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Rekombinantni, tepelné stilda DNA
polymeréza, zphsob jeji pfipravy a kit,
ktery ji obsahuje

Anotace:

Rekombinantni, tepelné stdlda DNA polymera-
za se zvySenou ucinosti pro zacdlefiovani ne-
konvenénich, napfiklad fluorosceinovymi
barvami zna&enych nukleotidti se mulZe pii-
pravovat rekombinantni DNA technologii a
ma vyrazné cenové a uc¢innostni pfednosti pro
DNA sekvencovani. Modifikovana DNA poly-
mer4za je vyhodna pro in vitro DNA syntézy,
naptiklad pro DNA sekvencovani, pro syntézu
znatené DNA a pro produkci znatenych pri-
mernich extenznich produktd. Polymerazovy
enzym je zvlasté vhodny pro ukoncovani fe-
tézce nukleové kyseliny sekvenénimi zphsoby.
Nukleové Kkyseliny kédujici rekombinantni,
tepelné stdla DNA polymerazy a vektory a
hostujici buniky, které je obsahuji. Kity obsa-
hujici rekombinantni, tepeln€ stdla DNA poly-
merazy.
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Rekombinantni, tepelnd std4l4 DNA polymerédza, zplsob jeji pfi-
pravy a kit, ktery ji obsahuje

Oblast techniky

Vyndlez se tyké4 rekombinantni, tepelné st4dlé DNA polyme-
rdzy, které4 podporuje udlinnost zacllefiovédni nukleosidtrifosfatd
znalenych barvivem fluoresceinové skupiny a zplsobu jeji pfi-
pravy a izolace. Enzymy podle vyndlezu jsou vhodné pro Cetné
obory molekuldrni biologie a zv143té jsou vyhodné pro sekven-
covani nukleové kyseliny. Vyndlez se také tykd kitu, ktery re-

kombinantni, tepelné& stdlou polymerdzu obsahuje.

Dosavadni stav techniky

Zatlefiovani nukleosidtrifosfatd (dNTP) znalenych barvi-
vem fluoresceinové skupiny je d@leZité v cCetnych in vitro DNA
syntetznich aplikacich. Napfiklad barevné termindtorové DNA
sekvendni reakce vyZaduji zaclen&ni fluorescentnich dideoxy-
nukleotidovych analogl pro ukondeni a znaCeni. Kromé toho in
vitro pfiprava znadenych produktd miZe zahrnovat zaclenéni
fluorescentnich nukleotidd nebo nukleotidovych analogl. Na-
pfiklad se fluorescen&néd znaend DNA pouZivd pfi hybridizac-
nich zkoudkdch za pouZiti mikroseskupeni imobilizovanych sond
(Cronin a kol., Human Mutation 7, str. 244, 1996).

K zajiSténi vérnosti DNA replikace maji DNA polymerazy
velmi silny sklon pro za&len&ni svych normdlnich substrétd,
ozna&ovanych zde jako konvenéni deoxynukleosidové trifosfaty
(dNTP) a proti zallen&ni nekonven&nich dANTP vCetné& dNTP a dNTP
analogd znaldenych fluorescentnim barvivem. V Dbufikdch tato
vlastnost zeslabuje zallen&ni abnormalnich bézi, napfiklad
dUTP pro rostouci DNA feté&zce. In vitro je tato charakteristi-

ka obzvlasté ziejmad v pfitomnosti jak konvenénich tak nekon-




venénich fluorescenéné& znafenych nukleosidovych trifosfatd,

napifiklad v DNA sekvenénich reakcich za pouZiti verse zplsobu
dideoxy tetézového zakonceni za pouZiti barevnych termindtorid
(Lee a kol., Nuc. Acids. Res. 20, str. 2471, 1992).

Obchodné dostupné DNA cyklické sekvenéni kity pro zplsob
barevného terminadtoru pouZivaji Fetézového termindtoru ddNTP
znadenych fluorescentnim barvivem rhodaminového typu. Aviak
rhodaminov4 barviva jsou iontové obojetnd a nukleosidtrifosfa-
ty, znalené té&mito barvivy, migruji anoma&lné v elektroforetic-
kém gelu, pouZitém pro oddéleni produktd sekvence pro identi-
fikaci. Tato vlastnost rhodaminovych barviv nuti modifikovat
standardni sekvenéni protokol, ktery zahrnuje pouZiti dITP a

pfidavny stupen pred elektroforézou.

Na rozdil od toho fluorescentni barviva se zdpornym néabo-
jem, jako fluoresceinovd barviva umoZiiuji 1) lep3i oddélovéni
znacéenych nukleosidtrifosfatd a znaCenych primernich extenz-
nich produktd a 2) lep3i elektroforetickou migraci znacenych
sekvenénich produktd neZ fluorescentni barviva s neutrdlnim
nebo s kladnym nédbojem.Proto pfi pouZiti fluoresceinovych bar-
viv odpadaji pfidavné zpracovatelské stupné, potfebné pfi pou-
7iti rhodaminovych barviv. Av3ak dostupnd fluoresceinovd bar-
viva nejsou idedlni pro pouZiti v soulasnych, obchodné dostup-
nych DNA cyklickych sekvencujicich formidtech, jelikoZ se ddNTP
znadené témito barvivy, nezadlefiuji déinné do sekvenénich pro-
dukt® za pouZiti téchto formdtd. Proto je potfeba vyvinout ob-
chodné dostupné tepelné st4alé DNA polymerdzy, které by se G-
¢inné zadlefiovaly do konvenénich a fluorescen¢né znacenych
nukleotidd. Vyndlez Fed3i tuto potfebu. Kromé& toho neocekéva-
telnou vlastnosti mutantnich enzymdi podle vyndlezu je zvySend
mira primérni extenze ve srovnadni s odpovidajicim enzymem
standardniho typu. Jinou neodekédvatelnou vlastnosti je zvySend
rovnomérnost zacllenéni riiznych termindtorovych nukleotidd

v automatizované DNA sekvencni analyze.



Podstata vyvnédlezu

Na matrici z4vislid rekombinantni, tepelné stdl4d DNA poly-
merdza spoCivid podle vyndlezu v tom, Ze
a) ve své nativni formé obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LeuSerXaaXaaleuXaaXaaProXaaXaaGlu, SEQ ID NO:1, pficemZ Xaa
v poloze 3, 4, 6, 9 a 10 sekvence znamend jakykoliv amino-
kyseinovy zbytek a Xaa v poloze 7 znamend& Val nebo Ile,
b) Xaa v poloze 4 je mutovany ve srovnadni s nativni sekvenci
s vyjimkou, Ze Xaa v poloze 4 neni mutovan na Glu a
c) tepelné stédléd DNA polymerdza ma rozliSovaci schopnost proti
zadlendni nukleotidd znalenych fluoresceinovym barvivem,
kter4d je sniZena ve srovnédni s nativni formou této polyme-

TAzy.

V jednopismenovém kodu se SEQ ID NO:1, oznacovand ve
tfipismenovém kodu jako LeuSerXaaXaaleuXaaXaaProXaaXaaGlu, o-
znaCuje jako LSXXLX(V/I)PXXE.

Vyndlez se tedy tykd na matrici zA&vislych rekombinant-
nich, tepelnd stdalych DNA polymerdzovych enzyml se sniZenym
tozliSovdnim proti zaclené&ni nukleotidl znacenych fluorescei-
novymi barvivy ve srovndni s dfive charakterizovanymi enzymy.
Tyto enzymy 2zacClenuji nukleotidy, vé&etné deoxynukleotidl
(dNTP) a béazovych analogli , jako jsou dideoxynukleotidy
(ddNTP), které jsou znaleny fluoresceinovymi barvivy ucinnéji
ne? b&iné tepelné stidlé enzymy. Vyndlez se rovnéZ tyka geni,
kodujici tyto enzymy, jakoZto rekombinantnich expresnich vek-

tort pro ziskédni velkého mnoZstvi &iSté&nych enzymi.

Podle vynédlezu je identifikovana kritickad oblast tepel-
né stadlé DNA polymerdzy, Kkterd ovliviiuje schopnost polymerézy
zatlenovat nukleotidy, znaené fluoresceinovymi barvivy, za
zachovani schopnosti za&lefovat svédomité& pfirodni nukleotidy.

Tato kritickd oblast, kriticky motiv, se miZe zavddét do geni



pro tepelné stdlé DNA polymerdzy rekombinantnimi DNA zplisoby,

napfiklad mistné specifickou mutagenezi k realizaci vynadlezu.

Vyndlez se tedy t¥kd rekombinantnich tepelné stdlych DNA
polymerdzovych enzymll, které jsou mutovadny k produkovani kri-
tického motivu a sniZuji rozliSovédni proti zaclenéni nukleoti-
dd znacCenych fluoresceinovymi barvivy ve srovnadni s odpovida-

jicimi enzymmy standardniho typu.

Podle jiného provedeni rekombinantni, tepelné stdld DNA

polymeraza spoCiva podle vyndlezu v tom, Ze

a) ve své nativni formé obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LS(Q/G)XL(S/A)IPYEE, SEQ ID NO:2, pfic¢emZ X znamena jaky-
koliv aminokyseinovy zbytek,

b) X v poloze 4 je mutovany ve srovndni s nativni sekvenci
s vyjimkou, Ze X neni mutovadn na E a

c) tepelné stéald DNA polymerdza mid rozliSovaci schopnost proti
zaClenéni nukleotidd znacenych fluoresceinovym barvivem,
kterd je sniZena ve srovndni s nativni formou této polyme-
Tazy.

Ve tifipismenovém kédu je tato aminokyselinovad sekvence
pfepsédna jako jako LeuSerXaaXaaleuXaalleProTyrGluGlu (SEQ ID
NO:2), pfiCemZ Xaa v poloze 3 =znamend Gln nebo Gly, Xaa v po-
loze 4 jakoukoliv aminokyselinu a Xaa v poloze 6 Ser nebo Ala.
Podle vyhodného provedeni aminokyselinova sekvence je
LSQXLAIPYEE (SEQ ID NO:3), kde znamend X jakoukoliv aminokyse-
linu. V tfipismenovém ké6du je tato aminokyselinovd sekvence
pFfepsédna jako LeuSerGlnXaaleuAlalleProTyrGluGlu (SEQ ID NO:3),
pfiéemZ znamend Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu. Podle

nejvyhodné jSiho provedeni znamen4 Xaa v poloze 4 Lys.

Podle dalSiho provedeni rekombinantni, tepelné& stdl4d DNA
polymeridza spoCiva podle vyndlezu v tom, Ze

a) ve své nativni formé obsahuje aminokyselinovou sekvenci
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LSVXLG(V/I)PVKE, SEQ ID NO:4,

b) X v poloze 4 je mutovany ve srovnani s nativni sekvenci
s vyjimkou, Ze X neni mutovédn na E a

c) tepelné& stéald DNA polymerdza mi4 rozliSovaci schopnost proti
zallenéni nukleotidd znadenych fluoresceinovym barvivem,
kterd je sniZena ve srovnédni s nativni formou této polyme-

Tazy.

Ve tfipismenovém kédu je tato aminokyselinovéd sekvence
pfepsdna jako jako LeuSerValXaalLeuGlyXaaProValLysGlu (SEQ ID
NO:4), pfricdemZ Xaa v poloze 4 znamend jakoukoliv aminokyselinu
a Xaa v poloze 7 Val nebo 1Ile. Podle vyhodného provedeni ami-
nokyselinovd sekvence je LSVXLGVPVKE, (SEQ ID NO:5), kde zna-
mend X Vv poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu. V tfipismenovém
kédu je tato aminokyselinovéa sekvence prepséana jako
LeuServValXaaleuGlyValProvalLysGlu (SEQ ID NO:5), pfic¢emZ zna-
mend Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu. Podle nejvyhod-
néjsiho provedeni znamen4 Xaa v poloze 4 Arg. Podle dalSiho
vyhodného provedeni aminokyselinovda sekvence je LSVXLGIPVKE
(SEQ ID NO:6), kde znamend& X v poloze 4 jakoukoliv aminokyse-
linu. V tfipismenovém kédu je tato aminokyselinovi sekvence
pfeps4na jako LeuSerValXaaleuGlylIleProvalLysGlu (SEQ ID NO:6),
piricemZ znamend Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu. Pod-

le nejvyhodnéj8iho provedeni znamend Xaa v poloze 4 Arg.

Zv14stni kritickd oblast podle vyndlezu se miZe kombino-
vat s motivy jinych oblasti polymerdzového genu, o némZ je
znadmo, Ze poskytuje tepeln& stdlé DNA polymerdzy se sniZenym
rozliSovanim proti za&lené&ni nekonvenénich nukleotidl jako na-
pfiklad rNTP a ddNTP. Pfikladné byl konstruovidn rekombinantni
Thermus aquaticus (Taq) DNA polymerdzovy enzym obsahujici dvé
mutace. Prvni mutaci je E aZ K mutace ve zbytku X v poloze 4
kritického motivu podle vyndlezu. Druhou mutaci je mutace u-
moZz-fiujici G&inné zaclenéni ddNTP, zndm4 jako F667Y mutace.

Touto mutaci je mutace fenylalaninu na tyrosin v poloze 667




Taq DNA polymerédzy (popsané v americkém patentovém spise Cislo
5 614365 a v americkém patentovém spise Eislo pfihlaSky 8/
448223). PFi pouZiti v sekvenéni reakci s fluoresceinovym bar-
vivem znaceného ddNTP se zjistilo, Ze E681K F667Y dvojity mu-
tantni enzym produkuje Citelny sekvenlini Zebiik. Podle takové-
ho provedeni se motiv pfindSejici sniZené rozliSeni se zfete-
lem na dideoxynukleotidy kombinuje s kritickym motivem podle
vyndlezu za vytvofeni enzymu majiciho zvySenou uU&innost zalle-

néni jak znaceného tak neznaCeného ddNTP.

Kromé toho se zjistilo, Ze E681K F667Y mutantni enzym vy~
viji vyrazné zvySenou miru extenze se zifetelem na enzym se
samotnou F667Y mutaci. Proto podle dalS8iho provedeni vyndlezu
zavedeni kritického motivu do tepelnéd stadlého DNA polymerdzo-
vého enzymu, samotného nebo v kombinaci s jinymi motivy, pro-
dukuje enzymy se zvy3enou mirou extenze. Také se neocekdvatel-
né zjistilo, Ze dvoji mutantni enzym produkuje rovnomérnéjsi
pikové vySky v barevné termindtorovém dideoxysekvancovéani za
pou?iti rhodaminovym barvivem znaenych termindtorl. Proto
jedté podle dal3iho provedeni vyndlezu zavddéni kritického mo-
tivu do tepelné stédlého DNA polymerdzového enzymu produkuje
enzymy s rovnom&rnéj3imi vySkami pikli pfi DNA sekvencnich zpl-

sobech za pouZiti rhodaminovym barvivem znalenych termindtord.

Vyndlez umoZiiuje také mutace G¢innéjici G¢innéj8i zacle-
fiovani rNTP, jako glutaminovd kyselina, do glycinové mutace
v poloze 615 Taq DNA polymerdzy, nebo E615G mutace (evropské
zvefejné&nd pfihladka vyndlezu Cislo EP-A-823479) se kombinuje
s kritickym motivem podle vyndlezu za ziskdni enzymu majiciho
zvySenou U&innost pfi zadlenéni ribonukleosidl znacenych fluo-

resceinovym barvivem.

Podle vyndlezu se také produkuji geny kodujici polyme-
rdazy podle vyndlezu. Zv14sté se produkuji geny kodujici rekom-

binantni tepelnd& stalé polymerdzy obsahujici kriticky motiv



podle vynédlezu. Zahrnuty jsou také geny kodujici kombinace

alespofi dvou mutaci, které zahrnuji mutace produkujici kritic-

ky motiv podle vynédlezu.

Vyndlez se také tykad zlepSeného zplisobu DNA sekvencovani,
ktery umoZfiuje pouZiti niZs3ich koncentraci fluoresceinovym
barvivem znaenych ddNTP, &imZ se sniZuji nadklady pro provéa-
déni takovych reakci. Zlepieny zplsob podle vyndlezu také u-
moZfiuje pouZiti niZ8ich mnoZstvi fluoresceinovym barvivem zna-
enych ddNTP a dANTP. PouZiti takovych zplhsobll mé& Cetné pfed-
nosti, vletné ufinnéj3i polymerace, niZ8ich koncentraci matri-
covych Zddanych nukleovych kyselin a sniZuje pravdépodobnost
zavedeni inhibitord do reakéni smési. Tyto vyhody také usnad-
nuji sekvencovani dlouhych matric. Vyndlez se také tyka zlep-
Senych zplisobl sekvencovani, pfiCemZ se sekvencovand reakéni
smés miZe pfimo vnad3et do sekvencovacich gell pro ndslednou e-

lektroforézu bez CiSténi meziprodukti.

Podle jednoho provedeni je vynadlezem zlepSeny zplsob
stanoveni sekvence 35titové nukleové kyseliny za pouZiti rekom-
binantniho enzymu, ktery ma a) mutaci v poloze 4, kterd produ-
kuje kriticky motiv podle vynadlezu a b) sniZené rozliSovéani
proti zac¢lené&ni nukleotidl znalenych fluoresceinovymi barvivy
ve srovnani s odpovidajicim standardnim enzymem. Vyndlez tedy
zahrnuje zlepSeny zptsob sekvencovani za pouZiti tepelné sta-
1ych DNA polymerédzovych enzymd odvozenych od termofilniho dru-
hu, pFifemZ enzymy obsahuji pFfirodné se vyskytujici sekvenéni
variace, které produkuji kriticky motiv podle vyndlezu. Nativ-
ni enzymy mohou také poskytovat sniZené rozliSovédni proti zac-
lenéni nekonvenénich nukleotidli. Podle tohoto provedeni posky-
tuje vyndlez zlepSeny zplhsob sekvencovani za pouZiti nativni
tepelné stdlé DNA polymerdzy, kterd mad a) kriticky motiv podle
vynédlezu, prifemZ aminokyselinou v poloze 4 je Glu a b) sniZe-
né rozlidovani proti zallené&ni nukleotidd znaéenych fluores-

ceinovymi barvivy.



Vynédlez zahrnuje také zlepS8ené zplsoby produkce DNA zna-

Cenych fluoresceinovymi barvivy. Enzymy podle vyndlezu ucinné
zadlefiuji fluoresceinovymi barvivy znaCené dANTP do polymerédzo-
vych feté&zovych reakénich zplisobd za produkce zesilenych pro-
dukt@, které jsou znadeny na riznych mistech fluoresceinovymi
barviy. Podle takového provedeni zlepSeny =zplsob znaleni DNA
zahrnuje a) poskytnuti reakéni smési obsahujici dANTP znaceny
fluoresceinovymi barvivy a enzym podle vyndlezu a b) provedeni

reakce zesileni nukleové kyseliny.

Enzymy podle vyndlezu a geny, kodujici tyto enzymy, jsou
dal3im oborem vyndlezu, kterym jsou kity pro DNA sekvencovani,
které zahrnuji rekombinantni enzym podle vynadlezu a mohou pfi-
davné zahrnovat fluorescetni termindtorovou sloucdeninu s nega-
tivnim n&bojem. Jiné kity pro DNA sekvencovdni =zahrnuji a)
fluorescetni termindtorovou slouleninu s negativnim ndbojem a

b) nativni enzym podle vynalezu.

Vyndlez se také tyka kitd pro zplsob prfipravy znacené DNA,
ktery obsahuje rekombinantni enzym podle vyndlezu. Jiné kity
pro zplsob pripravy znacené DNA zahrnuji a) fluorescetni nuk-
leosidtrifosfatovou slouleninu s negativnim ndbojem a b) na-

tivni enzym podle vynalezu.

Vynadlez bliZe objasfiuje nédsledujici podrobny popis a

pripojeny obrazek.

Pfehled obréazki

Na obr. 1 je schéma Taq DNA polymerédzového genu. Jsou uvedena
restrikéni mista, kterd maji vztah k pfikladu 1 a popis

zpisobld pfipravy pfidavnych mutantd a expresnich vektord.

Pro usnadnéni pochopeni vyndlezu se uvadi vyznam jednotli-

v¥ch pouZivanych vyrazi:



Vyrazem "gen" se vZidy mini DNA sekvence, kterd obsahuje
fidici a kodujici sekvence, nutné pro reprodukovatelnou pro-
dukci bioaktivniho polypeptidu nebo prekursoru. Polypeptid se
miZe kodovat plnou délkou genové sekvence nebo jakymkoliv po-
dilem kodujici sekvence, pokud se udrZi enzymatickd aktivita.

2 n

Vyrazem "nativni se vZidy mini gen nebo genovy produkt,
ktery se izoluje =z pfirodné se vyskytujiciho zdroje. Tento
vyraz se také tyk4 rekombinantni formy nativniho proteinu,
produkovaného technikami molekuldrni biologie, které maji

identickou aminokyselinovou sekvenci jako nativni forma.

Vyrazem "mutant”" se vidy mini gen, ktery byl zmé&nén
v sekvenci jeho nukleovych kyselin, nebo znameni genovy pro-
dukt, ktery byl Zménén v jeho sekvenci aminokyselin, €¢imZ se
ziskd genovy produkt, ktery miZe mit zmé€néné funkéni vlastnos-
ti ve srovndni s nativnim nebo standardnim genen nebo genovym
produktem. Takové zmény zahrnuji misto mutace, vypuSténi a za-

Cclenéni

Vyrazem "hostitelskd bufika nebo buiiky" se vZidy mini jedno-
bunéény prokaryotovy a eukaryotovy organismus, jako jsou bak-
terie, kvasinky a aktinomycety a jednotlivé buiiky vysSich Tadd

rostlin nebo Zivo€icht rostouci v bunécné kultufte.

Vyrazem "expresni systém" se vidy mini DNA sekvence obsa-
hujici Z4danou kodujici sekvenci a Ffidici sekvence ve funkéni
vazb&, takZe hostitelské bufiky, transformované témito sekven-
cemi, jsou schopny produkovat zakodované proteiny. Pro trans-
formaci miZe byt expresni systém na vektoru; avSak pfisluSnéa

DNA miiZe byt také zaclenéna do hostitelského chromosomu.

Vyrazem "oligonukleotid" se vidy mini molekula obsahujici
alespoii dva, s vyhodou vice neZ tifi a zpravidla vice neZ deset

deoxyribonukleotidd nebo ribonukleotidli. Pfesny rozmér oligo-



nukleotidu zAavisi na &etnych faktorech, vietné konelné funkce

nebo na déelu pouZiti oligonukleotidu.

Oligonukleotidy se mohou pfipravovat jakymkoliv vhodnym
zplisobem vietné napfiklad klonovdni a restrikce vhodnych se-
kvenci a pFfimého chemického zplsobu napfiklad fosfotriestero-
vym zplsobem (Narang a kol., Meth. Enzymol 68, str. 90 aZ 99,
1979), fosfodiesterovym zplisobem (Brown a kol., Meth. Enzymol
68, str. 109 aZ 151, 1979), diethylfosforamiditovym zpisobem
(Beaucage a kol., Tetrahedron Lett. 22, str. 1859 aZ 1862,
1981), triesterovym zplsobem (Matteucci a kol., J. Am. Chem.
Soc. 103, str. 3185 aZ 3191, 1981), automatizovanych zpfésobl
pfipravy a zplsobl pfipravy na pevném nosili (americky paten-
tovy spis Cislo 4 458066).

Vyrazem "primer" se vZidy mini oligonukleotid, at pfirod-
niho nebo syntetického plGvodu, ktery je schopen plsobit jako
bod iniciace syntézy pii pouZiti za podminek, ve kterych se
iniciuje extenze primeru. Primerem je s vyhodou jednoTetézcovy
oligodeoxyribonukleotid. Vhodna délka primeru z4visi na zaméru
pouZiti primeru, zpravidla vsak je 15 aZ 35 nukleotidd. Kratké
primerové molekuly zpravidla vyZaduji chladnéjsi teploty
k vytvoFfeni dostateCné& stdlych hybridnich komplexl s matrici.
Primer nemusi reflektovat pfesné sekvenci matrice, musi vS3ak
byt dostatecné komplementdrni pro hybridizaci s matrici, aby

doSlo k prodluZovadni primeru.

Primer miZe byt popTfipadé znalen zacClenénim znaceni zjis-
titelného spektroskopickym, fotochemickym, biochemickym, imu-
nochemickym nebo chemickym zplsobem. JakoZto uZitelné znaleni
se prikladné wuvadi 32P, fluorescentni barviva, elektronové
husté reagencie, enzymy (jako béZné pouZivané pfi testech
ELISA), biotin nebo hapteny a proteiny, pro které jsou dostup-

né antisera nebo monoklondlni protildtky.



Vyrazem "tepelné stdald polymerdza" se vZidy mini enzym,

ktery je staly proti plsobeni tepla, je tepelné odolny a podr-
uje si dostatefnou uUlinnost ke zplsobeni ndslednych primero-
vych extenznich reakci a nedochdzi u né€ho k nevratné denatu-

raci (desaktivaci) pfi plisobeni zvy§énych teplot po dobu po-
tfebnou k denaturaci dvoufeté€zcovych nukleovych kyselin. Pod-
minky zahfivani, nutné pro denaturaci nukleovych kyselin, jsou
v oboru dobfe znamy a jsou v literatufe pfikladné doloZeny
(americky patentovy spis Eislo 4 683202 a 4 683195)). Tepelné
stédléd polymerdza podle vyndlezu je vhodnd pro pouZiti pri te-
pelnych cyklizaénich reakcich, jako je polymerdzovd Tetézova
reakce (PCR). Nevratnou denaturaci se mini trvald a dokonald
ztrdta enzymatické ulinnosti. V pfipadé tepelné stdlé polyme-
rdzy se enzymatickd GdCinnost tykd katalyzy kombinace nukle-
otidd vhodnym zpisobem pro extenzi primerovych produktd, které

jsou komplementdrni k matricovému Fetézci nukleové kyseliny.

Vyrazem "konvenéni nebo pfirodni" se vZidy mini se zTfete-
lem na baze nukleovych kyselin, na nukleosidtrifosfdty nebo
nukleotidy produkty, které se pfirodné vyskytuji v popisova-
nych polynukleotidech (napfiklad pro DNA to jsou dATP, dGTP,
dCTP a dTTP). Pfidavné se dITP a 7-deaza-dGTP Casto pouzZivaji
misto dGTP a 7-deaza-dATP se pouZivd misto dATP v synteznich
reakcich DNA in vitro, jako je napfiklad sekvencovani. Spoleé-

né se mohou oznacovat jako dNTP.

Vyrazem "nekonvenéni nebo modifikovany" se viZdy mini se
zfetelem na baze nukleovych kyselin, na nukleosidy nebo nukle-
otidy modifikace, derivace nebo analogy konvencnich bézi, nuk-
leosidd nebo nukleotidd pfirodné se vyskytujicich, zv14sté po-
lynukleotidu. Deoxyribonukleotidov4 forma uracilu je nekonven-
¢ni nebo modifikovand bédze v DNA (dUMP), pfiCemZ ribonukleoti-
dovd forma wuracilu je konvenéni b&dze RNA (UMP). Nekonvenéni
nukleotidy zahrnuji, bez z&méru na jakémkoliv omezeni, sloucde-

niny pouZivané jako termindtory pro sekvencovani nukleovych



kyselin. Termindtorové sloucCeniny zahrnuji, bez z&méru na ja-

kémkoliv omezeni, sloueniny, které maji 2’,3’ dideoxystruktu-
Tu a jsou oznalovany jako dideoxynukleosidtrifosfdty. Dideoxy-
nukleosidtrifosfaty ddATP, ddTTP, ddCTP a ddGTP se spoleéné
mohou oznalovat jako ddNTP. JakoZto jiné nekonvenéni nukleoti-
dy se pfikladné& uvadéji fosforothiodt dANTP ([o-S]dANTP), 5’-a-
boran-dNTP, a«a-methylfosfondt-dNTP a rubonukleosidtrifosfaty
(rNTP). Nekonvené&ni baze mohou byt znaleny radioaktivnimi izo-
topy napfiklad 32p, 33p, 355, fluorescentnimi ¢inidly, chemi-
luminescenénimi <¢inidly, bioluminescené¢nimi ¢inidly, hapteno-
vymi Cinidly, jako je biotin nebo enzymovymi ¢€inidly, jako
jsou streptavidin nebo avidin. JakoZto fluorescentni Cinidla
se piikladné uvadéji barviva, kterd maji negativni nédboj, jako
jsou fluoresceinovad barviva, nebo barviva, kterd maji neutrél-
ni ndboj, jako jsou rhodaminovd barviva nebo barviva, ktera
maji pozitivni ndboj, jako jsou <cianinovd barviva. JakoZto
barviva fluoresceinovad se pfifikladné uvaddéji FAM, HEX, TET,
JOE, NAN a ZOE. JakoZto barviva rhodaminovd se prikladné uva-
déji texaskd Cerven, ROX, R110, R6G a TAMRA. FAM, HEX, TET,
JOE, NAN a ZOE, ROX, R110, R6G, a TAMRA jsou obchodni produkty
spoleCnosti Perkin-Elmer (Foster City, CA) a texaskd Cerven je
obchodnim produktem spoleénosti Molecular Probes. JakoZto bar-
viva cyaninovid se piikladné uvadéji Cy2, Cy3, Cy5 a Cy7, pfri-
¢emZ jde o obchodni produkty spolelnosti Amersham (Amersham

Place, Little Chalfont, Buckinghamshire, Anglie).

Vyrazem "DNA syntetzni reakce" se vidy mini zplsoby pro-
dukce kopii DNA vietné, nikoliv v3ak se zdmé€rem na jakémkoliv
omezeni na PCR, zesileni pfenosu Ffetézcl, transkripci zpro-

stfedkované zesileni, extenze primeru a reverzni transkripce.

K daldimu usnadnéni porozumnéni vyndlezu se v popise a
v pfikladech uvaddéji specifické tepelné stdlé DNA polymerdzové
enzymy a fluorescentni barviva, pfilemZ vS8ak vyndlez na né

omezen neni .
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Vynalez poskytuje nové a zlepSené slouleniny, kterymi
jsou tepelné stdlé DNA polymerdzy. Enzymy podle vyndlezu
zahrnuji rekombinantni polymerdzy, které jsou mnohem i¢innéjsi
pfi zaClenéni fluoresceinovymi barvivy znafenych nukleosidtri-
fosfatd ve stovnadni s odpovidajicimi standardnimi typy enzymi.
Tepelné& stdlé DNA polymerdzy podle vyndlezu jsou mnohem vhod-
nédjsi a Zaddanéjsi pro procesy, jako je sekvencovdni DNA a in
vitro piiprava znadenych produktd neZ polymerdzy, znadmé ze
stavu techniky. Zlep3ené DNA sekvenéni zplsoby podle vynalezu
zahrnuji pouZiti t&chto rekombinantnich polymerdz, jakoZ také
pouZiti nativnich enzymi, které mnohem d¢innéji zaClefiuji flu-
orescentnimi barvivy znalené nukleosidtrifosfdty neZ enzymy
charakterizované ve stavu techniky. DNA sekvence, kodujici
tyto enzymy, a vektory pro expresovani proteinl vyndlez rovnéi

zahrnuje.

Tepelné stdlé DNA polymerédzy podle vyndlezu maji oblast
kritiénosti v aminokyselinové sekvenci domény polymerédzové
aktivity enzymu. Kritick4d oblast v aminokyselinové sekvenci
tepelnd st4lé DNA polymerdzy podle vyndlezu je dale doloZena
za pouZiti bé&Zného jednopismenového aminokyselinového kédu
(Lehninger, Biochemistry, New York, New York, Worth Publishers
Inc., str. 67, 1970).

SEQ ID NO:7 LSXXLX(V/I)PXXE, kde X v poloze 4
znamend jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tfipismeno-
vém kédu je tato aminokyselinovd sekvence prepséna jako
LeuSerXaaXaaleuXaaXaaProXaaXaaGlu (SEQ ID NO:7), prficemZ Xaa
v poloze 3, 6, 9 a 10 znamend jakoukoliv aminokyselinu, Xaa
v poloze 4 znamend jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou zbytku
glutamové kyseliny (Glu) a Xaa Vv poloze 7 znamend Val nebo
Ile. Tato kritick4d oblast poskytuje tepelné st41é DNA polyme-
rdzové enzymy schopné Glinné =zallefiovat nukleotidy znacené

fluoresceinovymi barvivy.



Pfikladné derivovany Thermus aquaticus (Taq) DNA polyme-

Ttdzovy gen, ktery jiZ obsahuje mutaci glycinu a aspragové Kky-
seliny v poloze 46 (G46D) a F667Y mutaci, mutaci G na A v prv-
ni poloze kodonu pro glutamovou kyselinu na zbytku 681 sekven-
ce plné délky Taq DNA polymerdzové sekvence (odpovidajici po-
loze 4 kritického mofivu) vede k enzymu majicimu kriticky mo-
tiv. Tento enzym vykazuje 1) priblizné dva aZ deseti ndsobny
vzrist G&innosti za&lefiovani nukleotidd zna&engych fluorescei-
novymi barvivy bez posSkozeni enzymatické schopnosti zprostied-
kovdvat PCR v pfitomnosti konven&nich nukleotidd a 2) tfi aZ
4,3 nasobny vzrist miry extenze. V Taq DNA polymerdze vede ta-
to zvlaStni mutace Vv aminokyseliné k zméné E (glutamovd kyse-

lina) na K (lysin).

Jakkoliv tato zvlaStni aminokyselinovid zména produkuje
kriticky motiv a vyrazné méni schopnopst enzymu zacClefiovat ne-
konvenéni nukleotidy, ocekdvad se, Ze specifickd zména E na K
neni tak kritickd pro vynédlez, jako je nyni identifikovand po-
loha uvnitr oblasti kritic¢nosti. Podle vyhodného provedeni po-
skytuje vyndlez rekombinantni tepelné std4lé DNA polymerédzové
enzymy, které a) v nativni formé& polymerdzy obsahuji aminoky-
selinovou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde znamené
X jakoukoliv aminokyselinu, b) X v poloze 4 sekvence je muto-
vdn ve srovndni s nativni sekvenci s vyjimkou, Ze X v poloze 4
neni mutovdn na E a c) tepelné stdl4d DNA polymerdza mid sniZeni
rozliSovani proti zallenéni fluoresceinovymi barvivy znacenych
nukleotidld ve srovnani s nativni formou tohoto enzymu. Podle
jeSté vyhodnéjSiho provedeni vynédlezu je X v poloze 4 nahrazen
aminokyselinou majici pozitivni né&boj, jako je K, R nebo H ne-
bo poladrni aminokyselinou, jako je Q nebo N. Podle nejvyhod-

néjsSiho provedeni vyndlezu je X v poloze 4 nahrazen K.

Podle jiného vyhodného provedeni vyndlezu mé& enzym a)
sniZené rozliSovdni se zfetelem na fluoresceinovymi barvivy

znatené nukleotidy a b) obsahuje aminokyselinovou sekvenci
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LS(Q/G)XL(S/A)IPYEE, kde znamend X jakoukoliv aminokyselinu
(SEQ ID NO:2). Ve tfipismenovém kédu je tato aminokyselinové
sekvence pfepsédna jako LeuSerXaaXaalLeuXaalleProTyrGluGlu, kde
Xaa v poloze 3 znamend Gln nebo Gly, Xaa v poloze 4 jakoukoliv

aminokyselinu a Xaa v poloze 6 Ser nebo Ala.

Podle je3t& vyhodné&js3iho provedeni obsahuje enzym majici
sniZené rozliSovani se zfetelem na fluoresceinovymi barvivy
znacené nukleotidy aminokyselinovou sekvenci LSQXLAIPYEE, kde
znamend X jakoukoliv aminokyselinu (SEQ ID NO:3). Ve tfipisme-
novém kédu je tato aminokyselinovd sekvence prfepsédna jako
LeuSerGlnXaaleuAlalleProTyrGluGlu, kde znamend Xaa Vv poloze 4
jakoukoliv aminokyselinu. Podle nejvyhodnéj3iho provedeni X

znamenéd K.

Podle jiného vyhodného provedeni obsahuje enzym majici
sniZené rozlidovani se zFfetelem na fluoresceinovymi barvivy
zna¢ené nukleotidy aminokyselinovou sekvenci LSVXLG(V/I)PVKE,
kde znamend X jakoukoliv aminokyselinu (SEQ ID NO:4). Ve tfi-
pismenovém kédu je tato aminokyselinovd sekvence pfepséana jako
LeuSerValXaaleuGlyXaaProvValLysGlu, kde znamend Xaa v poloze 4

jakoukoliv aminokyselinu a XAA v poloze 7 znamend Val nebo Ile.

Podle je3té& vyhodnéjsiho provedeni obsahuje enzym majici
sniZené rtozliSovadni se zFfetelem na fluoresceinovymi barvivy
znatené nukleotidy aminokyselinovou sekvenci LSVXLGVPVKE, kde
znamend X jakoukoliv aminokyselinu (SEQ ID NO:5). Ve tfipisme-
novém kédu je tato aminokyselinovd sekvence pfepsdna jako
LeuSerValXaaleuGlyValProValLysGlu, kde znamenid Xaa Vv poloze 4
jakoukoliv aminokyselinu. Podle nejvyhodnéjSiho provedeni X

znamenid R,

Podle jiného vyhodného provedeni obsahuje enzym majici
sniZené rozliSovédni se zFetelem na fluoresceinovymi barvivy

znadené nukleotidy aminokyselinovou sekvenci LSVXLGIPVKE, kde



znamend X jakoukoliv aminokyselinu (SEQ ID NO:6). Ve tiipisme-
novém kdédu je tato aminokyselinovd sekvence pfFepséna jako
LeuSerValXaaleuGlylIleProValLysGlu, kde znamend Xaa v poloze 4
jakoukoliv aminokyselinu. Podle nejvyhodnéjsiho provedeni X

znamenéd R.

Charakterizace popsané E681K nutace identifikuje oblast
v DNA polymerdzovém genu, kterd ovliviAiuje schopnost polymerééy
vzajemné plsobit s fluorescentnimi nukleotidy s negativnim né&-
bojem. Toto misto vzddlené ke Sroubovici O, je na konci Srou-
bovice Oa a mna zaldtku Sroubovice Ov polymerdzy (Kim a kol.,
Nature 376, str. 612, 1995). Na z&kladé molekuldrnich modelo-
vacich principli, v oboru dobfe zndmych, se také olekdva, Ze
zmény struktury Oa-0Os éroubovice, jiné neZ E na K v poloze
681 povedou ke zméné schopnosti polymerdzy rozliSovat proti
zaclenéni fluoresceinovymi barvivy znaCenych nukleotidd. Pro-
to mutace v polohdch v kritickém motivu jinych neZ ve zbytcich
X v poloze 4 spadd také do rozsahu vyndlezu. Podle takového
provedeni se vyndlez tyk4 rekombinantniho tepelné stalého DNA
polymerdzového enzymu, ktery a) md ve své mativni formé poly-
merdzu obsahujici aminokyselinovou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE
(SEQ ID NO:1), kde znamend X jakoukoliv aminokyselinu, b) re-
kombinantni polymerdza obsahuje alespon jednu mutaci v amino-
kyselinové sekvenci s tou vyjimkou, Ze X v poloze 4 neni muto-
vin na E a c) enzym md sniZené rozliSovani proti zacllenéni
fluoresceinovymi barvivy znalenych nukleotidd ve srovnéani

s nativnim enzymem.

Podobné tepelné stalé DNA polymeridzy, které obsahuji kri-
tické motivy, které jsou podobné nikoliv vSak stejné jako kri-
ticky motiv, kterym je aminokyselinovid sekvence LSXXLX(V/I)PXXE
(SEQ ID NO:7), kde =znamend X v poloze 4 jakoukoliv aminokyse-
linu s vyjimkou E, spadd do rozsahu vyndlezu. Podle zv14§t vy-
hodného provedeni je kritickym motivem aminokyselinovd sekven-
ce LXXXXXXXXXE (SEQ ID NO:8), kde znamend X v poloze 4 jakou-



koliv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tfipismenovém kédu je ta-

to aminokyselinové sekvence pfepséna jako
LeuXaaXaaXaaXaaXaaXaaXaaXaaXaaGlu (SEQ ID NO:8), kde znameni
Xaa v poloze 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 a 10 jakoukoliv aminokyselinu
a kde znamend Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjim-
kou Glu.

Podle jiného provedeni je kritickym motivem aminokyseli-
novd sekvence L(S/A)XX(L/I)XXXXXE (SEQ ID NO:9), kde znamend X
v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tfipisme-
novém kédu je tato aminokyselinové sekvence prepséna jako
LeuXaaXaaXaaXaaXaaXaaXaaXaaXaaGlu (SEQ ID NO:9), kde znamené
Xaa v poloze 3, 6, 7, 8, 9 a 10 jakoukoliv aminokyselinu a kde
znamend Xaa v poloze 2 Ser nebo Ala, Xaa v poloze 4 jakoukoliv

aminokyselinu s vyjimkou Glu a Xaa v poloze 5 Leu nebo Ile.

Podle jiného provedeni je kritickym motivem aminokyseli-
novéd sekvence LSXXLXXXXXE (SEQ ID NO:10), kde znamend X v po-
loze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tFipismenovém
kédu je tato aminokyselinovd sekvence prepséna jako
LeuSerXaaXaaleuXaaXaaXaaXaaXaaGlu (SEQ ID NO:10), kde znamené
Xaa v poloze 3, 6, 7, 8, 9 a 10 jakoukoliv aminokyselinu a kde

znamend Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou Glu.

Schopnost enzymi@ podle vyndlezu Glinné zacfleniovat fluores-
ceinovymi barvivy znaCené nukleotidy se méfi ddNTP zkouikami.
Jednou takovou zkouSkou je konkurenéni zkousSka extenze primeru
provddénad za podminek omezujici matrice. PFi této zkoulSce pri-
mer DG48 (5’-GGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGC (SEQ ID NO:11) va-
zany na M13mpl18 matrici (Innis a kol., Proc. Natl. Acad. Sci.
UsSA 85, str. 9436, 1988) se prodluZuje v pfitomnosti
[0-33P]dCTP a nadbytku enzymu s rdznymi hladinami fluorescenc-
né znaceného ddNTP, Zowie-ddCTP. JelikoZ zallenéni ddCTP zbyt-
ku extenzni reakci ukonCi, ¢&im ochotnéji DNA polymerdza za-

€leni ddCTP do extendovaného primeru, tim méné se miZe zalle-
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nit [{a-33P]dCTP. Proto &im vzridst4d dlinnost zallenéni fluores-
cenéné znaéeného ddCTP, tim vzrist4d mira inhibice DNA syntézy.
Reakce se provaddéji tedy s rdznymi drovnémi neznaceného ddCTP.
Koncentrace ddCTP a Zowie-ddCTP, potfebnd pro 50% inhibici se
vypoCitéd a porovnavd k zisk&ni relativni miry schopnosti enzy-
mu zacClenovat fluorescen¢né =znaleny nukleotid. Podrobnosti

zkoudky zaClenéni ddNTP objasiiuje pfiklad 2.

Vyndlez se tyka méfeni sniZeného rozliSovani proti za-
Clenéni fluoresceinovymi barvivy znaCeného nukleotidu zkouSkou
zaClenéni fluorescenéniho ddNTP, popsanou v prikladu 2. Podle
vyhodného provedeni koncentrace fluoresceinovym barvivem Zowie
ddCTP znaleného ddNTP, potfebnd pro 50% inhibici syntézy DNA,
se sniZuje alesponi trojndsobné pro mutantni enzym podle vynéa-
lezu se zfetelem na standardni typ enzymu. Podle jeSté vyhod-
néjsSiho provedeni se koncentrace sniZuje alespon pét krat a
podle nejvyhodnéjsiho provedeni se sniZuje alespon deset kréat.
Podle jiného provedeni se charakteristika sniZeného rozliSeni

zkouSi mérenim zaclenéni fluorescentniho dNTP.

Podle jiného hlediska vyndlezu se tepelné stdld DNA po-
lymerdzova genovd sekvence a enzym odvozuji 2z rlznych termo-
filnich druhli. Podle jehoho provedeni{ vyndlezu jsou polymeréa-
zova genova sekvence a enzym odvozeny od genus Thermus. Podle
jiného provedeni vyndlezu jsou polymerdzovd genova sekvence a
enzym odvozeny od jiného zdroje neZ je genus Thermus. Je do-
stupnd plné nukleovd kyselina a aminokyselinovd sekvence pro
Cetné termostabilni DNA polymerdzy. VSechny sekvence ze soubo-
ru zahrnujiciho Taq. Thermus thermopilus(Tth), Thermus species
205, Thermus species spsl7, Thermotoga maritima (Tma) a Ther-
mosipho africanus (Taf) byly zvefejnény v mezinidrodni pfihlé&s-
ce vyndlezu Cislo PCT/U.S.91/ 07035, kterd byla zvefFejnéna ja-
ko PCT pfihldS8ka vyn4lezu Cislo WO 92/06200 16. dubna 1992.
Sekvence DNA polymerdzy z Thermus flavus, Bacillus caldotenax

a Bacillus stearothermophilus jsou rovnéZ z literatury zndmy



R P I AR

(Akhmetzjanov a Vakhiitov, Nucleic Acids Research 20 (21),
str. 5839, 1992; Uemori a kol. J. Biochem 113, str. 401 aiZ
410, 1993; a objednaci Cislo BSU23149.ng od NG:New GenBank da-
tabase). Sekvence tepelné stalé DNA polymerdzy z Thermus cal-
dophilus je wuloZena v organizaci EMBL/GenBank pod objednacim
Cislem U62584. Sekvence tepelné stidlé DNA polymerdzy z Thermus
filiformis je dosaZitelnd pod objednacim Cislem 42380 od or-
ganizace ATCC, pfiidem? se vyu?iva skutednosti znadmych 2z pa-
tentového spisu ¢islo U.S. 4 889818, piricemZ je informace o
sekvenci v tabulce I. Sekvence tepelné stdlé DNA polymerazy
z Thermatoga neapolitana je dosaZitelnd pod objednacim Cislem
R98144 od GeneSeq Patent Data Base (je popsédna v mezindrodnim
patentovém spise PCT WO 97/094451).

Tabulka I
Organismus Kriticky motiv Poloha kritické
aminokyseliny
U
Konsensus L S/a - - L/1 - - - - - E
Thermus aquaticus L S Q E L AIPYEE 681
Thermus flavus L S G E L SIPYEE 679
Thermus thermophilus L S Q E L AIPYEE 683
Thermus specie Z05 L S Q E L AIPYEE 683
Thermus specie spsl7 L S Q E L SIPYEE 679
Thermus caldophilus L S Q E L AIPYETE 683
Thermus filiformis L S Q E L SIPYEE 679
Thermotoga maritima L S V R L GVPVKE 744
Thermotoga neapolitana L S V R L GIPVKE 744
Thermosipho africanus L S K R I GLSVSE 743
Bacillus caldotenax1 L A Q N L NISREKE 725, 724
Bacillus stearothermophilus2l, A Q N L NI TR K E 724, 727, 802
1. Proteinovd sekvence objednaci Cislo D12982, T.

Uemori, Y. Ishino, K. Fujita, K. Asada, I. Kato "Cloning of



the DNA polymerase gene of Bacillus caldotenax and characteri-
zation of gene product” (J. Biochem. 113, str. 401, 1993).
Kriticky zbytek v této sekvenci je 725. TéméFf stejnd protei-
novéd sekvence je dostupnd jako udajnd "Bacillus stearothermo-
philus" DNA polymerdza pod objednacim Gislem R45155 a WPI 93-
408323/51. Kriticky zbytek v této sekvenci je 724.

2. Nékolik sekvendnich submisi pro Bacillus stea-
rothermophilus DNA polymerdzu je v organizaci GeneBank nebo ve
SwissProt/PIR databdzich. Jakkoliv jsou tyto sekvence vysoce
pfibuzné, navzadjem se ponékud 1i8i, pFifemZ kaZdd obsahuje
identicky motiv L(S/A)XX(L/I)XXXXXE (SEQ ID NO:9), kde zname-
nd X jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tfipismenovém
kédu je tato aminokyselinové sekvence pfrepséna jako
LeuXaaXaaXaaXaaXaaXaaXaaXaaXaaGlu (SEQ ID NO:9), pricemZ Xaa
v poloze 3, 6, 7, 8, 9 a 10 znamend jakoukoliv aminokyselinu,
Xaa v poloze 2 znaend Ser nebo Ala, Xaa v poloze 4 znamend ja-
koukoliv aminokyselinu s vyjimkou Glu a XAA v poloze 5 zname-

n4d Leu nebo Ile,.

Podle shora uvedené tabulky proteinova sekvence obsahujici
kriticky zbytek v kritickém motivu v poloze 724, jak popisuje
japonski zverejnénd prihldska vyndlezu Cislo J O5 304964A a
evropsky patentovy spis ¢islo EP 699760, je dostupnd pod ob-
jednacim Cislem U33536. Jind, vysoce pfifibuznid aviak ponékud
odli3nad proteinovd sekvence, popsand v literatufe (Gene 163,
str. 65 aZ 68, 1995), obsahuje kriticky zbytek v kritickém mo-
tivu v poloze 727. Jind, vysoce pFfibuznd avSak ponékud odli3né4
proteinovd sekvence, dostupnd pod objednacim Cislem U23149 pro
Bst DNA polymerédzu, obsahuje kriticky zbytek v kritickém moti-
vu v poloze 802.

JelikoZ DNA polymerdzy kaZdého termofilniho druhu jsou
jedineéné, je aminokyselinovid poloha oblasti kriticénosti od-

1iSnd pro kaZdy enzym. Programy Fazeni aminokyseliny a sekven-
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ce nukleové kyseliny jsou snadno dostupné a pii dané identifi-
kované zvl1asStni oblasti pomdhd k identifikaci pfesné oblasti
sekvence podle vyndlezu. Takové programy fazeni sekvence jsou
dostupné v organizaci Genetics Computer Group, 575 Science
Drive, Madison, Wiskonsin. Za urleni zvl&3tniho, zde identifi-
kovaného motivu tyto programy zahrnujici "GAP", "BESTFIT"
a "PILEUP" pomdhaji lokalizovat kriticky motiv. Poloha oblasti
kritiénosti je v tabulce I pro tepelné stdlé DNA polymerééy

pfikladnych termofilnich druht.

Bez zTfetele na oblast kritického motivu LSXXLX(V/I)PXXE
(SEQ ID NO:7), kde =znamend X v poloze 4 jakoukoliv aminokyse-
linu s vyjimkou E, v polymerdzové doméné tepelné stdlé DNA po-
lymerdzy, slouZi pfitomnost motivu Kk poskytnuti tepelné stélé
DNA polymerdzy majici schopnost alinné zacClenit fluoresceino-
vymi barvivy znalenych nukleotidi. Proto mutace konzervované
glutamové kyseliny tepelné stdlé DNA polymerdzy Thermus flavus
(Glu 679), Thermus thermophilus (Glu 683), Thermus species ZOS5
(Glu 683), Thermus druh spsi7 (Glu 679), Thermus caldophilus
(Glu 683), Thermus filiformis (Glu 679) k produkci kritického
motivu bude mit podplrny vliv na schopnost polymerdzy G€inné

zallefiovat fluoresceinovymi barvivy znacené nukleotidy.

Kromé toho se zfetelem na vysoce zachovanou povahu
nové identifikovaného kritického motivu se mohou idetifikovat
nové tepelné stidlé DNA polymerdzy na zadkladé jejich homologie
napfiklad k Taq DNA polymerdze nebo sekvenci jinych DNA
polymerdz podle tabulky I (napfiklad americky patentovy spis
¢islo 5 618711 a 5 624833). Takové polymerédzy, pokud je jejich
peptidovd sekvence alesponi ze 45 % a vyhodné€ji z vice neZ 80 %
homologickd s s minokyselinovou sekvenci Taq polymerdzy, podle
zde popsanych identifika&nich metod, spadd do rozsahu vynédle-
zu. Proto se vyndlez tyk4d tfidy enzym@, kter4d zahrnuje také
napfiklad tepelnd stdlou DNA polymerdzu a odpovidajici gen

a expresni vektory Thermus oshimai (R.A. Williams a kol., Int.




J. Syst. Bacteriol. 46 (2), str. 403 aZ 408, 1996); Thermus
silvanus a Thermus chliarophilus (S. Tenreiro a kol., Int. J.
Syst. Bacteriol. 45 (4), str. 633 aZ 639, 1995); Thermus sco-
toductus (S. Tenreiro a kol., Res. Microbiol. 146(4), str. 315
az 324, 1995); Thermus ruber ATCC 35948 (L.G. Loginova, Int.
J. Syst. Bacteriol 34, str. 498 aZi 499, 1986); a Thermus broc-
kianus (M.J. Munster, J. Gen. Microbiol. 132, str. 1677, 1986).

Pracovniklim v oboru je zFfejmé, Ze se shora charakterizo-
vané tepelné stAdlé DNA polymerdzy se zvySenou ucdinnosti k za-
Elefiovani fluoresceinem znacCenych nukleotidd jsou nejsnédze
konstruovadny technikou rekombinace DNA, jako je na misto zamé-
fend mutageneze {napfiklad Sambrook a kol., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 1989, druhé vydéani,
kapitola 15.51 "Oligonucleotide-mediated mutagenesis). Tento
zpusob je nyni v oboru standardni a miZe se ho pouZivat pro
vytvofeni v3ech moZnych tifid zmén paru bdzi v kaZdém stanove-
ném misté genu. Tento zplsob se provadi za pouZiti syntetické-
ho oligonukleotidového primeru komplementdrniho s jednoTfetéz-
covym fdgem nebo mutagenizovaného plasmidu DNA kromé omezeného
chybného parovani, které pfedstavuje Zddanou mutaci. Syntetic-
ky oligonukleotid se tedy pouZivd jako primer k pfimé syntéze
fetézce komplementdrniho k fédgu nebo Kk plasmidu a ziskand
dvoufetézcovd DNA se transformuje na fdg nebo plasmid nesouci
hostilelské bakterium. Ziskani bakterie se miiZe zkouSet napfi-
klad analyzou DNA sekvence nebo hybridizac¢ni sondou k identi-
fikaci takovych fagd nebo kolonii nesoucich Zddanou mutovanou

genovou sekvenci.

N4dsledn& k vynidlezu PCR, primerem Fizend mutageneze (po-
psand v americkém patentovém spise Cislo 4 683195) a "overlap
PCR" (Higuchi, PCR Technology, 1989, vyd. Erlich, Stoctom
Press, New York, NY, str. 61 aZ 70) se stala rutinni cestou
zavddéni jakékoliv mutace na kterékoliv poloze genu.




Mutovanid DNA se miZe ziskat z plasmidu, z phasmidu, z fégu

nebo zesilovaci reakci beZnymi prostfedky a miZe se vadzat na
expresni vektor pro ndslednou kultivaci a €iSténi vzniklého
enzymu. Cetné klonovaci a expresni vektory jsou vhodné pro
provaddéni vynélezu. vietné savéich a bakteridlnich systémi
(napfiklad shora uvedenid publikace Sambrook a kol., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 1989, druhé
vydani). Pro jednoduchost je vyndlez objasnén na pfikladu pou-
7iti lambda odvozeného Pr promotoru (Shimatake a kol., Nature
292, str. 128, 1981). PouZiti tohoto promotoru je zVvI4Sté po-

psédno v americkém patentovém spise Cislo 4 711845 a 5 079352).

Plasmid pCS1 byl uloZen s ATCC 28. srpna 1997 pod
objednacim ¢islem 98521. Tento plasmid obsahuje gen kodujici
tepelné& stdalou DNA polymerdzu, pficemZ je tento gen mutovan na
kodonu Vv poloze 681 nahradou glutamové kyseliny lysinem v re-
sultujicim peptidu a poskytuje prostfedek pro ziskdni tepelné
stédlych DNA polymerdz, majicich podpofenou tufinnost zallefiova-
ni fluoresceinovymi barvivy znalenych nukleotidd. Pfiklad 1
objasfiuje pouZiti lemovacich restrikénich mist vhodnych pro
subklonovani E681K mutace pro vytvofeni jinych tepelné stalych
DNA polymerédzovych enzymi. Nebo jelikoZ je zndma kompletni ge-
novid sekvence pro fetné tepelné stdlé DNA polymerdzy, jsou ji-
né prostfedky zavddéni E681K mutace, jako je restrik¢ni diges-
ce a nahrazovani fragmentu, snadno dostupné pracovnikim v obo-
ru, ktefi maji k dispozici ATCC depozity a pfisluSné informace

o sekvencich.

Pokud je z&m&r produkovat mutant nebo nativni enzymy
podle vyndlezu nebo deriv4dty nebo homology takovych enzymi,
zahrnuje produkce enzymu zpravidla transformaci hostitelské
buiiky expresnim vektorem a kultivaci transformované hostitel-
ské buniky za podminek, pfi kterych dochdzi k expresi. Pro-
stfedky pro transformaci a kultivaci tranformované hostitelské

buiiky jsou Vv oboru dobfe znAdmy a jsou podborbné v litratufe
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popsany (napfiklad shora wuvedena publikace Sambrook a kol.,

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
1989, druhé vydéni).

Tepelné stdlé DNA polymerdzy podle vyndlezu se obecné
gisti k odstranéni kmene DG116 E. coli (uloZeného jako ATCC
53606 7. dubna 1987), za transformace expresnim vektorem ope-
rativné vadzanym na gen kodujici standardni typ nebo modifiko-
vanou tepelné& stadlou DNA polymerdzu. Zplsoby CiSténi tepelné
st4lé DNA polymerdzy jsou popsany pifikladné v prikladu 1 a
v litetratufe (napfiklad Lawyer a kol., PCR Methods and Appli-
cations 2, str. 275 aZ 287, 1993).

Tepelné stdlé enzymy podle vyndlezu se mohou po-
uzivat k jakémukoliv u&elu, kde je takovd enzymatick&d dcinnost
potfebnd nebo Zadouci. Prikladné se wuvadi sekvencovani DNA,
DNA zna&eni a znaleni primerovych extenznich produktli. Zplso-
bem podle vyndlezu se obzvl4dSté zlepSuje DNA sekvencovani San-
gerovym dideoxynukleotidovym zplsobem (Sanger a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci. 74, str. 5463, 1977). Pokroky zdkladniho zpl-
sobu, ktery vyvinul Sanger a kol. vedly k novym vektort@m (Ya-
nisch-Perron a kol., Gene 33, str. 103 aZ 119, 1985) a k béazo-
vym analogdm (Mills a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. 76, str.
2232 aZ 2235, 1979 a Barr a kol., Biotechniques 4, str. 428 aZ
432, 1986). Obecné vyZaduje sekvencovidni DNA na matrici zévis-
l1é¢ prodluZovédni primeru v pfitomnosti bédzovych analogl ukoncu-
jicich fet&zec za rozd&leni parcidlnich fragmentd, které se
nasledné oddéluji podle velikosti. Bazické dideoxysekvencovani
zahrnuje i) kopulaci oligonukleotidového primeru popiipadé
znadeného na matrici, ii) extenzi primeru s DNA polymerdzou ve
&tyfech oddélenych reakcich, pfifemZ kaZzdd reakCni smés obsa-
huje smés neznalenych dNTP a omezujici mnoZstvi jednofetézco-
vého terminaéniho &inidla, napfiklad ddNTP, popfipadé znacCené-
ho a iii) oddéleni &tyr Fad reak&nich produktd na vysoce oddé-

lujicim denaturaénim gelu polyakrylamid/moCovina. Reakéni pro-
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dukty se mohou zjiStovat v gelu autoradiografii nebo fluores-
cenéni detekci v z4vislsti na pouZitém znalicim Cinidle a miiZe
se zkou3et obraz k odvozeni nukleotidové sekvence. Tyto zplso-
by vyuZivaji DNA polymerdzy, napfiklad Klenowa fragmentu E.co-

li Pol I nebo modifikované T7 DNA polymerdzy.

Dostupnost tepelné odolnych polymerdz, napfiklad Taq DNA
polymerdzy vede ke zlepSenym zplsobldm sekvencovédni s tepefné
stdlou DNA polymerdzou (Innis a kol., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85, str. 9436, 1988) a k jejich modifikacim, oznaCovanym
jako "cyklické sekvencovani") (Murray, Nuc. Acids Res. 17,
str. 8889, 1989). Jako alternativa k basickému dideoxysekven-
covdni je cyklické sekvencovéani linedrni asymetrické zesileni
gtitovych sekvenci komplementrdrnich k sekvenci matrice v pfi-
tomnosti termindtoru fet&zce. Jeden cyklus produkuje rodinu
extenznich produktd v3ech moZinych délek. Po denaturaci exten-
zniho reakéniho produktu =z DNA matrice probihaji Cetné cykly
kopulace primeru a extenze primeru v pfitomnosti termindtorl,
jako jsou napfiklad ddNTP. Cyklické sekvencovdni vyZaduje méné
matricové DNA neZ konvencni Fetézec ukonlujici sekvencovani.
Tepelné stédlé DNA polymerdzy maji pfi cyklickém sekvencovéni
nékteré prednosti: snidSeji ostré kopulacni teploty, kterych je
zapotfebi pro specifickou hybridaci primeru na 3tity nukleové
kyseliny, jakoZ také Cetné cykly vysokoteplotni denaturace, ke
které dochézi v ka?dém cyklu, to je 90 aZ 95 °C. Z tohoto di-
vodu AmpliTaqR DNA polymerédza a jeji derivdty a produkty od-
bourdni se zaclefiuji do kitd pro Taq cyklické sekvencovéani,
které jsou obchodnim produktem spole&nosti Perkin-Elmer, Nor-
walk, CT.

Existuji dvé obmé&ny zplsobu Ffetézového terminalniho
sekvencovédni, sekvencovani s Dbarevnym primerem a sekvencovéani
s barevnym termindtorem. PFi sekvencovadni s barevnym primerem
jsou ddNTP termindtory neznalené a znaCeného primeru se

pouzivd k detekci extenznich produktd (Smith a kol., Nature
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32, str. 674 aZ 679, 1986). Pfi sekvencovdni s barevnym termi-
ndtorem se pouZivid DNA polymerdzy k zaClenéni dANTP a fluores-
cenéné znalenych ddNTP na konec DNA primeru (Lee a kol., Nuc.
Acids. Res. 20, str. 2471, 1992). Tento zplisob m& vyhodu, kte-
rou nemé zplsob pfipravy s barevné znaCenymi primery. Kromé
toho jsou reakce s barevnym termindtorem mnohem b&€Zn&jSi, je-

likoZ se viechny &étyfi reakce mohou provddét ve stejné nadobe.

Jak zplsoby s barevnym primerem tak s barevnym terminé-
torem se mohou automatizovat za pouZiti automatizovaného sek-
ventniho zatfizeni spole&nosti Applied Biosystems, Foster City,
CA (americky patentovy spis Cislo 5 171534). Pfi pouZiti zafi-
zeni se hotova sekvenéni reakéni smés frakcionuje na denatu-
raénim polyakrylamidovém gelu, namontovaném v zafizeni. Laser
na dné zatizeni zjistuje fluorescenéni produkty po elektrofo-

réze podle velikosti gelem.

Dvou typd fluorescentnich barviv se obvykle pouZivad ke zna-
teni termindtord, které se pouZivaji pro sekvencovani s ba-
revnym termindtorem - barviv s negativnim nébojem a fluores-
centnich barviv s obojetnym ndbojem. Fluorescentni barviva
s negativnim ndbojem zahrnuji fluoresceinovad barviva a barviva
BODIPY. Barviva BODIPY (4,4-difluor-4-bor-3a,4a-diaza-s-inda-
cen) jsou popséna ve zvefejnéné mezindrodni pfihl4dSce vyndlezu
gislo WO 97/00967. Fluorescentni barviva s obojetnym iontem
zahrnuji rhodaminovd barviva. Obchodné dostupné kity pro cyk-
lické sekvencovani pouZivaji termindtord znacenych derivaty
rhodaminu. AvSak rhodaminem znaené termindtory jsou spiSe
drahé a produkt musi byt oddé&lovdn od nezaclenénych barevnych
ddNTP pfed vnesenim na gel, jelikoZ soucasné migruji se pro-
dukty sekvencovani. Zd4 se, Ze termindtory s rhodaminovymi
barvivy stabilizuji vldsenkovou strukturu v GC-bohatych oblas-
tech, coZ zplsobuje anomalni migraci produktld. To vyZaduje
pou7iti dNTP, které uvolfiuji sekunddrni strukturu avSak také

ovliviuji d€innost zacllenéni termindtoru.




Na rozdil od toho fluoresceinem znalené termindtory
eliminuji oddé&lovaci stupefi pfed vnadSenim na gel, protoZe maji
vét3i &isty nAboj a migruji rychleji neZ produkty sekvence.
Krom& toho fluoresceinem znadené produkty sekvence vykazuji
lep3i elektroforetickou migraci neZ sekvencni produkty znacené
rhodaminem. Jakkoliv standardni typ Taq DNA polymerdzy neza-
¢lefiuje UGZinné termindtory 2znalené fluoresceinovymi barvivy,
je moZno udinného zallenéni nyni dosdhnout pouZitim modifiko-

vanych enzyml podle vyndlezu.

Vynadlez zahrnuje nové zplisoby pro dideoxysekvencovani za
pouZiti enzyml, které maji kriticky motiv, jakoZ také kity pro
provadéni tohoto zplsobu. Podle jednoho provedeni sekven&niho
zplsobu podle vyndlezu se
a) pfipravuje rekombinantni tepelné stdly DNA polymerdzovy en-

zym, ktery je charakterizovan tim, Ze

i) ve své nativni formé& polymerédza obsahuje aminokyseli-
novou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde
znamend X jakoukoliv aminokyselinu,

ii) X v poloze 4 této sekvence je mutovadn ve srovndni s na-
tivni sekvenci, prifemZ v3ak neznamend E,

iii) tepelné stdld DNA polymerdza mé sniZené rozliSovéani
proti zacdlené&ni nukleotidd znacCenych fluoresceinovymi
barvivy ve srovnadni s nativni formou tohoto enzymu a

b) provaddi se sekvenini reakce s berevnym termindtorem.

Podle vyhodného provedeni tohoto zplsobu mé& nativni forma
enzymu aminokyselinovou sekvenci LS(Q/G)XL(S/A)IPYEE (SEQ ID
NO:2), kde znamend X jakoukoliv aminokyselinu. Ve tfipismeno-
vém kédu je tato aminokyselinovd sekvence pfepséna jako
LeuSerXaaXaaleuXaalleProTyrGluGlu (SEQ ID NO:2), kde znamend
Xaa v poloze 3 Gln nebo Gly, Xaa v poloze 4 jakoukoliv amino-
kyselinu a Xaa v poloze 6 Ser nebo Ala. Podle je3té vyhodnéj-
§iho provedeni je nativni forma aminokyselinové sekvence
LSQXLAIPYEE (SEQ ID NO:3), kde znamen& X jakoukoliv aminokyse-
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linu. V tifipismenovém kédu je tato aminokyselinovad sekvence
pifepsédna jako LeuSerGlnXaaleuAlalleProTyrGluGlu (SEQ ID NO:3),
piiCemZ znamenid Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu. Podle

nejvyhodnéjSiho provedeni znamend Xaa v poloze 4 Lys.

Jak shora uvedeno, DNA sekvencovani s tepelné stalymi DNA
polymerdzami vyZaduje smés nekonvenénich bazovych analogl,
které plisobi jako termindtory Fetézce a konvencnich nukleotida
ve specifickych koncentraénich pomérech, které =zajistuji, Ze
se ziskad populace extenznich produktd vSech moZnych délek
fragmentd v oboru nékolika stovek bazi. Nékteré tepelné& st4lé
DNA polymerdzy dfive pouZivané pro sekvencovani, napriklad
standardni Taq polymerdza, se charakterizuji tim, Ze pTfednost-
né zacClenuji konvenéni nukleotidy v pritomnosti smési konven-
é¢nich a nekonvenénich nukleotidd. AvSak novéji bylo popséano,
7e tepelné stalé DNA polymerdzy umoZiiuji sniZit pomér nekon-
venénich bazovych analogi ke konvenénim bdzim stokrdat aZ néko-

lik setkrdt aZ vice neZ tisickréat.

Jednou takovou polymerdzou je F667Y mutant Tag DNA poly-
merdzy. Jinym takovym mutantem je Taq DNA polymerdza majici
F667Y mutaci a mutaci v poloze 46, kterd méni glycinovy zbytek
na zbytek kyseliny asparagové (G46D) mutace. Tato mutantové
polymerdza, zndmé jako AmpliTaq, FS, je vyrobkem spoleCnosti
Hoffmann-La Roche a je obchodnim produktem spoleenosti Per-
kin-Elmer. Jinou takovou polymerdzou je DNA polymerdza F730Y-
Tma30. Tato mutantni polymerdza je kombinaci 1) nukleotidl
1-570 Taq DNA polymerdzy, modifikované ke kodovani G46D mutace
a 2) nukleotidd 571-2679 Tma DNA polymerdzy modifikované ke
kodovdani asparagové kyseliny na alaninovou mutaci v poloze
323, glutamové Kkyseliny na alaninovou mutaci v poloze 325 a
fenylalaninu na tyrosinovou mutaci v poloze 730 (americky pa-
tentovy spis CGislo pFfihl4sky vyndlezu 60/052065 a evrospkéa
pfihléd8ka vynédlezu €islo 98112327.6). Jinou polymerdzou, které

zaCleniuje nekonvencni bdzové analogy je F730Y mutantni DNA po-




lymerdza z Thermotoga neapolitana (mezindrodni pfihlaSka vyné-
lezu &islo WO 96/10640, WO 96/41014 a WO 97/09451). Za pouZiti
té&chto enzymd pro danou koncentraci dANTP se miZe sniZit kon-
centrace rhodamin-ddNTP pFfibliZné 50 krat aZ nékolik set kréat
ve srovédni s tepelné stdlymi DNA polymerdzami dosud dosaZitel-

nymi.

Mutace E681K podle vyndlezu se kombinuje za pouZiti re-
kombinantnich DNA zplisobll s F667Y mutaci za produkce dvojného
mutantu Taq DNA polymerdzového enzymu, pouZivaného pro sekven-
¢ni reakce popsané v pfikladu 4. Dvojného mutantu se pouzZiva
pifi sekventni reakci s barevnym temindtorem =za pouzZiti fluo-
resceinovym barvivem znalenych termindtord. Vysledky, popsané
v pfikladu 4, doklddaji, Ze enzym je schopen zallefovat fluo-
resceinovym barvivem znacené termindtory do sekvenéni reakce a
produkovat sekven€ni Zebfiky, které se mohou pfesné Cist v au-
tomatickém sekvendnim zafizeni. Neolekavatelné se zjistilo, Ze
kombinace E681K a F667Y mutaci produkuje tepelné stdly DNA po-
lymerdzovy enzym se 3 aZ 4 ndsobnou extenzi se zfetelem na en-
zym se samotnou mutaci F667Y podle méfeni, popsaného v pfikla-
du 3.

Kriticky motiv, identifikovany podle vyndlezu, se mlZe
kombinovat s motivy pfispivajicimi ke sniZeni rozliSovéani pro-
ti ddNTP k produkci polymerdz, majicich zvySenou Ucinnost zac-
ledovdni jak znacenych tak neznacenych ddNTP. Tyto polymerédzy
jsou wuZitelné pfi DNA sekvenénich zplsobech. Podle jednoho
provedeni vynédlezu tepelné stdld polymerdza, majici kriticky
motiv definovany podle vynadlezu, obsahuje také kriticky motiv,
ktery <zahrnuje F667Y mutaci, popsnou v americkém patentovém
spise €islo prihléa3ky 08/448223. Podle tohoto provedeni tepel-
né std4ld DNA polymerdza je charakterizovéna tim, Ze
i) ve své nativni formé& polymerdza obsahuje prvni aminokyse-

linovou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde zna-

mend X jakoukoliv aminokyselinu,




ii) X v poloze 4 této sekvence je mutovdn ve srovnéni s na-
tivni sekvenci, pficéemZ v3ak X neni mutovan na E,

iii) tepelnd& stadld DNA polymerdza méd sniZené rozliSovani
proti za&len&ni nukleotidd znalenych fluoresceinovymi
barvivy ve srovnadni s nativni formou tohoto enzymu,

iv) polymerdza obsahuje druhou aminokyselinovou sekvenci
MRRXXKXXNYXXXYG (SEQ ID NO:12), kde znamend X jakoukoliv
aminokyselinu, ’

V) tepelné stald DNA polymerdza m4 také sniZené rozliSovani
proti <zac&lefovani nekonven&nich nukleotidli ve srovnéni
s nativni formou enzymu. Ve tiipismenovém kédu je tato
aminokyselinova sekvence piepsana jako
MetArgArgXaaXaalysXaaXaaAsnTyrXaaXaaXaaTyrGly (SEQ ID NO:
12), kde znamend Xaa v poloze 4, 5, 7, 8, 11, 12 a 13 ja-
koukoliv aminokyselinu. Podle vyhodného provedeni Xaa
v poloze 4 v prvni aminokyselinové sekvenci je mutovadn na
Lys. Podle je3té vyhodnéjsiho provedeni je enzym Taq DNA
polymerdza a obsahuje E681K a F667Y mutace.

Vyndlez se také tyk& zplsobu sekvencovédni za pouZiti této po-

lymeréazy.

Vyndlez také zahrnuje zlepSeny zplsob sekvencovdni prova-
dény za pouZiti tepelné& st4lého DNA polymerdzového enzymu, ma-
jiciho kriticky motiv, ktery neni odvozen mutaci nybrz
existuje jako pfirodni varianta. Z tohoto hlediska DNA
polymerdza termofilnich bakterii méd kriticky motiv, ve kterém
zbytek v poloze 4 neni Glu. Napfiklad v tepelné& stdlé DNA
polymerdze od Thermotoga neapolitana je X v poloze 4 v motivu
LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:7), kde znamend X v poloze 4 jakou-
koliv aminokyselinu s vyjimkou E, argininovy =zbytek. Proto se
vyndlez také tyka zlepSeného zplsobu sekvencovani DNA za
pouZiti nativni tepelné& stalé DNA polymerdzy, kterd obsahuje
aminokyselinovou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:7), kde
znamenid X jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tfipisme-

novém kédu je tato aminokyselinovd sekvence pfepsdna jako
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LeuSerXaaXaaleuXaaXaaProXaaXaaGlu (SEQ ID NO:7), kde znamené
Xaa v poloze 3, 6, 9 a 10 jakoukoliv aminokyselinu a Xaa v po-
loze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou Glu a Xaa v poloze
7 Val nebo Ile. Vynadlez se také tyka zplsobu sekvencovédni, pfi
kterém se
a) vytvari tepelné st4l4 DNA polymerdza charakterizovand tim,
ie
i) ve své nativni formé& polymerédza obsahuje aminokyseli-
novou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:7), kde X
v poloze 4 znamend jakoukoliv aminokyselinu kromé E,
ii) tepelné st4l4 DNA polymerdza mé sniZené rozliSovéni
proti zac¢lenéni nukleotidd znacenych fluoresceinovymi
barvivy ve srovnani s nativni formou tohoto enzymu,
b) vytvaii se barevny termindtor znadeny fluoresceinovym bar-
vivem a

c) provadi se sekvenini reakce s barevnym termindtorem.

Podle vyhodn&jsiho provedeni vynadlezu se provadi sekven-
covani, pfi kterém se
a) vytvari tepelné st4dl4 DNA polymerdza charakterizovand tim,

Ze

i) polymerédza obsahuje prvni aminokyselinovou sekvenci
LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:7), kde X v poloze 4 zname-
néd jakoukoliv aminokyselinu kromé E,

ii) tepelnd st4dld DNA polymerdza mé& sniZené rozliSovéni
proti zaclenéni nukleotidd znalenych fluoresceinovymi
barvivy ve srovndni s nativni formou tohoto enzymu a

iii) tato DNA polymerdza obsahuje druhou aminokyselinovou
sekvenci MRRXXKXXNYXXXYG (SEQ ID NO:12), kde znamend X
jakoukoliv aminokyselinu.

iv) tato tepeln& st4l4 DNA polymerdza md sniZené rozliSo-
vani proti zaclenéni nukleotidd znaCenych fluorescei-
novymi barvivy ve srovndni s nativni formou tohoto en-
zymu a

b) vytvad¥i se barevny termindtor znaleny fluoresceinovym bar-




vivem a

c) provadi se sekvenéni reakce s barevnym termindtorem.

Podle jiného vyhodného provedeni obsahuje enzym aminoky-
selinovou sekvenci LS(Q/G)XL(S/A)IPYEE (SEQ 1ID NO:13), kde
znamend X v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve
tfipismenovém kédu je tato aminokyselinovd sekvence prepséna
jako LeuSerXaaXaaleuXaalleProTyrGluGlu (SEQ ID NO:13), kde
znamenid Xaa v poloze 3 Gln nebo Gly, Xaa v poloze 4 jakoukoliv
aminokyselinu s vyjimkou Glu a Xaa v poloze 6 Ser nebo Ala.
Podle vyhodné&jsiho provedeni je aminokyselinovou sekvenci
LSQXLAIPYEE (SEQ ID NO:14), kde znamend X v poloze 4 jakouko-
liv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tiipismenovém kédu je tato
aminokyselinovd sekvence pifepsédna jako
LeuSerGlnXaaleuAlalleProTyrGluGlu (SEQ ID NO:14), kde znamené

Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou Glu.

Podle je3té jiného ddle vyhodného provedeni obsahuje en-
zym aminokyselinovou sekvenci LSVXLG(V/I)PVKE (SEQ ID NO:15),
kde znamend X jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tfipi-
smenovém kédu je tato aminokyselinovd sekvence pfepsdna jako
LeuSerValXaalLeuGlyXaaProValLysGlu (SEQ ID NO:15), kde znamené
Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou Glu a Xaa
v poloze 7 Val nebo Ile. Podle vyhodnéjSiho provedeni je ami-
nokyselinovou sekvenci LSVXLGVPVKE (SEQ ID NO:16), kde znamend
X jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tfipismenovém kédu
je tato aminokyselinovd sekvence pfepsédna jako
LeuSerValXaaleuGlyvValProvValLysGlu (SEQ ID NO:16), kde znamena
XAA v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou Glu. Podle
nejvyhodnéjsiho provedeni je Xaa v poloze 4 arg. Podle jeSté
dal$iho vyhodného provedeni je aminokyselinovou sekvenci
LSVXLGIPVKE (SEQ ID NO:17), kde znamenid X jakoukoliv aminoky-

selinu s vyjimkou E. Ve tfipismenovém kédu je tato aminokyse-

linovd sekvence pfepsdna jako LeuSerValXaaLeuGlylleProvalLysGlu

(SEQ ID NO:17), kde znamend Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminoky-

selinu s vyjimkou Glu. PFfedev3im znamend Xaa v poloze 4 Arg.




Podle jiného provedeni se sekvencovani provadi za pouZi-

ti nativniho enzymu, ktery mi4 sniZené rozliSovani proti zalCle-
fiovani nukleotid® znadenych fluoresceinovymi barvivy, jehoZ
hladina se méfi za pouZiti zkouSek zaClenéni ddNTP, jak je
popsano v pfikladu 2. Koncentrace ddCTP, potfebnd pro 50% in-
hibici DNA syntézy se zjisti jako koncentrace Zowie-ddCTP pot-
febnd pro 50% inhibici. Pomér koncentrace pro Zowfe—ddCTP ke
koncentraci pro ddCTP se vypolte. Podle vyhodného provedeni ﬁe
pomér mendi neZ 10. Podle je3té vyhodné&€jSiho provedeni je po-
mér 4 nebo mensi. Podle nejvyhodnéjSiho provedeni je pomér 1,2

nebo mensi.

Jakkoliv se podle pfikladl pouZiva dideoxynukleotidl zna-
¢enych fluoresceinovymi barvivy, spadd pouZiti jinych nekon-
venénich nukleotidt a fluorescentnich barviv do rozsahu vyné-
lezu. JakoZto jiné nekonvenéni nukleotidy se pfikladné uvadéji
fluorescenéné znacené dANTP, kterych se miiZe pouZit pro znaceni
produktd DNA syntézy, a fluorescenéné znaCené rNTP, kterych se
miZe pouZit pro znadeni primerovych extenznich produktd. Ja-
koZto jind barviva se pfikladné wuvadéji jind fluorescencni
barviva s negativnim nédbojem, napfiklad barviva BODIPY, kterd
jsou strukturné a chemicky podobnd fluoresceinu. Takovd jina
barviva zahrnuji rovné&? cyaninovad barviva. Cyaninem znaCené
dNTP se pridédvaji do standardni PCR reakéni smési, kterd obsa-
huje Taq DNA polymerdzu s E681K mutaci (aG46D mutaci). Neocle-
kdvatelné se =zjistilo, Ze cyaninem znaCené dNTP se zaClenfuji
do zesilenych produktd ve vy3s5i mife neZ standardni typ enzy-
mu. Z tohoto hlediska zp@isob znaleni DNA podle vyndlezu vyuZi-
v4d nativni nebo mutované polymerdzy podle vyndlezu v kombinaci
s nukleotidem znadenym bud fluorescentnim barvivem s negativ-
nim ndbojem nebo cyaninovym barvivem. Podle jednoho provedeni
vyndlez zahrnuje zplsob znafeni DNA, pfi kterém se
a) vytvafi tepelné& stdléd DNA polymerdza charakterizovand tim,

Ze

i) polymerédza obsahuje aminokyselinovou sekvenci




LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:7), kde X v poloze 4 zna-
mend jakoukoliv aminokyselinu kromé E,
ii) tepelné stald DNA polymerdza mé sniZené rozliSovéani
proti za&len&ni nekonvenénich nukleotidd a
b) vytvafi se nukleotid znaleny fluoresceinovym barvivem s ne-
gativnim nabojem a

c¢) provadi se DNA syntézni reakce.

Podle jiného provedeni vyndlez zahrnuje zplsob znaceni
DNA, pfi kterém se
a) vytvari tepelné stdl4 DNA polymerdza charakterizovand tim,
Ze
i) polymer4dza obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LSXXLX{(V/I)PXXE (SEQ ID NO:7), kde X v poloze 4 zna-
mend jakoukoliv aminokyselinu kromé E,
ii) tepelné stdl4 DNA polymerdza md sniZené rozliSovani
proti zaclen&ni nekonvenénich nukleotidd a

b) vytvaii se nukleotid znaCeny cyaninovym barvivem a

c) provadi se DNA syntézni reakce.

Podle jiného provedeni vyndlezu se vytvaifi tepelné stéld
DNA polymerdza, kterd kombinuje mutaci umoZfhujici uCelné€jsi
zatlefiovdni rNTP, napfiklad glutamové kyseliny, do glycinové
mutace v poloze 615 Taq DNA polymerdzy a kriticky motiv podle
vyndlezu. OCekdvd se, Ze vysledny enzym bude mit zvySenou u-
¢innost zaé&lefiovdni ribonukleotidd znacenych fluoresceinovymi
barvivy. Vyndlez se proto tykd rekombinantni tepelné€ stdlé DNA
polymerdzovy, kterd 1) ve své nativni formé& obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde znamend
X jakoukoliv aminokyselinu a 2) X v poloze 4 je mutovan tak,
7e X v poloze 4 neznamend E a 3) obsahuje také oblast kritic-
nosti, kterou je aminokyselinovad sekvence SQIXLR(V/I) (SEQ ID
NO:18), kde znamen4 X jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E, a
4) je schopnéd zacllefovat ribonukleotidy znadené fluoresceino-
vymi Dbarvivy. Ve tfipismenovém kédu je tato aminokyselinovéa

sekvence pfepsédna jako SerGlnIleXaaLeuArgXaa (SEQ 1ID NO:18),
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kde znamend Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou

Glu a Xaa v poloze 7 Val nebo Ile.

Oblasti mutantni polymerdzy napiiklad pro Taq obsahuji-
ci E614G a E681K jsou uZiteéné ve zlepS8enych zplsobech produk-
ce primernich extenznich produktd znacenych fluoresceinovymi
barviy. Napfiklad ve primerni extenzni reakci jako PCR, rNTP
znafeny fluoresceinovymi barvivy nahrazuje alespon éésteéné
jeden ze &tyr standardnich dNTP a je zahrnuta dvojnd mutantni
polymerdza jako E681K E615G Taq DNA polymerdza. Mutantni poly-
merdza syntetizuje primerni extenzni produkty, které maji
fluoresceinen znacené ribonukleotidové zbytky v rlznych polo-
hédch svych délek. Po zahfati nebo po alkalickém zpracovani se
primerni extenzni produkty fragmentuji na kaZdém ribonukleoti-
dovém zbytku za produkce populace koncové znalenych fragmentd.
Tato polulace rovnomérné znalenych fragmentld pfedstavuje roz-
délené fluorescentni znaeni po «celé délce primerniho extanz-
niho produktu. Znadené fragmenty s touto charakteristikou jsou
uziteéné v detekci formdtd nukleové kyseliny na zédkladé sili-
konovych ¢&ipl (Cronin a kol., Human Mutation 7, str. 244,
1996). Vyndlez se tedy také tyk& zplsobu znaCeni primernich
extenznich produktli, pfi kterém se
1) pfipravuje tepelné& stdléd DNA polymerdza, kterd je charakte-

rizovéna tim, Ze

a) ve své nativni formé& obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde znamend X jakoukoliv
aminokyselinu,

b) X v poloze 4 této sekvence je mutovédn, pfiCemZ vSak ne-
znameni E,

c) obsahuje také oblast kriti¢nosti s aminokyselinovou
sekvenci SQIXLR(V/I) (SEQ ID NO:18), kde znamend X ja-
koukoliv aminokyselinu s vyjimkou E,

d) je chopnéd @&inné =zallefiovat ribonukleotidy znacCené
fluoresceinovymi nebo cyaninovymi barvivy a

2) provadi se primerni extenzni reakce.
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Enzymy, majici kriticky motiv podle vyndlezu, maji zvySe-
nou miru extenze se zietelem na standardni typ enzymu, jak je
doloZeno v piikladu 4 pro mutant E681K F667Y. Podle jednoho
provedeni je enzym charakterizovédn tim, Ze 1) ve své nativni
formé& obsahuje aminokyselinovou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ
ID NO:1), kde znamend X jakoukoliv aminokyselinu, 2) aminoky-
selinovad sekvence je mutovana v poloze 4 tak, Ze X v poloze 4
neni mutovdn na E a 3) md zvySenou miru extenze ve srovnéﬁi
s enzymem standardniho typu.Podle vyhodného provedeni je enzym
charakterizovan tim, %e 1) ve své nativni formé obsahuje ami-
nokyselinovou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde zna-
mend X jakoukoliv aminokyselinu, 2) aminokyselinovd sekvence
je mutovdana v poloze 4 tak, Ze X v poloze 4 neni mutovan na E,
3) obsahuje také aminokyselinovou sekvenci MRRXXKXXNYXXXYG
(SEQ ID NO:12), kde znamend X jakoukoliv aminokyselinu, a 4)
mié zvySenou miru extenze ve srovnani s enzymem standardniho
typu. Podle vyhodné&jS8iho provedeni je enzym charakterizovan
tim, 7e 1) ve své nativni formé obsahuje aminokyselinovou sek-
venci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde znamenéd X jakoukoliv
aminokyselinu, 2) aminokyselinovid sekvence je mutovidna v polo-
ze 4 tak, e X v poloze 4 je mutovdn na K.Podle nejvyhodnéjsi-
ho provedeni je enzym charakterizovédn tim, Ze enzymem je Tagq
DNA polymerédze a obsahuje E681K mutaci a F667Y mutaci. Vynédlez
zaroveil zahrnuje zplsoby sekvencovdni a znaCeni DNA za pouZiti
polymerdz se zvySenou mirou extenze a kity pro provadéni

takovych zpisobi.

Pfi vyhodném provedeni sekvencovdni podle vyndlezu se te-
pelné stdléd pyrofosfatdza zallefiuje do reakéni smési. Zjistilo
se, Ze pyrofosfatdza podporuje sekvencovdni za pouZiti jak me-
sofilni tak mutantni tepelné& stédlé DNA polymerdzy (evropska
zvefejnénd pfihla3ka vyndlezu Cislo EP-A-763599 a americky pa-
tentovy spis Cislo 5 665551).

Podle pfikladného provedeni tepelné stdld DNA polymerédza




podle vyndlezu obsahuje také mutaci v 5’-nukledzové oblasti,

kterd znadné pifispivd ztenceni nukledzové aktivity. Modifiko-
vand Taq polymerdza je popsand v literatufe (PCT prihlaska vy-
ndlezu &islo WO 92/06200, zvefejnénd 16. dubna 1992 a americky
patentovy spis €islo 5 466591). Podle jednoho provedeni vyné-
lezu kodon pro glycinovy zbytek v aminokyselinové poloze 46 se
nahrazuje kodonem pro kyselinu asparagovou (G46D mutace). Zis-
kany enzym mé zvySenou uZiteCnost v cyklickych sekvenCnich ré-
akcich v dosledku sniZené 5’-nukledzové aktivity. Jak polyme-
rdzovéd oblast aminokyselinové sekvence tak polymerdzovad akti-
vita jsou nezménény v pripadé G46D mutantu ve srovndni se

standardnim enzymem.

Obchodnim provedenim vyndlezu jsou zlepSené kity pro pro-
véddéni zplsobu podle vyndlezu a které vyndlez zahrnuje. Kit
pro DNA sekvencovani obsahuje
a) tepelnd& stdlou DNA polymerdzu charakterizovanou tim, Ze

i) polymerdza obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LSXXLX(V/I1)PXXE (SEQ ID NO:7), kde X v poloze 4 zna-
mend jakoukoliv aminokyselinu kromé E,

ii) tepelné& stdld DNA polymerdza méd sniZené rozliSovéni
proti zaclenéni nukleotidl znafenych fluoresceinovymi
barvivy a

b) barevny terimindtor znaleny fluorescentnim barvivem s nega-
tivnim ndbojem a obsahuje popiipadé pridavné jiné reagencie
pro DNA sekvencovani, napfiklad dNTP, tepelné stdlou pyro-

fosfatdzu a vhodné pufry.

Podle jiného provedeni m4 enzym v kitu aminokyse-
linovou sekvenci LSVXLG(V/I)PVKE (SEQ ID NO:15), kde znamené X
jakoukoiv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tiipismenovém kédu je
tato aminokyselinova sekvence pfepséna jako
LeuSerValXaaleuGlyXaaProvValLysGlu (SEQ ID NO:15), kde znamené
Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou Glu a Xaa

v poloze 7 Val nebo Ile. Podle vyhodného provedeni je aminoky-




selinovd sekvence LSVXLGVPVKE (SEQ ID NO:16), kde znamend X

jakoukoiv aminokyselinu s vyjimkou E. Ve tfipismenovém kédu je
tato aminokyselinové sekvence pfepséina jako
LeuServValXaaLeuGlyValProvValLysGlu (SEQ ID NO:16), kde znamené&
Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyjimkou E. Podle
jedté vyhodnéjSiho provedeni znamend Xaa v poloze 4 Arg. Podle
jiného vyhodného provedeni je aminokyselinovéd sekvence ,
LSVXLGIPVKE (SEQ ID NO:17), kde znamend X jakoukoiv aminokysé-
linu s vyjimkou E. Ve tFfipismenovém kdédu je tato aminokyseli-
novad sekvence pfepsédna jako LeuServValXaaLeuGlylIleProValLysGlu
(SEQ ID NO:17), kde znamend Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminoky-
selinu s vyjimkou Glu. Podle jes§té vyhodnéjSiho provedeni zna-

mend Xaa v poloze 4 Arg.

Jiné kity pro DNA sekvencovani obsahuji mutantni tepelnég
stdlou DNA polymerdzu charakterizovanou tim, Ze

a) ve své nativni formé tato polymerédza obsahuje aminokyseli-
novou sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde X zna-
menéd jakoukoliv aminokyselinu,

b) tato aminokyselinov4 sekvence je mutovdna v poloze 4, pfi-
cemZ vSak X v poloze 4 neznamend E,

c) tepelné stdlda DNA polymerdza ma sniZené rozliSovéni proti
zatlenéni nukleotid@ znadenych fluoresceinovymi barvivy ve
stovnadni s nativni formou enzymu a obsahuje popfipadé Ci-
nidla pro sekvencovidni DNA, jako jsou slouceniny ukonluji-
ci fetézec, dNTP, tepelné stalda pyrofosfatdza a vhodné

pufry.

V pfipadé, kdy jsou termindtory znaceny, jsou vhodnym zna-
Cenim fluorescentni barviva, jedté vyhodné€jSim znaCenim jsou
fluorescentni barviva s negativnim nédbojem nebo cyaninovAa bar-
viva a nejvyhodnéjsim znadnim jsou fluoresceinovd barviva. Po-
dle vyhodného provedeni md enzym v kitu minokyselinovou sek-
venci LS(Q/G)XL(S/A)IPYEE (SEQ ID NO:2), kde znamend X jakou-

koliv aminokyselinu. Ve tfipismenovém kédu je tato aminokyse-
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linovd sekvence pFepsédna jako LeuSerXaaXaalLeuXaalleProTyrGluGlu

(SEQ ID NO:2), kde znamend Xaa Vv poloze 3 Gln nebo Gly, Xaa
v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu a Xaa v poloze 6 Ser nebo
Ala. Podle vyhodnéjsiho provedeni m& enzym Vv kitu minokyseli-
novou sekvenci LSQXLAIPYEE (SEQ ID NO:3), kde znamend X jakou-

koliv aminokyselinu. Ve tfipismenovém kédu je tato aminokyse-

linovéd sekvence pfepsédna jako LeuSerGlnXaaleuAlalleProTyrGluGiu

(SEQ ID NO:3), kde znamend Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminoky¥

selinu. Nejvyhodnéji znamend Xaa v poloze 4 Lys.

Kity pro znaleni DNA obsahuji tepelné stdlou DNA polyme-

rdzu charakterizovanou tim, Ze

a) ve své nativni formé& polymerdza obsahuje aminokyselinovou
sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde X znamenéd ja-
koukoliv aminokyselinu,

b) X v poloze 4 je mutovadn ve srovnani s nativni formou, neni
vSak mutovadn na E,

c) enzym mé sniZené rozliSovani proti zaclenéni nukleotidd
zna&enych fluoresceinovymi barvivy ve srovndni s odpovida-
jicim standardnim enzymem a popfipadé€ obsahuje pridavné

dNTP a vhodné pufry.
Podle vyhodného provedeni je X v poloze 4 mutovadn na K.

Jiné kity pro produkci znacené DNA obsahuji
a) nukleotid nebo nukleotidovy analog znaleny fluorescentni
slouéeninou s negativnim nédbojem,
b) nativni tepelné& stdlé DNA polymerdzy majici kriticky motiv
LSXXLX(V/I1)PXXE (SEQ ID NO:7), kde X v poloze 4 znamena

jakoukoliv aminokyselinu kromé E,

c) polymerdza mi4 sniZené rozliSovani proti zaClenéni nukleotidd

znatenych fluoresceinovymi barvivy a poprfipadé obsahuje

pfidavné dNTP a vhodné pufry.

Podle vyhodného provedeni je X v poloze 4 mutovidn na K.




Podle jiného vyhodného provedeni je X v poloze 4 mutovédn na R.

Kit pro znaceni primernich extenznich produktl obsahuje
obsahuje tepelné stdlou DNA polymerdzu charakterizovanou tim,
Ze
a) ve své nativni formé polymerdza obsahuje aminokyselinovou

sekvenci LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:1), kde X znamend ja-
koukoliv aminokyselinu, '

b) X v poloze 4 je mutovan ve srovndni s nativni formou, neni
vSak mutovidn na E,

c) tepelné stala DNA polymerdza obsahuje druhou aminokyselino-
vou sekvenci SQIXLR(V/I) (SEQ ID N0O:18), kde znamend X ja-
koukoliv aminokyselinu s vyjimkou E,

d) enzym m4 sniZené rozliSovani proti zacélenéni ribonukleotidd
znaéenych fluoresceinovymi barvivy ve srovndni s odpovida-
jicim standardnim enzymem a obsahuje popfipadé pfidavné ri-
nonukleotid nebo rinonukleotidovy analog znacCeny fluoresce-
inovou sloufeninou s negativnim nédbojem nebo cyaninovou

sloueninou, dNTP a vhodné pufry.

Podle vyhodného provedeni obsahuje polymerdza E681K muta-
ci a E615G mutaci. Jiné kity pro vyrobu znacenych primernich
extenznich produktd obsahuji a) ribonukleotid nebo ribonukleo-
tidovy analog =zna&eny fluorescentni sloueninou s negativnim
ndbojem nebo cyaninovou sloudeninou a b) netivni tepelné stéa-
lou DNA polymerdzu charakterizovanou tim, Ze
i) polymerdza obsahuje kriticky motiv, kterym je aminokyse-

linovad sekvence LSXXLX(V/I)PXXE (SEQ ID NO:7), kde X v po-

loze 4 znamend jakoukoliv aminokyselinu kromé E,

ii) obsahuje druhou aminokyselinovou sekvenci SQIXLR(V/I) (SEQ

ID NO:18), kde X znamen& jakoukoliv aminokyselinu kromé E,
iii) tepelné stdl4 DNA polymerdza méd sniZené rozliSovani proti

zatlenéni ribonukleotidd znadenych fluoresceinovymi bar-

vivy a popfipadé obsahuje pFfidavné& dNTP a vhodné pufry.




Podle vyhodného provedeni v prvni aminokyselinové sek-

venci je X v poloze 4 mutovdn na K a ve druhé aminokyselinové
sekvenci je X v poloze 4 mutovdn na G. Podle jiného vyhodného
provedeni v prvni aminokyselinové sekvenci je X v poloze 4 mu-
tovan na R a ve druhé aminokyselinové sekvenci je X v poloze 4

mutovédn na G.
Vyndlez objasfiuji, nijak vSak neomezuji nédsledujici pfi-
klady praktického provedeni. Procenta a dily jsou minény vidy

hmotnostné, pokud neni uvedeno jinak.

Pfiklady provedeni vynélezu

Priklad 1

Exprese modifikovaného Taq polymerdzového genu majiciho sniZe-
né rozlidovani proti zadlenéni nukleotidd znaCenych fluoresce-

inovymi barvivy

C-Koncovy aminokyselinovy podil Taq DNA polymerdzy koé-
duje polymerdzovou aktivni oblast (Lawyer a kol., PCR Methods
and Applications 2, str. 275 aZ 287, 1993; Freemont a kol.,
Proteins: Structure, Function and Genetics 1, str. 66 aZ 73,
1986). Fragment DNA, obsahujici tuto oblast, se izoluje z plné
délky Taq genu a mutuje se PCR zesilenim v pfitomnosti manganu
(Leung a kol., Technique 1(1), str. 11 aZ 15, 1989). Napfiklad
v3echny restrikéni enzymy jsou obchodnimi produkty spolelnosti
New England Biolabs, Beverly MA. Mutagenizované fragmenty se
digeruji s Pstl a Bglll a klonuji se do Taq expresniho plasmi-
du, pLK102, ktery se ma& digerovat s Pstl a Bglll. Plasmid
pLK102 je derivadtem pLK101l, ve kterém je 900 bp PstI-BglII
fragment nahrazen krdtkym PstI-Bglll linkerem. Plasmid pLK101l
je modifikovand forma pSYC1578 (Lawyer a kol., PCR Methods and
Applications 2, str. 275 aZ 287, 1993 a americky patentovy
spis €islo 5 079352), ze kterého je maly fragment HincII/EcoRV
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fragment v poloze 3’ k polymerdzové kédujici oblasti vypuStén.

V§sledné expresni plasmidy se transformuji do E. coli
kmenu N1624 (dostupny v organizaci E. coli Genetic Stock Cen-
ter na univerzité Yale University, kmen No. CGSC#5066) a zis-
kané tranformanty se skrinuji se zfetelem na schopnost uUCinné-
ji zaElenovat [a32P]Tet-dCTP ve srovnani se standardnim enzy-
mem. Za pouZiti tohoto zplsobu se identifikuje Mutant CS1, ma-
jici shopnost G&inn&ji =zallefiovat [a32P]Tet-dCTP. Mutagenizo-
vany Taq expresni plasmid mutantu Ccs1 se digeruje
s HindIII/Nhel a ziskany restrikéni fragment se subklonuje do
standardniho typu genu pLK101 za ndhrady mutagenizovaného
Hind111/Nhel fragmentu ke stanoveni, ktery podil mutagenizova-
né Taq polymerdzy je =zodpovédny za zménény fenotyp. Subkolny,
obsahujici HindIII/Nhel restriké&ni fragment, poskytuji zménény
fenotyp na standardni enzym, coZ naznacuje, Ze je mutace
v tomto fragmentu. N&slednd analyza subklonu stanovuje, Ze mu-

tace je lokalizovédna ve fragmentu 265 bp BamHI-Nhel.

DNA sekvenéni analyza 265 Nhel-BamHI fragmentu se provadi
na pCS1 za pouZiti TaqFS DyeDeoxyT™ termindtorového cyklického
sekvencovaciho kitu spoleenosti Applied Biosystems, Foster
City, CA a DNA sekvenéniho systému Applied Biosystems Model
Prism 377. Sekvenéni analdza identifikuje nesmyslnou mutaci
v Taq polymerdzovém genu na aminokyseliné& v poloze 681, ktera
zplisobuje ndhradu zbytku glutamové kyseliny (E) zbytkem lysinu
(K). Cislovani se zalind na kodonu kodujicim prvni methionino-
vy zbytek zralého proteinu (americky patentovy spis Cislo
5 079352). Tato mutace, E681K, je specidlné zplsobend ndhradou
GAG za AAG v kodonové sekvenci. Plasmid pCS! je uloZen s ATCC
28. srpna 1997 pod objednacim ¢islem 98521.

Plasmid pCS1 miiZe obsahovat pfidavné mutace v kodovaci
sekvenci pro Taq polymerdzu; avSak dal8imi subklonovacimi po-

kusy se zjistilo, Ze E681K mutace je jedind zodpovédna za




zvy8enou Ulinnost zalleflovadni nukleosidtrifosf4td, znacenych

fluoresceinovymi barvivy. Tato bodovd mutace je umisténa v 265
part bazi BamHI-Nhel DNA fragmentu, jak je ukdzadno na obr. 1.
V 265 bp DNA fragmentu E681K mutace je pouze zZménéna se zfete-

lem na standardni typ Taq polymerdzové genové sekvence.

Pro dals8i analyzu a kvantifikaci dcinnosti zacClenovani
nukleotidovych analogi se 265 bp BamHI-Nhel fragment plasmiau
pCS1 klonuje do Taq extresniho vektoru, ktery obsahuje stan-
dardni sekvenci v polymerazové doméné, pRDA3-2. Plasmid
PRDA3-2, oznacovany zde jako klon 3-2, je plné popsdn v mezi-
nidrodnim patentovém spise €islo WO 92/06200. Druhy klon, kodu-
jici jak E681K mutaci tak F667Y mutaci, se vytvofil na primer
fizenou mutagenezi a naslednym klonovanim PCR produktu obsa-

hujiciho obé mutace do BamHI-Nhel mist plasmidu pRDA3-2.

Expresni vektor pRDA3-2 obsahuje plnou délku Taq DNA po-
lymerdzového genu, funkcéné napojeného na fadg lambda Pr promo-
tor. Ve vektoru pRDA3-2 5’-nukledzovad doména Tagq DNA polymeré-
zového genu obsahuje bod mutace na kodonu kodujicim glycin
v poloze 46, coZ sniZuje aktivitu 5’-nukledzy (G46D mutace).
AvSak genova sekvence v polymerdazové doméné expresniho vektoru
pRDA3-2 je identickd jako standardniho typu Taq DNA polymeré-
zové genové sekvence. Plasmid, pRDA3-2, pCS1 a E681K F667Y PCR
produkt se digeruji s BamHI a s Nhel a 265 bp DNA fragment
z plasmidu pCSI nebo PCR produkt se ligatuje do vektoru pRDA3-
2 o sobé znadmymi zplsoby. Vysledné plasmidy, pLK112 a pLK113,
se transformuji do E. coli kmen DG116 (ATCC No. 53606). Tyto
plasmidy koduji tepelné stalé DNA polymerdzy, oznacované zde
jako G46D E681K Tagq a G46D E681K F667Y Taq. Expresovany te-
pelné stdly DNA polymerdzy protein G46D E681K F667Y Taq se
Cisti zplsobem popsanym v literatufe (Lawyer a kol., PCR
Methods and Applications 2, str. 275 aZ 287, 1993).

Enzym G46D E681K Taq se Cisti zplisobem podobnym zplsobu



pfipravy, provadénym vSak v menSim méFitku, jak nasleduje:

v8echny stupné se provadéji pri teploté 4 °C, pokud neni uve-
deno jinak. Bunky z 475 ml kultury se resuspenduji ve 30 ml
pufru (50 mM Tris-HCl, hodnota pH 7,5, 10 mM EDTA, hodnota pH
8,0, 0,5 mM Pefabloc®SC, 0,5 ug/ml leupeptinu, 0,1 mM Noa-p-to-
syl-L-lysinchlormethylketonu, 1 mM DTT). Na buiiky se plisobi
zvukem pri 50% cyklu, usazuji se 5 po dobu jedné minuty a
chladi se na 1ledu po dobu jedné minuty. Tento stupen se dva-
krat opakuje. Pridd se 1,5 ml 4,0 M siranu amonného a smé€s se
zahTivA na vodni lazni o teploté 75 °C po dobu 15 minut a o-
chladi se na ledu. Pfidad se polyethylenimin do 0,6 % a smés se
inkubuje na ledu po dobu 10 minut. Sm€s se odstfeduje pri
16000xg po dobu 30 minut. Supernatant se vnese na sloupec 1,8
ml fenyl-sefarose (Bio-Rad Polyprep chromatograficky sloupec)
vyvazZzeny roztokem 50 mM Tris-HCl, hodnota pH 7,5, 10 mM EDTA,
hodnota pH 8,0, 1t mM DTT, 0,2 M siranu amonného. Sloupec se
promyje 6 ml kaZdého z nésledujicich trfi roztokl: 1) 25 mM
Tris-HCl, hodnota pH 7,5, 1 mM EDTA, 1t mM DTT, 0,2 M siranu a-
monného, 2) 25 mM Tris-HCl, hodnota pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 3) 25 mM Tris-HCIl, hodnota pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
20 % ethylenglykolu. Polymerdza se eluuje 6 ml systému 25 mM
Tris-HCl, hodnota pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 20 % ethylen-
glykolu, 2,5M mocloviny. Po adjustaci polymerdzové preparace na
100 mM KCL 3M KCIl se smés vnese na sloupec heparinu a sepharo-
sy (1,8 ml, Bio-rad Polyprep sloupec) vyvadZeny 25 mM Tris-HCI,
hodnota pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 100 mM KCl. Po promyti

timtéZ pufrem se vzorek eluuje za pouZiti pufru 25 mM Tris-HCI,

hodnota pH 7,5, 1 mM EDTA, 400 mM KCl.

Po CisSténi se aktivita modifikovanych enzymd stanovuje
za pouZiti zkouSky aktivity popsané v literatufe (Lawyer a
kol., J. Biol. Chem. 264, str. 6427 aZ 6437, 1989). Aktivita
vyCidténych enzyml se vypolte timto zplsobem: jedna jednotka
enzymu odpovidd 10 nmol produktu syntetizovaného v prébé&hu 30

minut. DNA polymerdzov4d aktivita je pifimo Gmérnéd koncentraci
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enzymu aZ do 80-100 pmol zaclenéného dCMP (zfedény enzym pfi
0,024 a? 0,03 jednotek/ul). Vycisdténych enzymli se pouZivéd pro

zadlenovaci a sekvenéni reakce podle pifikladu 2 aZ 4.

Priklad 2
Zkoudka porovnavajici uUCinnost zacllenovani ddNTP

Relativni schopnost G46D F667Y Taq, G46D F667Y E681K Taq
a F730Y Tma 30 DNA polymerdz zacClefiovat fluoresceinovymi bar-
vivy znacéeného ddCTP se porovnavd za pouZiti omezujici matri-
ce, primerové extenzni konkurenéni zkouSky. Polymeradza F730Y
Tma 30 DNA je popsana v pfikladu 1 amerického patentového
spisu ¢&islo pfihl48ky vyndlezu 60/052065, podané 9. <Cervna
1997 a v evropské pfihlasce vynédlezu Cislo 98112327.6). PfTi
této konkurenéni zkoudce v disledku toho, Ze zaClenéni ddCTP
ukonduje extenzni reakci, €im ochotnéji polymerdza zaclefiuje
ddCcTP do extendovaného primeru, tim méné se miZe zaclenit
[a-33P]dCTP. Proto se vzristajici uc¢innosti ddCTP zaClehovéni
vzristd mira inhibice DNA syntézy. UCinnost zaclenovani ddCTP
se pak porovnadvd s ulinnosti zallefiovani fluorescentné€ znalené
ddCcTP, &imZ se ziskad relativni mira dlinnosti zaClenéni fluo-

rescentné znaceného ddNTP pro dany enzym.

Zkouska se provadi zplisobem popsanym v literatufe (Lawyer
a kol., J. Biol. Chem. 264, str. 6427, 1989), vcCetné néasledu-
jicich modifikaci. ZkouSend smé€s ma takové sloZeni, aby konec-
n4 koncentrace byla 50 mM Bicinu pH 8,3, 25 °C, 2,5 mM MgClz,
1 mM B-merkaptoethanolu, 20 uM vidy dATP, dGTP a dTTP
(Perkin-Elmer), 20 uM dCTP (Perkin-Elmer) a [a-33P]dCTP (New
England Nuclear, Boston, MA). M13mpl8 (Perkin-Elmer) se kopu-
luje na primer DG48 (SEQ ID NO:10) a ekvivalent 0,085 pmol ko-
pulované matrice se pfidd do zkuSebni smé€si pro kaZdou reak-
ci. PTfid4 se 35 pl zkouSené smési s matrici DNA do kaZdé =z 38

Eppendorfovych zkumavek o obsahu 0,5 ml. Pfipravi se zfedéni




Zowie-ddCTP v 25 mM CAPSO pufru, hodnota pH 9,6, tak, aby vidy
10 pl kaZ?dého se pfidalo do reak&ni zkumavky, aby konelna kon-
centrace Zowie-ddCTP byla 3, 1, 0,5, 0,25, 0,125 nebo 00,0625
uM. Pro G46D F667Y Taq DNA polymerdzu se pfipravi dvé zkumavky
3, 1, 0,5, 0,25, 0,125 a 0,0625 uyM Zowie-ddCTP. Osm zbylych
reakénich zkumavek obsahuje 10 pul 25 mM pufru CAPSO, hodnota
pH 9,6. Tak kaZd4 z 36 zkumavek obsahuje 35 ul zkousené smési
a 10 pl bud 25 mM pufru CAPSO, hodnota pH 9,6, nebo Zowie-

ddCTP v prfisluSném zTfedéni.

Pro ka?dy zkouSeny enzym se iniciuje polymerace ve zku-
mavce s kazdym Zowie-ddCTP v pfisludném zfed&ni a ve dvou zku-
mavkdch obsahujicich samotny pufru CAPSO za pouZiti 5 ul enzy-
mu. PouZivéd se néasledujicich koncentraci enzymu, pfiCemZ se
vidy dba na nadbytek enzymu pro mnoZstvi zkouSeného substratu:
2,5 jednotek F667Y G46D Taq DNA polymerdzy, piipravené zplso-
bem podle pfikladu 1; 1,25 jednotek G46D,F667Y,E681K Taq DNA
polymerdzy, pripravené zplsobem podle pfikladu 1; nebo 2 jed-
notky F730Y Tma30 DNA polymerdzy. Jako kontrola pro zédkladni
koncentraci se iniciuje zbyld negativni kontrola enzymem zfe-
dénym pufrem spiSe neZ polymerdazou. VS8echny zkuSebni zkumavky
se bezprostfedné krédtce intenzivné provifi a inukubi se po do-
bu 10 minut pfi teplot& 75 °C. Reakce se ukon¢i pfiddnim 10 pl
60 mM EDTA a uloZi se pfi teploté O °C.

V analogickém testu se ddCTP zfedi ve 25 mM pufru CAPSO,
hodnota pH 9,6, tak, aby 10 nl kaZdého zfedéni po piiddni do
reakdni zkumavky vytvofilo kone&nou koncentraci 0,5, 0,25,
0,125, 0,0625 nebo 0,0312 uM. Pipetuje se 10 pul kazZzdého zte-
déni do tfi Eppendorfovych zkumavek, obsahujicich vidy 35 ul
shora popsané testovaci smési. Také se pfipravi 4 zkumavky ob-
sahujici 35 pl testované smési plus 10 pl 25 mM CAPSO pufru,
hodnota pH 9,6. KaZd4a z 19 zkumavek obsahuje 35 ul testované
smési a 10 pl bud 25 mM pufru CAPSO, hodnota pH 9,6, nebo jed-
noho ze zfedé&ni ddCTP.
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Polymerace se inidiuje v jedné zkumavce z kaZdého ddCTP
zfedéni a v jedné zkumavce s pufrem CAPSO se 2,5 jednotkami
G46D F667Y E681K Taq DNA polymerdzy, s 1,25 jednotkami G46D-
F667Y E681K Tag DNA polymerdzy nebo se 2 jednotkami F730Y Tma
30 DNA polymerdzy. Zbyvajici zkumavka obsahujici CAPSO se ini-
ciuje enzymem zfedé&nym pufrem misto pufrem obsahujicim polyme-
rézu jakoZto jako negativni kontrola. VSechny reakéni smési se
bezprostfedné intenzivné provifi a inkubuji se po dobu 10 mi-
nut pfi teploté 75 °C. Reakce se ukonéi priddnim 10 pl 60 mM
EDTA a uloZi se pfi teploté O °C.

Pro kaZdou reakci 50 ul podil 60 pl reakCni sm&€si se
zfedi 1 ml 2 mM EDTA, 50 ul /ml stfihaného losového sperma DNA
jako nosic¢em. VysrdZi se DNA pouZitim TCA o sobé& zndmym
zplisobem a shromaZdi se na GF/C filtracnim kotoulku (Whatman).
Stanovi se mnoZstvi zadlené&né [a-33P]dCMP pro kaZdy vzorek a
normalizuje se na CAPSO vzorky bez ddNTP (0% inhibice). Kon-
centrace ddCTP nebo Zowie-ddCTP, potfebnd k 50% inhibici, se
vypoéte pro kaZdy vzorek a je uvedena Vv tabulce II. Porovnéani
mno?stvi ddCTP, potfebného k inhibici syntézy 50%, se mnoZi-
stvim Zowie-ddCTP, potfebnym pro inhibici syntézy 50% pro ur-
¢ity enzym, odpovidd relativni schopnosti kaZdého enzymu za-
Clefiovat fluorescenéné znaceny analog. Tyto hodnoty dokl&daji,
7e G46D F667Y Tag DNA polymerdza zacClefiuje Zowie-ddCTP nejméné
ié¢inné ze tfi zkou3enych enzymi (koncentraéni poméry pro 50%
inhibici Zowie-ddCTP versus ddCTP = 25). F730Y Tma30 DNA poly-
merdza zallefluje tento znaleny analog UCinnéji neZ G46D F667Y
Taq DNA polymerédza (koncentra&ni poméry pro 50% inhibici
Zowie-ddCTP versus ddCTP = 4), zatimco G46D F667Y E681K Taq
DNA polymerdza zaclefiuje znaeny a neznaceny analog ddCTP té-
m&f stejné ucinné (koncentraéni poméry pro 50% inhibici Zowie-
ddCTP versus ddCTP = 1,2).




Tabulka II
Koncentrace (pM) Zowie-ddCTP nebo ddCTP potfebné k 50% inhibi

ci

DNA polymeréaza Zowie-ddCTP ddCTP Zowie-ddCTP/ddCTP
G46D F667Y Tag 1,4 0,056 25,0

G46D F667Y E681K Tagq 0,14 0,116 1,2

F730Y Tma30 0,236 0,057 4,0

Pfiklad 3

Zkouska miry extenze

Mira extenze G46D F667Y Taq a G46D F667Y E681K Taq se sta-
novi zkouSkou miry extenze. PFfi této zkouSce se pouZivd enzymu
k extenzi primeru kopulovaného na MI13 marici v pfitomnosti
[¢-33P]dCTP. Extenzni reakce se denaturuje a produkty se ana-

lyzuji denaturaéni agarozovou gelovou elektroforézou.

ZkousSka se provadi jak shora popsano (Lawyer a kol., J.
Biol. Chem. 264, str. 6427, 1989) viené nasledujicich modifi-
kaci. ZkouSend smés je sloZend tak, aby konelnd& Kkoncentrace
byla 50 mM Bicinu, hodnota pH 8,3, 25 °C, 2,5 mM chloridu ho-
feénatého, 1 mM B-merkaptoethanolu, 200 uM vZdy dATP, dGTP a
dTTP (Perkin-Elmer), 100 uM dCTP (Perkin-Elmer) obsahujiciho
[a-33P]dCTP (New England Nuclear, Boston, MA). M13mpl8 (Per-
kin-Elmer) se kopuluje na primer DG48 (SEQ ID NO: 11) a prida
se ekvivalent 0,085 pmol kopulované matrice ke zkouSené smési
pro kaZdou reakci. PFfid4d se 55 pl zkuSebni smé€si s matricovou
DNA do kaZdé ze 14 Eppendorfovych zkumavek o obsahu 0,5 ml.
KaZzdd zkumavka se preinkubuje pfi teploté 75 °C po dobu ales-

poni 30 sekund pfFfed startem polymerdzové reakce.

Polymerace se iniciuje v Sesti ze &trndcti testovacich
zkumavek 5 pl G46D F667Y Taq DNA polymerdzy (2,5 jednotek) ne-
bo G46D F667Y E681K Taq DNA polymerdzy (1,25 jednotek) Oba en-




zymy se pripravi zplsobem podle pfikladu 1, a pouZité koncen-
trace predstavuji prfedem stanoveny nadbytek enzymu pro mnoZ-
stvi testovaného substrdtu. Jako kontrola pro zaklad se inici-
uje zbyla negativni kontrola enzymem zfedénym pufrem spiSe neZ
polymerdzou. VSechny reakéni zkumavky se krdtce vifi a inkubu-
ji se pfi teploté 75 °C. Dvé z Sesti zkumavek obsahujici G46D
F667Y Taq DNA polymerdzu se inkubuji tfi minuty, dvé Sest mi-
nut a dvé 10 minut. Podobné dvé =zkumavky startujici s G46D
F667Y E681K Taq DNA polymerdzou se inkubuji 30 sekund, dvé
jednu minutu a dvé dvé minuty. Kontrolni zkumavky se inkubuji
t¥i minuty. Reakce se ukonéi pfiddnim 10 pul 60 mM EDTA a uloZi

se pfi teploté O °C.

Pro kazdou reakci 25 pul podil 60 ul reakéni smé€si se zTe-
di 1 ml 2 mM EDTA, 50 upg/ml stifihaného losového sperma DNA ja-
ko nosiCe. VysrdZi se DNA pouZitim TCA o sob& zndmym zplsobem
a shromazdi se na GF/C filtra¢nim kotoucku (Whatman). Stanovi

se mnozstvi zaclenéné [u-33P]dCMP pro kaZdy vzorek.

Zbylych 35 pl kaZzdého duplikdtu se zkombinuje a 70 ul
vzorku se vysraZi ethanolem, vysu$i se a resuspenduje se v 50
mM NaOH, 1 mM EDTA. Z téchto vzork@l se odstrani podily takZe
se odejme z kaZdého stejny pocet [a-33P]. Tyto podily se vne-
sou na 0,9% alkalicky agarosovy gel, podrobi se elektroforéze,
vysu8i se a autoradiografuji se zplsobem popsanym v literature
(Maniatis a kol., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1982). Jako
standard molekulové hmotnosti se pouZiije bakteriofdg lambda
DNA fez s restrikénim enzymem HindiII (BRL) a 5’zakonceni
s [32P].

Délka paru bazi extenzniho produktu v kaZdém vzorku se
ur¢i porovnanim migrac¢ni vzdalenosti kaZdého vzorku se vzdile-
nosti migrovaného lambda DNA standardu velikosti. Polet péaru

badzi v kaZdém produktu se dé€li poltem sekund kaZdé extenzni




reakce inkubuované, &imnZ se ziskd extenzni rychlost, jak déle
uvedeno.

DNA polymeréza Doba PAr bazi/sekunda

G46D F667Y Taq 3 min 12,5

G46D F667Y Taq 6 min 12,2

G46D F667Y Tagq 10 min 11,8

G46D F667Y E681K Taq 30 s 36,7

G46D F667Y E681K Taq 1 min 41,7

G46D F667Y E681K Taq 2 min 52,9

Vysledky zkou3ek dokladaji, Ze pfitonost E681K mutace zvy-
Suje rychlost extenze G46D F667Y enzymu 3 aZz 4,3 krat.

Priklad 4

Cyklické sekvencovani s G46D F667Y E681K Taq DNA polymerdzou a

s fluoresceinem znacCenym ddNTP

Tento pfiklad dokladad pouZiti modifikované polymerézy
podle vyndlezu k cyklickému sekvencovani fluoresceinovym bar-
vivem znaleného dideoxytermindtoru za pouZiti 1 uM nebo méné
ddNTP a poméru ddNTP:dNTP alespoii 1:100. Fluoresceinovym bar-
vivem znalené dideoxytermindtory jsou reagencie sekvenéniho
kitu spoleénosti Applied Biosystems PRISM SequenaseR Termina-
tor (Perkin-Elmer, Norwalk, CT) a je optimalizovadn pro pouZiti
polymerdzou Sequenasa DNA a s alfa-thio dNTP. Reakce cyklické-
ho sekvencovéani se provadéji v 20 pl objemu obsahujicim 50 mM
Tris-HCI (hodnota pH 8,8), 2,0 mM MgClaz, 100 uM vZidy dATP,
dCTP a dTTP (Perkin-Elmer, Norwalk, CT), 500 uM dITP (Pharma-
cia Biotech, Piscataway, NJ), 0,2 pg M13mpl8 jednofeté&zcové
DNA matrice (Perkin-Elmer), 0,15 pM LacZ Forward Primer (Per-
kin-Elmer), 5 jednotek G46D F667Y E681K Taq DNA polymerdzy, 20
jednotek rTth tepelné stdlé pyrofosfatdzy (evropskd zvefejné-

nd pfihld3ka vyndlezu EP-A-763599 a americky patentovy spis




5 665551), 0,05 uM termindtoru Sequenase A Dye Terminator, 0,8
UM termindtoru Sequenase C Dye Terminator, 0,08 uM termindtoru
Sequenase G Dye Terminator a 1,0 uM termindtoru Sequenase T
Dye Terminator. V3echny &tyfi termindtory Sequenase Dye Termi-
nator jsou obchodnimi produkty spoleénosti Perkin-Elmer. Reak-
tni smé€si se vnesou do pFfedehfdtého (75 °C) tepelného cykliza-
toru Perkin-Elmer GeneAmpRPCR System 9600 a podrobi se 25 cyk-
1m pfi 96 °C po dobu 10 sekund, 50 °C po dobu 5 sekund a 60
°C po dobu 4 minut. Barvivem znalené fragmenty se Cisti za po-
uziti sloupcl Centri-Sep™ (Princeton Separations, Adelphia,
NJ) podle vyrobcovova ndvodu a suS3i se ve vakuové odstfedivce.
Pelety se resuspenduji v systému 6 ul deionizovany formamid:SO
mg/ml dextranovd modf (ve 25 mM EDTA, hodnota pH 8,0) 5:1 (ob-
jem/objem), zahTdtém na teplotu 90 °C po dobu tfi minut a pfi-
mo se vnesou na preelektroforezovany gel 4 % polyakrylamidu/é
M molovina, elektroforezuji se a analyzuji se na sekvenceru
Perkin-Elmer ABI PRISM’377 DNA podle ndvodu vyrobce (ABI PRISM
377 DNA Sequencer User’s Manual). Automatizovany analyticky
softwar spoleCnosti Perkin-Elmer ABI PRISM 377 DNA Sequencer
poskytuje vice neZ 98,5% prfesnost pro 450 b&zi (6 chyb pro béa-

ze +10 aZz +460 z primeru).

Primvslovad vyuZitelnost

Rekombinantni, tepelné stdld DNA polymerdza se zvy3enou uin-
nosti pro zaclefiovdni nekonvenénich, naprfiklad fluoresceinovy-
mi barvivy znalenych nukleotidd s vyraznymi cenovymi a G€in-
nostnimi pfednostmi pro DNA sekvencovdni. Je vyhodnd pro 1in
vitro DNA syntézy, napfiklad pro DNA sekvencovéni, pro syntézu
znatené DNA a pro produkci znacdenych primernich extenznich

produktt.




Seznam sekvenci
(1) Obecné informace

(i) Prihlasovatel

(A) Jméno: F. Hoffmann-La Roche Ltd

(B) Ulice: Grenzacherstrasse 124

(C) Mé&sto: Basel

(D) stat: BS

(E) Zemé&: Svycarsko

(F) PoStovni kéd (ZIP):

CH-4070

(G) Telefon: (0)61 688 24 03
(H) Telefax: (0)61 688 13 95
(1) Telex: 962292/965512 hir ch

(ii) Né&zev vyndlezu: Rekombinantni,

lymeraza, zplsob jeji pfipravy a kit,

huje

(iii) Pocet sekvenc:18

(iv) Forma pro pocitac

Operacni systém:

(EPO)

) Typ média: Floppy disk

(B) Politald: IBM PC kompatibilni
)
)

(vi) Platné pfihlaSovaci tdaje
{(A) Cislo pfihld8ky: US 60/0520635
(B) Datum podéni: 09-Cervenec-1997

2. Informace o SEQ ID. C.1:

(i) Charakteristiky sekvence

(A) Délka: 11 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Fetézcovitost: jeden

(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Charakteristiky

tepelné stdld DNA po-

PC~-DOS/MS-DOS

Software: PatentlIn Release # 1,0,

ktery ji obsa-

Version # 1,30




(A) jméno/klic: region
(B) lokace: 7

(D) Jiné informace: /znaceni = Xaa/

poznamka "Xaa v poloze 7 je Val nebo Ile"
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:1
Leu Ser Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Glu
1 5 10

Informace o SEQ ID. C.2:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Tetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/klicC: region
(B) lokace: 3..6
(D) Jiné informace: /znaleni = Xaa/
poznamka "Xaa v poloze 3 je Gln nebo Gly.
Xaa v poloze 6 je Ser nebo Ala"
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:2
Leu Ser Xaa Xaa Leu Xaa Ile Pro Tyr Glu Glu
1 5 10

Informace o SEQ ID. C.3:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Tetézcovitost: jeden
(D) Topologie: line&rni
{(ii) Typ molekuly: peptid
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:3
Leu Ser Gln Xaa Leu Ala Ile Pro Tyr Glu Glu
1 5 10



2. Informace o SEQ ID. C.4:

(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) fetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

. (ix) Charakteristiky

(A) jméno/kli¢: region
(B) lokace: 7
(D) Jiné informace: /znaceni = Xaa/

poznamka "Xaa v poloze 7 je Val nebo Ile".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:4
Leu Ser Val Xaa Leu Gly Xaa Pro Val Lys Glu
1 5 10

2., Informace o SEQ ID. C.5:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) fetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid
. (xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:5
Leu Ser Val Xaa Leu Gly Val Pro Val Lys Glu
. 1 5 10

2. Informace o SEQ ID. C.6:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Fetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid




(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO:6
Leu Ser Val Xaa Leu Gly Ile Pro Val Lys Glu
1 5 10

Informace o SEQ ID. C.7:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) fetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedarni
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/klic¢: region
(B) lokace: 4..7
(D) Jiné informace: /znaceni = Xaa/
poznédmka "Xaa v poloze 4 je jakdkoliv aminokyseli-
na nikoliv v8qak zbytek glutamové kyseliny, Xaa

v polze 7 je Val nebo Ile".

{xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:7
Leu Ser Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Glu
1 5 10

Informace o SEQ ID. C.8:

(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Fetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Charakteristiky
{(A) jméno/klic¢: region
(B) lokace: 4
(D) Jiné informace: /znaceni = Xaa/

pozndmka "Xaa v poloze 4 je jakdkoliv aminokyseli-




na nikoliv vsak Glu".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:8
Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu

1 5 10

Informace o SEQ ID. C.9:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Tetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli¢: region
{B) lokace: 2..5
(D) Jiné informace: /znaCeni = Xaa/
poznamka "Xaa v poloze 2 je Ser nebo Ala, Xaa v po-
loze 4 je jakédkoliv aminokyselina nikoliv v8ak Glu

a Xaa v poloze 5 je Leu nebo Ile".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:9
Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu
1 5 10

Informace o SEQ ID. C.10:

(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) fetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli¢: region
(B) lokace: 4

(D) Jiné informace: /znaleni = Xaa/




poznamka "Xaa v poloze 4 je jakdkoliv aminokyseli-

na nikoliv v8ak Glu".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:10
Leu Ser Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu

1 S 10

Informace o SEQ ID. C.11:
(i) Charakteristiky sekvence

{A) Délka: 30 part bazi

(B) Typ: nukleovd kyselina

(C) Tetézcovitost: jeden

(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomickd)
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:11
GGGAAGGGCG ATCGGTGCGG GCCTCTTCGC

Informace o SEQ ID. C.12:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 15 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) fetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:12
Met Arg Arg Xaa Xaa Lys Xaa Xaa Asn Tyr Xaa Xaa Xaa Tyr Gly
1 5 10 15

Informace o SEQ ID. C.13:

(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Tetézcovitost: jeden
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: peptid




2.
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(ix) Charakteristiky
(A) jméno/klil: region
(B) lokace: 3..6
(D) Jiné informace: /znadeni = Xaa/

poznamka "Xaa v poloze 3 je Gln nebo Gly, Xaa v po-
4 je jakédkoliv aminokyselina nikoliv vSak Glu, Xaa

v poloze 6 je Ser nebo Ala".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:13
Leu Ser Xaa Xaa Leu Xaa Ile Pro Tyr Glu Glu
1 5 10

Informace o SEQ ID. C.14:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) TFetézcovitost: jeden
{D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/klié¢: region
(B) lokace: 4
(D) Jiné informace: /znaleni = Xaa/
poznémka "Xaa v poloze 4 je jakdkoliv aminokyseli-

na nikoliv vsak Glu".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:14
Leu Ser Gln Xaa Leu Ala Ile Pro Tyr Glu Glu
1 5 10

Informace o SEQ ID. C.15:

(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) fetézcovitost: jeden
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(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/klic: region
(B) lokace: 4..7
(D) Jiné informace: /znaleni = Xaa/

poznamka "Xaa v poloze 4 je jakdkoliv aminokyseli-
na nikoliv v8ak Glu, Xaa Vv poloze 7 je Val nebo
Ile".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:15
Leu Ser Val Xaa Leu Gly Xaa Pro Val Lys Glu
1 5 10

Informace o SEQ ID. C.16:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Tetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/klié&: region
(B) lokace: 4
(D) Jiné informace: /znafeni = Xaa/
poznémka "Xaa v poloze 4 je jakdkoliv aminokyseli-

na nikoliv v3ak Glu".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:16
Leu Ser Val Xaa Leu Gly Val Pro Val Lys Glu
1 5 10

Informace o SEQ ID. C.17:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 11 aminokyselin
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(B) Typ: aminokyselina
(C) Tetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Charakteristiky
. (A) jméno/klicC: region
(B) lokace: 4
. (D) Jiné informace: /znaleni = Xaa/

poznédmka "Xaa v poloze 4 je jakdkoliv aminokyseli-
na nikoliv v8ak Glu".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:17
Leu Ser Val Xaa Leu Gly Ile Pro Val Lys Glu
1 5 10

2. Informace o SEQ ID. C.18:
(i) Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) fetézcovitost: jeden
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/klic¢: region
(B) lokace: 4..7
(D) Jiné informace: /znaCeni = Xaa/
poznédmka "Xaa v poloze 4 je jakdkoliv aminokyseli-
na nikoliv vs8ak Glu, Xaa v poloze 7 je Val nebo
Ile".

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:18
Ser Gln Ile Xaa Leu Arg Xaa "
1 5 :
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PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantni, tepelné stdld DNA polymerdza v y z n a -

Cuyjici s e t i m, Ze

a) ve své nativni formé obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LeuSerXaaXaaleuXaaXaaProXaaXaaGlu, SEQ ID NO:1, pficemZ Xaa
v poloze 3, 4, 6, 9 a 10 sekvence znamend jakykoliv amino-
kyseinovy zbytek a Xaa v poloze 7 znamend Val nebo Ile, '

b) Xaa v poloze 4 je mutovany ve srovndni s nativni sekvenci
s vyjimkou, Ze Xaa v poloze 4 neni mutovan na Glu a

c) tepelné stédléd DNA polymerdza md rozliSovaci schopnost proti
zadlenéni nukleotidd znacenych fluoresceinovym barvivem,
kterd je sniZena ve srovndni s nativni formou této polyme-

TAZy.

2. Rekombinantni, tepelné stdl4 DNA polymerdza podle ndroku
i1, vy znac¢uijioci s e t i m, Ze nukleotidem je di-
deoxynukleotid a Groven rozliSovadni je alespon tfindsobné niZ-

§i neZ nativni formy polymerézy.

3. Rekombinantni, tepeln& stdld DNA polymerdza podle néroku
2, vyznadcuyjici s e t i m, Ze se troven rozliSo-
vadni méfi stanovenim koncentrace dideoxynukleotidu znadeného
fluoresceinovym barvivem, které je zapotfebi pro 50% inhibici

DNA syntézy.

4, Rekombinantni, tepeln& st4l4d DNA polymerdza podle ndroku
2, vyzna<dcuijici s e tim, Ze polymerdza je z ter-
mofilnich druh® ze souboru zahrnujiciho Thermosipho africanus,

Bacillus caldotenax a Bacillus stearothermophilus.

5. Rekombinantni, tepelné stdld DNA polymerdza podle né&roku

2, vyznadcujici s e t im, Ze polymerédza je

z druhu Thermus.




6. Rekombinantni, tepelné& stédld DNA polymerédza podle ndroku

5, vvyznac¢cuijicdi 5 € t i m, Ze

a) ve své nativni form& obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LeuSerXaaXaaleuXaalleProTyrGluGlu, SEQ ID NO:2, pficemZ
znamend Xaa v poloze 3 Gln nebo Gly, Xaa v poloze 4 jakou-
koliv aminokyselinu a Xaa v poloze 6 Ser nebo Ala,

b) Xaa v poloze 4 je mutovany ve srovnani s nativni sekvenci
s vyjimkou, % e Xaa v poloze 4 neni mutovadn na Glu a '

c) tepelné st4l4d DNA polymerdza ma rozliSovaci schopnost proti
zaClenéni nukleotidd® zna&enych fluoresceinovym barvivem,
kteréd je sniZena ve srovndni s nativni formou této polyme-

Tazy.

7. Rekombinantni, tepelné stéala DNA polymerdza podle néroku

6, vyznadcuyjiocdi s e t { m, Ze

a) ve své nativni form& obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LeuSerGlnXaalLeuAlalleProTyrGluGlu, SEQ ID NO:3, pficemi
znamend Xaa Vv poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu,

b) Xaa v poloze 4 je mutovany ve srovnidni s nativni sekvenci
s vyjimkou, 7e Xaa v poloze 4 neni mutovan na Glu a

c) tepelné stédléd DNA polymerdza m&4 rozliSovaci schopnost proti
zatlenéni nukleotidd znacdenych fluoresceinovym barvivem,
kterd je sniZena ve srovnani s nativni formou této polyme-

TAZY.

8. Rekombinantni, tepelné& st4l4 DNA polymerdza podle ndroku

7, vy znacuyjici s e t i m, Ze Xaa v poloze 4 je

mutovan na Lys.

9. Rekombinantni, tepelné& stdl4 DNA polymerdza podle nédroku

2, vyznadcuyjici s e t im, Ze polymerédza je

z druhu Thermogota.

10. Rekombinantni, tepelné st4dl4 DNA polymerdza podle néroku

9, vy znacuyjioci s e t im, Ze
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a) ve své nativni formé& obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LeuSerValXaaleuGlyXaaProValLysGlu, SEQ ID NO:4, pficemZ
znamenid Xaa Vv poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu s vyhodou
Arg a Xaa v poloze 7 Val nebo Ile,

b) Xaa v poloze 4 je mutovany ve srovndni s nativni sekvenci
s vyjimkou, Ze Xaa v poloze 4 neni mutovan na Glu a

c) tepelné& stald DNA polymerdza md rozliSovaci schopnost proti
zatlenéni nukleotidd znacenych fluoresceinovym barvivem,
kteréd je sniZena ve srovnédni s nativni formou této polyme-

Tazy.

11. Nukleovd kyselinovda sekvence kodujici rekombinantni,

tepelné stédlou DNA polymerdzu podle ndroku 1 aZ 10.

—

2. Vektor obsahujici nukleovou kyselinovou sekvenci kodu-
jici rekombinantni tepelné stdlou DNA polymerdzu podle naroku
1 1

az 10.

13. Hostitelskd bufika obsahujici nukleovou kyselinovou se-
kvenci kodujici rekombinantni tepelné stdlou DNA polymerédzu

podle naroku 1 aZz 10.

14. Zplsob pripravy rekombinantni tepelné stdlé DNA poly-

merdzy podle néaroku 1 aZ 10 , vy znadcu jici s e

t i m, Ze

a) se kultivuje hostitelska buifika obsahujici nukleovou kyseli-
novou sekvenci kodujici rekombinantni tepelné stdlou DNA
polymerdzu podle ndroku 1 aZz 10 za podminek promotujicich
expresi rekombinantni tepelné stdlé DNA polymerdzy a

b) izoluje se rekombinantni tepelné stdld DNA polymerdza z ho-

stitelské bunky nebo z prostfedi.

15. Rekombinantni, tepelné& st4dl4 DNA polymerédza pfipravend
zpisobem podle naroku 14.

by
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16. Zpisob DNA sekvencovadni, vy zna ¢ uj
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t i m, Ze

a) pofidi se rekombinantni, tepelné stdld DNA polymerédza podle
naroku 1 az 10,

b) pofidi se barevny termindtor znaleny fluoresceinovym barvi-
vem s negativnim ndbojem,

c) provaddi se sekvenéni reakce s barevnym termindrtorem.

17. Zpisob podle néaroku 16, vy zna ¢ u j i c i s e
t { m, e rekombinantni, tepelné& stdl4 DNA polymerdza ma

sniZenou uUroven rozliSovédni se zFfetelem na zallefiovdni nukleo-
tidd znadenych fluoresceinovymi barvivy, pfic¢emZ nukleotidem
je ribonukleotid a droved rozliSovadni se mé€fi pomérem koncent-
race dideoxynukleotidu znadeného fluoresceinovym barvivem,
které je zapotfebi pro 50% inhibici DNA syntézy versus koncen-

trace neznaéeného dideoxynukleotidu potfebého pro 50% inhibici.

18. Zplisob podle néroku 17, vy zna ¢ u jici s e

t i m, Ze pomé€r je 4 nebo menSi.

19. Zplisob produkce znacené DNA, vy zna c¢u jici s e

t i m, Ze

a) pofidi se rekombinantni, tepelné stdld DNA polymerdza podle
naroku 1 aZ 10,

b) pofidi se nuklleotid znaleny fluoresceinovym barvivem a

¢) provadi se DNA syntézni reakce.

20. Zptsob produkce znalenych primerovych extenznich produk-
th, vy znadc¢ugjici 5 e t i m, Ze
a) pofidi se rekombinantni, tepeln& stdld DNA polymerédza podle
ndroku 1 aZ 10,
i) polymerdza obsahuje aminokyselinovou sekvenci
LeuSerValXaaleuGlyXaaProValLysGlu, SEQ ID NO:4, pfi-
EemZ znamenid Xaa v poloze 4 jakoukoliv aminokyselinu
s vyjimkou Glu a Xaa v poloze 7 sekvence Val nebo Ile,

ii) polymerdza mé sniZenou rozliSovaci schopnost se zTfete-




lem na zaélenéni nukleotidd znalenych fluoresceinovym

barvivem,

iii) polymerdza také obsahuje druhou aminokyselinovou sek-
venci SQIXLR(V/I), SEQ ID NO:18, pific¢emZ znamend X ja-
koukoliv aminokyselinu s vyjimkou E,

iv) polymerdza mé sniZenou rozliSovaci schopnost se zTfete-
lem na zadlendni ribonukleotidld znacenych fluorescei-
novym barvivem, '

b) pofidi se nukleotid znaleny fluoresceinovym barvivem a

c) providdi se primerovd extenzni reakce.

21, PouZiti rekombinantni, tepelné stdla DNA polymerédzy
podle nédroku 1 aZ 10 pro in vitro syntézni Ucely DNA, napfik-
lad pro DNA sekvencovani, pro syntézu znacené DNA a pro pro-

dukci znaldenych primernich extenznich produktd.

22. Kit pro DNA sekvencovédni, vy zna ¢ u jici s e
t { m, Ze obsahuje rekombinantni, tepelné stidlou DNA polymeréa-
zu podle néroku 1 aZ 10 a termindtor znafeny fluorescentnim

barvivem s negativnim nédbojem.

23. Kit pro DNA sekvencovani podle ndroku 22, vy z n a -
cugjici s e t i m, Ze rekombinantni, tepelné stdl4 DNA
polymerdza mé& sniZenou rozliSovaci schopnost se zTfetelem na
zatlené&ni ribonukleotidl znadenych fluoresceinovym barvivem,
pfidemZ troved rozliSovadni se méTfi stanovenim pom€ru koncent-
race dideoxynukleotidu ddNTP znaceného fluoresceinovym barvi-
vem, kterého je zapotfebi pro 50% inhibici DNA syntézy ve
srovnani s koncentraci neznadeného ddNTP a tento pomér je 4

nebo mensi.

24, Kit pro DNA sekvencovani podle nadroku 23, vy z n a -

¢cujici s e t i m, Ze duroveil rozliSovdni je alespon

pétkrat niZsi neZ nativni formy pfislu3né polymeréazy.

25, Kit pro produkci znaené DNA, vy zna ¢ u jici
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s e t { m, Ze obsahuje rekombinantni, tepelné stadlou DNA po-
lymerdzu podle nadroku 1 aZ 10 a nukleotid znacCeny fluorescent-

nim barvivem s negativnim nabojem.

26, Kit pro produkci znalenych primernich extenznich pro-
duktd, vy znadcéuijicdi i s e t i m, Ze obsahuje re-
kombinantni, tepelné stdlou DNA polymerdazu podle nédroku 1 aZ

10 a ribonukleotid znaCeny fluorescentnim barvivem.
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