 1:10 000.

Priklad 7: Kovalentni navézani primeru na pevny podklad
(plast)
Oligonukleotidové primery se zachytily do plastovych

mikrotitra&nich prohlubni Nucleolink (Nunc, Dansko) za ucCelem

stanovit optimdlni ¢as parovéni. Oligonukleotidy CP2 (5'-
(fosfat)-TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGARAGGGARAAGGG), CPS8 (5 -(amino-
hexametylen)-TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGCAAAGGGAAAGGG) , CP9

(57 (hydroxyl) -TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGAAAGGGAAAGGG) , CP10 (57~
(dimethoxytrityl)-TTTTTTTTTTAGAAGCAGAAGGAAAGGGAAAGGG a Cpll
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(5" (biotin) -TTTTTTTTTTAGAAGGAGAAGGAAAGGGAAAGGG), Microsynth
GmbH, Svycarsko) se zachytily do mikrotitradnich prohlubni
Nucleolink nasledujicim zpGsobem (pro kaZdy nukleotid se

pouzilo 8 prohlubni): do kazZdé prohlubné se dalo 20 pl roztoku,

ktery obsahuje 0,1 puM oligonukleotid, 10 mM 1l-metylimidazol
(pH7,0) (Sigma Chemicals) a 10 mM l-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl) -karbodiimid (pH7,0) (Sigma Chemicals) v 10
mM l-metylimidazolu. Prohlubné se pak zatavily a inkubovaly se
pfi teploté 50 °C po dobu rGznou dobu. Tarovaci reakce se
ukonCila ve specificky c¢as promytim dvakrat 200 ul RS (0,4
NaOH, 0,25 % Tween 20) a dvakrdt 200 pml TNT (100 mM TrisHC1l pH
7,5, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20). Zkumavky se sudily pri
teploté 50 °C po dobu 30 vtefin a uchovavaly se v plastovém

sadCku pfi teploté 4 °C.

Stabilita vazanych oligonukleotidl =z podminek tvorby kolonii
pomoci PCR

Stabilita se testovala za podminek rdstu kolonii pridénim
smési PCR (20 ul Ctyf dANTP (0,2 mM), 0,1 % BSA, 0,1 % Tween 20,
8 % DMSO (dimetylsulfoxid, Fluka Svycarsko), IX pufr
PCR) .Prohlubné se pak umistily do cyklovace teplot a probéhlo
33 cykld za nésledujicich podminek: teplota 94 °C po dobu 45
vtefin, teplota 60 °C po dobu 4 minut, teplota 72 °C po dobu 4
minut. Po ukonc¢eni uvedeného programu se prohlubné promyly 5x
koncentrovanym roztokem SSC, 0,1 % Tween 20 a nechaly se pfi
teploté 8 °C az do dal8iho pouZiti. Dfive neZ se naplnily
hybridiza&ni prohlubné 50 pl 5x koncentrovaného SSC, 0,1 %
Tween 20 se zahfdl na teplotu 94 °C po dobu 5 minut a

uchovaval se pri teploté mistnosti.

Sondy:
Oligonukleotidové sondy R57 (5" (fosfat) -
GTTTGGGTTGGTTTGGGTTGGTG, kontrolni sonda) a R58 (57 (fosfat)-
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vCCCTTTCCCTTTCCTTCTCCTTCT, které jsoﬁ komplementdrni s CP2,
cp8, CP9, CP10 a CPll  se enzymaticky znalily na Jejich
5 konci pomoci [y-3?P]dATP (Amersham, UK) za pouziti
polynukleotidové kinadzy bakterioféaga T4 (New England Biolabs,
Reverly, MA). Prebytek 32p d4ATP se odstranil pomoci kolony
Chroma Spin TE-10 (Clontech, Palo Alto, CA). Radioaktivné

znadené oligonukleotidy (0,5 pM v 5x koncentrovaném roztoku
ssc, 0,1 % Tween 20) se pak hybridizovaly s oligonukleotidem
deprivatizovanych v prohlubnich Nucleolink pfi teploté 37 °C
po dobu dvou hodin. Prohlubn& se promyly Ety¥ikrat O5x
koncentrovanym roztokem SSC, 0,1 % Tween 20 po dobu 15 minut
pfi teplot& 37 °C. Pocitanim v scintiladnim roztoku se pak

testaovala navazana sonda.

Vysledky

Fxistuje znatelny rozdil mezi rychlosti a specifikou
parovani oligonukleotidd zavisejiciho na podstaté funklni
skupiny na 5 konci oligonukleotidu. Oligonukleotidy nesouci na
svém 5 konci aminoskupinu, kterd se paruje pfibliZné dvakrat
rychleji jak se oligonukleotidy funkcionalizuji fosfatovou
skupinou na svém 5 konci (uvedeno v tabulce &. 2 a na obrazku
&. 8). Vedle kontrolnich oligonukleotidl funkcionalizovanych
5 hydroxylem, 5°-DMT nebo 5'-biotinem se v3echny spojujl
rychlosti podobnou  rychlosti 5" fosfatu, coz je otéazka
specifické podstaty chemického zachyceni za pouziti

5 fosfatové skupiny.
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Tabulka &. 2:
5 -fosfat 57-aminc 5 -hydroxyl |5 -DMT 5 -biotin
Ka (min™*) 0,0068 0,0135 0,0063 0,0070 0,0068
zachyceny 608 1344 542 602 650
oligonu-
kleotid
(fmol/pre-
hluben)
stabilita 56 69 66 66 62
PCR (%
zbyvajici) ‘
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Seznam sekvencil

(2) Informace o SEQ ID NO: 1:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 par0 bazi
(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) DRUH MOLEKULY: jin& nukleovéad kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer™

24

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:
AGAAGGAGAA GGAAAGGGAA AGGG
(2) Informace o SEQ ID NO: 2:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(11i) DRUH MOLEKULY: jin& nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer"
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:
24

CACCAACCCA AACCAACCCA AACC

(2) Informace o SEQ ID NO: 3:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 paru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: lineéarni

(i1i) DRUH MOLEKULY: jin& nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer™
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(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:
GAGGCCAGAA CAGTTCAAGG 20
(2) Informace o SEQ ID NO: 4:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 paru bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: jind nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer"
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:
20
CCTGTGACAA GACGACTGRA
(2) Informace o SEQ ID NO: 5:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 34 paru bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: lineéarni
(11) DRUH MOLEKULY: jind nukleovad kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer"
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:
34

TTT™TTTTTTT CACCAACCCA AACCRACCCA AACC

(2) Informace o SEQ ID NO: 6:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 34 péru bazi
(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: lineéarni
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(ii) DRUH MOLEKULY: jind& nukleovéa kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer®
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

TTTTTTTTTT AGAAGGAGAA GGARAAGGGAA AGGG

(2) Informace o SEQ ID NO: 7:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 34 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofet&zcova
(D) TOPOLOGIE: line&rni
(1i) DRUH MOLEKULY: jind& nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer™
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 7:

TTTTTTTTTT CACCAACCCA AACCAACCCA AACC

(2) Informace o SEQ ID NO: 8:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 34 part bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i1) DRUH MOLEKULY: jiné& nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer"
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:

TTTTTTTTTT AGAAGGAGAA GGAAAGGGAA AGGG

(2) Informace o SEQ ID NO: 9:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 42 pé&ru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
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(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(i) DRUH MOLEKULY: 7jind nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer"

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 9:
AGAAGGAGAA GGAAAGGGAA AGGGTTTTTT TTTTTTTTTT NN 42
(2) Informace o SEQ ID NO: 10:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 paru bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoteté&zcova
(D) TOPOLOGIE: lineédrni
(ii) DRUH MOLEKULY: jin& nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer"
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 10:
AGAAGGAGAA GGAAAGGGAA AGGGGG 26
(2) Informace o SEQ ID NO: 11:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 52 péaru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(11) DRUH MOLEKULY: jinéd nukleovad kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer™
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 11:
52

AGAAGGAGAA GGAAAGGGAA AGGGGCGGCC GCTCGCCTGS TTCTGGRAGA CA

(2) Informace o SEQ ID NO: 12:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
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(A) DELKA: 44 part bazi .

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova

(D) TOPOLOGIE: linedrni
(1i) DRUH MOLEKULY: jina& nukleova kyselina.

(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer®
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 12:

AGAAGGAGAA GGAAAGGGAA AGGGCCTGTG ACAAGACGAC TGAA

(2) Informace o SEQ ID NO: 13:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 62 paru bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: jin& nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer®
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 13:

TTTTTTTTTT AGAAGGAGAA GGAARAGGGAA AGGGGCGGCC GCTGAGGCCA GTGGAAGTCA

GA

(2) Informace o SEQ ID NO: 14:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 60 péaru bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednotreté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: jin& nukleovéd kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer™
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

TTTTTTTTTT CACCAACCCA AACCAACCCA AACCGAGCTC AGGCTGAGGC AGGAGARATTG

44

60

62

60
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(2) Informace o SEQ ID NO: 15:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 44 paru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: jiné nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer™
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 15:

AGAAGGAGAA GGAAAGGGAA AGGGGAGCTG AGGAGGAAGA GAGG 44

(2) informace o SEQ ID NO: 16:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 52 péarta bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: lineéarni
(ii) DRUH MOLEKULY: jiné nukleovd kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer"
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 16:

AGAAGGAGAA GGAAAGGGAA AGGGGCGGCC GCTCGCCTGG TTCTGGAAGA CA 52

(2) Informace o SEQ ID NO: 17:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 22 péarl bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofretézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) DRUH MOLEKULY: jind& nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis = ,oligonukleotidovy primer™

(ix) ZNAKY:
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(A) Nazev/klic¢: modifikovand béaze
(B) Pozice: 11
(D) Jiné informace:
/mod.bdze = 1
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/klic¢: modifikovanéd béaze
(B) Pozice: 13
(D) Jiné informace:
/mod.bdze = 1
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kli¢: modifikovana baze
(B) Pozice: 15
(D) Jiné informace:
/mod.bdze = 1
(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kli¢: modifikovanad baze
(B) Pozice: 17
(D) Jiné informace:
/mod.baze = 1
(ix) ZNAKY:
(A) Nézev/klic¢: modifikovand béaze
(B) Pozice: 19
(D) Jiné informace:
/mod.bdze = 1
(ix) ZNAKY:
(A) Nézev/klic¢: modifikovanéd baze
(B) Pozice: 21
(D) Jiné informace:

/mod.bédze = 1

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 17:

TTTTTTTTTT NSNSNSNSNS NS
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(2) Informace o SEQ ID NO: 18:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 paru bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: jind nukleova kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer™
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 18:

CGACAGCCGG AAGGAAGAGG GAGC

(2) Informace o SEQ ID NO: 19:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 18 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: line&rni
(ii) DRUH MOLEKULY: jin& nukleovd kyselina
(A) POPIS: /popis: ,oligonukleotidovy primer™
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 19:

GAGAAGGARA GGGAAAGG

24

18
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1. Zptsob amplifikace alespoil jedné nukleové kyseliny

vyznadcdujici se tim, Z e zahrnuje:

1) vytvofeni alespont jednoho templatu nukleove kyseliny
obsahujici nukleovou kyselinu(y), ktera se amplifikuje,
pfi¢emZ uvedend nukleovd kyselina(y) obsahuje na 5“konci
oligonukleotidovou sekvenci Y a na 3"konci
oligonukleotidovou sekvenci Z a navic nukleovou
kyselinu(y) nesouci na 5"konci prostredky pro zachyceni
nukleové kyseliny(kyselin) na pevny podklad,

2) smichéni uvedeného templatu(d) nukleové kyseliny s Jjednim
nebo vice koloniovych primeru X, které mohou hybridizovat
s oligonukleotidovou sekvenci Z a nesou na svém 5 konci
prosttedky pro zachyceni koloniovych primerd na pevny
podklad, pricemz v pritomnosti pevného podkladu se 5" konce
templatu nukleové kyseliny a koloniovych primeru vazou na
pevny podklad,

3) provedeni amplifika&nich reakci jedné nebo vice nukleovych
kyselin za pouZiti navédzaného templatu(u) tak, Ze se

vytvori kolonie nukleové kyseliny.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznadcuijilci
se tim, < e oligonukleotidova sekvence Z je
komplementédrni s oligonukleotidovou sekvencli Y a koloniovy

primer X je stejnéd sekvence jako oligonukleotidova sekvence Y.

3. Zpusob podle naroku 1, vyznadc¢cuijilcli
se tim 2 e dva razné koloniové primery X se smichaly
s uvedenym templatem(y) v kroku (2) a kde sekvence koloniovych
primera X Jjsou takove, Ze oligonukleotidovd sekvence Z mtze

hybridizovat s jednim z koloniovych primeru X a
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oligonukleotidova sekvence Y je stejna jako jeden

z koloniovych primerl X.

4. Zplisob amplifikace alespon jedné nukleové  kyseliny,

vyznadcujici se tilm Z e zahrnuje:

1) vytvoreni alesponn jednoho templatu nukleové kyseliny
zahrnujici nukleovou kyselinu(y), ktera se bude
amplifikovat, prticemz uvedend nukleovd kyselina(y) nesou
na svém 5 konci prostfedky pro zachyceni nukleové
kyseliny (kyselin) na pevném povrchu,

2) smichani uvedenych templatd nukleové kyseliny S jednim
nebo vice degenerativnich koloniovych primer X, které
mohou hybridizovat s oligonukleotidovou sekvenci
v uvedeném templatu(ech) na misté lemujicim sekvenci
nukleové kyseliny, kterd se amplifikuje a nese na 5”konci
prostfedky pro zachyceni koloniovych primert na pevny
podklad, pricemz v pfitomnosti pevného podkladu se 5" konce
templatu nukleové kyseliny a koloniovych primerd vazou na
pevny podklad,

3) provedeni amplifikacnich reakci jedné nebo vice nukleovych
kyselin za pouZiti vazaného templatu(u) tak, Ze se vytvori

kolonie nukleovych kyselin.

5. Zplsob podle libovolného z narokl 1 az 4,
vyznacuijilcit se t im Ze zahrnuje daldi krok,
ktery provadi alespofi v jednom kroku stanoveni sekvence jedné

nebo vice vytvofenych kolonii nukleové kyseliny.

6. Zplsob podle nédroku 5, vyznac¢cuijilcl
s e t im, % e krok stanoveni sekvence zahrnuje zac¢lenénl a

detekci zna&enych oligonukleotidd.

7. Zptusob podle naroku 5 nebo 6, vyznacuijilc i
se tim, 2Z e celé nebo ¢astelné sekvence templatt
amplifikované nukleové kyseliny ptitomnych ve vice nez jedné

kolonii nukleové kyseliny se stanovi soucasneé.
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8. Zpusob podle libovolného z narokl 1 az 7,
vyznadcuijicil se tim, % e zahrnuje dalsi krok

vizualizace vytvofenych kolonii.

9. Zplusob podle naroku 8, vyznad¢uijicl
s e t im, 2 e uvedeny krok vizualizace zahrnuje pouziti

snadené nebo neznadené sondy nukleové kyseliny.

10. Zpusob podle libovolného naroku 1 az 9,
vyznadc¢uijici se tim, 2Z e prostredky pro
zachyceni templatu(d) a koloniovych primerd na pevny podklad
zahrnuje prostfedky pro kovalentni zachyceni sekvenci

nukleovych kyselin na uvedeny podklad.

11. Zpuasob podle naroku 10, vyznadujicl
s e t im, 2 e uvedené prostfedky pro kovalentni =zachycenl
sekvenci nukleové kyseliny na pevny podklad Je chemicky

upravitelna funkéni skupina.

12. Zpuasob podle naroku 11, vyznacujici
se t im, % e uvedend chemicky upravitelna funké&ni skupina
je fosfatovad skupina, karboxylovd nebo aldehydova cast,
thiolova, hydroxylova, dimetoxytritylova (DMT) skupina nebo

aminoskupina.

13. Zpusob podle naroku 12, vyznadcuijiciti
s e t im, % e uvedend chemicky upravitelna funk&ni skupina

je aminoskupina.

14. Zpusob podle libovolného z narokl 1 az 13,
vyznac¢cujilclil se t im Z e uvedeny pevny povrch
se vybral ze skupiny zahrnujici latexové, dextranové castice,
polystyrenovy, polypropylenovy povrch, polyakrylamidovy gel,

zlaté, sklenéné povrchy a kfemikovée platky.
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15. Zplsob podle naroku 14, vyznadcuijici

s e t im, 2 e uvedeny pevny podklad Jje sklo.

16. Zplsob podle libovolného z narokl 1 az 15,
vyznacuijici s e tim, 2 e hustota vytvorenych
kolonii nukleové kyseliny je 10 000 na milimetr &tveredni aZ

100 000 na milimetr c&tveredni.

17. Zpusob podle libovolného z naroku 1 az 16,
vyznac¢cuijici s e tim, Z e hustota koloniovych

primeri X =zachycenych na uvedeném podkladu je alespon 1

fmol /mm?.
18. Zplsoby podle libovolného z narokl 1 az 17,
vyznac¢uijiciti s e tim % e hustota templatu

nukleové kyseliny je 10 000 na milimetr Etvere&ni az 100 000

na milimetr &tveredni.

19. Velké mnoZstvi templétl raznych nukleovych kyselin
obsahujici nukleové kyseliny, kterée se amplifikuji, pticemz
ka’dad z uvedenych nukleovych obsahuje na svych 5"koncich
znamou oligonukleotidovou sekvenci Y a na 3’ konci znamou
oligonukleotidovou sekvenci Z a navic nukleova kyselina(y)
nesou na 5 konci prostredek pro zachyceni nukleové

kyseliny(kyselin) na pevny podklad.

20. Velké mnoZstvi templatt nukleové kyseliny podle naroku 19,
kde oligonukleotidové sekvence Z je komplementarni

s oligonukleotidovou sekvenci Y.

21. Velké mnoZstvi templatd nukleové kyseliny podle naroku 19,
kdy? se smichad s velkym mnoZstvim koloniovych primerd X, které
mohou hybridizovat s oligonukleotidovou sekvenci Z a nesou na
svych 5 koncich prostfedky na zachyceni koloniovych primert na

pevny podklad.
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22. Velké mnozstvi templatl nukleové kyseliny podle naroku 21,
kde oligonukleotidova sekvence Z je komplementarni
s oligonukleotidovou sekvenci Y a koloniovy primer Je stejna

sekvence jako oligonukleotidova sekvence Y.

23. Velké mnoZstvi templatd nukleové kyseliny podle naroku 19
se smichd se dvéma ruznymi koloniovymi primery X a kde
sekvence koloniovych primert X jsou takové, ze
oligonukleotidova sekvence Y je stejnd jako koloniové primery

X.

24. Velké mnoZstvi templatd nukleové kyseliny podle néaroku 21,
kde koloniové primery X obsahuji degenerovanou primerovou
sekvenci a templaty nukleové kyseliny neobsahuji

oligonukleotidové sekvence Y nebo Z.

25. Pevny podklad, vy znacuijilcli se tim Z e se
na né&j =zachytilo velké mnoZstvi koloniovych primerd X podle
libovolného =z ndrokll 1 aZz 24 a mnoZstvi templatld nukleovée

kyseliny podle libovolného z néarokd 19 aZ 24.

26. Pevny podklad podle néaroku 25, vyznac¢cujicil
s e tim Z e je to pevny podklad podle narokl 14 a 15.

27. Pevny podklad podle 1libovolného =z narokdl 25 nebo 26,
vyznac¢cuijici se tim Z e =zachyceni templatt

nukleové kyseliny a koloniovych primerl na pevny podklad je

kovalentni.
28. Pevny podklad, vy znacuijilci se tim 2Ze
zahrnuje jednu nebo vice kolonii nukleovych kyselin

vytvofenych metodou podle libovolného z nadrokid 1 az 18.

29. Pouziti pevného podkladu podle libovolného z narokl 25 az
28 pri zplsobech amplifikace nebo sekvenovéni nukleové

kyseliny.
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30. PouZiti podle naroku 29, kde uvedeny zpusob Jje zpusob

podle libovolného z ndroka 1 azZ 18.

31. PouZiti zplsobu podle libovolného =z narokd 1 azZz 18 pfi

amplifikaci nebo sekvenovani nukleové kyseliny.

32. Pouziti zplsobu podle libovolného =z narokG 1 aZ 18 nebo
kolonii nukleové kyseliny vytvofenych uvedenymi zpasoby nebo
velké mnoZstvi templatd nukleové kyseliny podle narokd 19 az
24 nebo pevnych podkladl podle nérokd 25 az 28 pfi ziskavani
molekul nukleovych kyselin pro sekvenovani a opétné
sekvenovani, monitorovani exprese genu, profilovani geneticke
diverzity, pri diagnéze, testovéani, sekvenovani celého genomu,
zkoumdni a hodnoceni polymorfizmu celého genomu a pfi priprave
skli¢ek s celymi genomy nebo pfri jinych aplikacich, ktereé
zahrnuji amplifikaci nukleovych kyselin nebo jejich

sekvenovani.

33. Sada vhodnd& pro pouziti pri amplifikaci nebo sekvenovani,
vyznacuijici se tim zZ e zahrnuje velké
mnozstvi templatd nukleovych kyselin podle libovolného
z narokl 19 a# 24 a koloniové primery podle libovolného

z naroka 1 az 32 vazanych na pevny podklad.

34. Sada podle naroku 33, vyznadcujilci
se tim % e dje vhodnd pro pouZiti p¥i sekvenovani,
opétném sekvenovéni, monitorovani exprese genu, profilovani
genetické diverzity, diagnbze, testovani, sekvenovani celého
genomu, zkoumani a hodnoceni polymorfizmu celého genomu nebo
libovolné jiné aplikaci zahrnujici amplifikaci nukleovych

kyselin nebo jejich sekvenovani.
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