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Oblast techniky

P¥edloZeny vyndlez se tyk& oblasti chemie nukleovych
kyselin. Specifidt&ji se tykd zpusobu amplifikace sekvenci
nukleové kyseliny a zpusobu redukce nespecifické amplifikace.

Dosavadn{ stav techniky

Proces polymerasové Xetézové reakce (PCR) pro
amplifikaci sekvenci nukleové kyseliny je dob¥e ndm v oboru a
je popsdn v US patentech &. 4683202, 4683195 a 4965188.
Komerdni prodejci jako je Perkin Elmer, Norwalk, CT,
proddvaji PCR &inidla a publikuji PCR protokoly.

V kaZdém cyklu PCR amplifikace je dvoj¥et&zcovd cilovd
sekvence denaturovdna, ke ka¥dému Yet&zci denaturovandho cile
jsou tepeln& hybridizovdny primery a primery jsou prodlouZeny
pusobenim DNA polymerasy. Specifidnost amplifikace zdvis{ na
specifité primerové hybridizace. Primery jsou vybrédny tak,
aby byly komplementdrni k nebo v podstat& komplementdrni k
sekvencim, vyskytujicim se na 3' konci kaXdého ¥et&zce cilové
nukleockyselinové sekvence. Za zvySenych teplot pouZivanych
typicky v PCR hybridizuj{ primery pouze k zamy%lend cilové
sekvenci. AvS8ak amplifikace reak&nich sm&si{ jsou typicky
provddény p¥i teploté& mistnosti, tedy pod teplotou pot¥ebnou
k zajisténi specifidnosti primerové hybridizace. 2Za takovych
mén& p¥isnych podminek, se primery mohou vdzat nespecificky k
jiné pouze parcidlné& komplementdrni nukleokyselinové sekvenci
(nebo i k jinym primerum) a iniciovat syntézu ne¥&doucich
prodlouZenych produktld, které mohou byt amplifikovédny spolu s
c{lovou sekvenci{. Amplifikace nespecifickych primerovych

prodlouZenych produkti miZe sout&Zit s amplifikac{




poZadovanych c{lovych sekvenc{ a miZe vyznamn& sni¥ovat
i¢innost amplifikace poZadované sekvence. Problémy vyvoland
nespecifickou amplifikac{ jsou ddle diskutovdny v Chou a
spol., 1992, Nucleic Acids Research 29(7):1717-1723.

Nespecifickd amplifikace muZe byt redukovdna redukci
tvorby prodlouZenych produktt z primeru navédzanych k
necilovym sekvencim p¥ed startem reakce. V jedné metodd
oznafené jako "horky-start" protokol (hot-start) se jedno
nebo vice podstatnych dinidel neuvddi do reak&ni sm&si, dokud
teplota nenf{ dostate&n& vysokd pro poskytnut{ nezbytnd
hybridiza&ni specifity. Timto zplsobem nemi¥e reak&ni sm&s
podporovat primerové prodlouZeni b&hem doby, kdy reak&ni
podminky nezaruduji specifickou primerovou hybridizaci.

Metody horkého startu mohou byt provddé&ny rudn& p¥i
otevieni reakdni zkumavky po poddtednim vysokoteplotnim
inkuba&nim stupni a p¥iddnim chyb&jicich &inidel. Nicménd
jsou rudni metody s horkym startem pracovn& ndrodnd a zvyZujf
riziko kontaminace reak&ni sm&si. Metody s horkym startem,
které pouZivaj{ tepeln& labiln{ materidl jako je vosk pro
oddéleni nebo zachyceni reak&nich slo¥ek jsou popsdny v US
patentu ¢. 5411876 a Chou a spol., 1992, supra. V t&chto
metoddch tavi vysokoteplotn{ p¥edreakdni inkubace tépelné
labiln{ materidl &{mZ umoZNuje, aby se &inidla promisila.

Dals{ metoda redukce tvorby prodlouZenych produktu z
primerd navdzanych k necf{lovym sekvencim p¥ed zaditkem reakce
zmirfuje inhibic DNA polymerasy za pouZit{ slou&eniny, kterd
se nekovalentn& vdZe k DNA polymerase tepeln& reverzibilnim
zpusobem. US patent &. 5338671 popisuje pouZit{ protildtek
specifickych pro termostabiln{ DNA polymerasu pro inhibici
DNA polymerasové aktivity. Protildtky mus{ byt inkubovdny s
DNA polymerasou v pufru p¥i teplot& mistnosti pro sestaveni{




reak&n{ sm&si za udfelem umoZn&ni{ tvorby kocmplexu protildtka-
DNA polymerasa. Protildtkovd inhibice DNA polymerasové |
aktivity je inaktivovdna vysokoteplotni p¥edreakdni inkubac{.
Nevyhodou této metody je, Ze produkce protildtek specifickych
k DNA polymerase je ndkladnd a dasové ndrodnd, zejména ve
velkych mnoZstvich. Navic p¥idavek protilatek k reakdni smé&si
muZe vyZadovat p¥fepracovdn{ amplifikadni reakce.

Tvorba prodlouZenych produktd muZe byt také inhibovdna
pIidavkem sloudeniny, kterd se nekovalentné& vdZe k primerum
tepelné reverzibilnim zplisobem, &{mZ brdnf{ primerdm p¥ed
hybridizaci k jakékoliv sekvenci, cilové nebo jiné. Nap¥iklad
jedno¥eté&zcovy vazebny protein p¥idany k reakdn{ sm&si bude
vdzat primery a tim brdnit primerové hybridizaci a inhibici
primerového prodlouZeni. Zlep3en{ vyt&Zku PCR produktu za
pouZiti genového 32 proteinu jsou popsdna Schwarzem a spol.,

1990, Nucleic Acids Research 18(4):10.

Nespecifickd amplifikace muZe byt redukovdna degradaci
prodlouZenych produktd vytvofenych z primerd navdzanych k
necilovym sekvencim p¥ed startem reakce, jako je pouZiti
metod popsanych v US patentu &. 5418149 a ve WO 92/01814.
Degradace nové syntetizovanych prodlouZenych produkti se
dosdhne inkorporaci dUTP a UNG do reakdni sm&si a inkubaci
reak®ni sm&si p¥i 45 aZ 60 ©C pro proveden{ amplifika&ni{
reakce. Nevyhodou této metody je, Ze degradace prodlouZeného
produktu soutéZf{ se tvorbou prodlouZeného produktu a
eliminace nespecifického primerového prodlouZeného produktu

je pravdépodobn& méné& dplné4.

B&Zné techniky molekuldrni biologie, proteinové chemie a
nukleokyselinové chemie, které jsou zndmé odbornikim v oboru,
jsou plné& vysvétleny v literatu¥e. Viz nap¥. Molecular
Cloning -A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,




Cold Spring Harbor, New York (Sambroock a spol., 1989);
Oligonucleotide Synthesis (M.J.Gait, vyd., 1984); Nucleic
Acid Habridization (B.D.Hames a S.J.Higgins vyd. 1984);
Chemical Reagents for Protein Modification (CRC Press) a
serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.). VZechny
patenty, patentové pY¥ihldsky a publikace zde uvdd&néd, jak
d¥ive tak ddle, jsou zde zahrnuty jako odkaz.

odstata ndle

Pfedloienﬁ'vynélez poskytuje zpusoby a ¢inidla pro
amplifikaci nukleové kyseliny za pouZiti amplifikadni reakce
na bdzi primert jak jsou specifikovdny v p¥ipojenych
ndrocich. Tyto metody a &inidla poskytuji jednoduché a
ekonomické ¥e¥en{ problému nespecifické amplifikace. Metody
pouZivaj{ reverzibiln& inaktivovany tepeln& stabilni enzym,
ktery miuZe byt reaktivovdn inkubac{ v aplifika&ni reak&ni
smési p¥i zvySend teplot&. Nespecifickd amplifikace je
vétZinou redukovdna, protoZe reak&nf{ sm&s neposkytuje podporu
primerového prodlouZeni dokud teplota reak&ni sm&si nebyla

zvySena na teplotu, kterd umoXNuje primerovou hybridiza&ni

specifidnost.

Jedeh!%spekt p¥edloZeného vyndlezu se tykd reverzibilnd
inaktivovanych tepeln& stabilnich enzyml, které jsou
produkovdny reakc{ mezi termostabilnim enzymem, ktery
katalyzuje primerovou prodluZovac{ reakci a modifika&nim
¢inidlem. Reakce vede k vyznamné, vyhodn& v podstatd&
kompletn{ redukci enzymové aktivity. Inkubace modifikovaného
enzymu ve vodném pufru p¥i alkalickém pH p¥i teplotd, kterd
je men#f{ neZ asi 25 °C nevede v podstat& ke zvy¥en{ enzymové
aktivity za mén& neZ asi 20 minut. Inkubace modifikovaného
enzymu ve vodném pufru, upraveném na pH 8-9 p¥i 25 OC, p¥i
teplot& vyE¥{ neZ asi 50 °C poskytne alespoill dvojndsobné




zvygen{ v aktivit& primerového prodlouZeni za mén& ne¥ asi 20
minut. Reverzibiln& inaktivované termostabilni enzymy podle
vyndlezu, ve svém aktivnim stavu, bud katalyzuj{ primerové
prodlouZeni nebo jsou nezbytné pro to, aby do¥lo k
primerovému prodlouZeni. Preferované enzymy zahrnuji
termostabilni DNA polymerasy a ligasy.

Preferovand modifikovand ¢inidla jsou anhydridy

dikarboxylovych kyselin obecného vzorce

kde R; a Ry jsou vodik nebo organické radikdly, které mohou

byt spojeny, nebo obecného vzorce

R4 R2

kde R; a Ry jsou organické radikdly, které mohou byt spojeny
a vodiky jsou cis. Organicky radikdl miZe byt p¥imo p¥ipojen
ke kruhu vazbou uhlfk-uhlfk nebo p¥es vazbu uhlf{k-heteroatom,
jako je vazba uhlik-kyslik, uhlik-dusik nebo uhlik-sira.
Organické radikdly mohou byt také vzdjemn& spojeny za vzniku
kruhové struktury jako je nap¥iklad v 3,4,5,6-
tetrahydroftalanhydridu.

Preferovand &inidla zahrnuj{ maleinanhydrid;
substituované maleinanhydridy jako je citrakonovy anhydrid,




cis-akonitovy anhydrid a 2,3-dimethylmaleinanhydrid; anhydrid
kyseliny exo-cis-3,6-endoxoc-A%-tetrahydroftalové; a 3,4,5,6-
tetrahydroftalanhydrid; Zejména jsou preferovdny anhydrid
 kyseliny citrakonové a anhydrid kyseliny cis-akonitové pro
p¥ipravu reverzibiln& inaktivovanych DNA polymeras pro

pouZiti v PCR amplifikacich.

Jiny aspekt p¥edloZeného vyndlezu se tykd metod pro
provedeni reakc{ amplifikace nukleové kyseliny za pouZitf{
reverzibiln& inaktivovaného termostabilniho enzymu podle
p¥edloZeného vyndlezu. P¥edloZeny vyndlez poskytuje metody
amplifikace cilové nukleové kyseliny obsaZené ve vzorku,

zahrnujic{ stupné:

(a) kontaktu vzorku s amplifikadni reakdéni smési, obsahujici
primer komplementdrni k cilové nukleové kyseliné a
modifikovany termostabilni enzym, kde modifikovany
termostabilni enzym je produkovdn reakci smé&si
termostabilnf{ho enzymu, ktery katalyzuje primerovou
prodluZovaci reakci a modifikadniho <¢inidla, pfidemZ se
reakce provdd{ v alkalickém pH p¥i teploté&, kterd je mens{
neZ asi 25 ©C, p¥idemZ reakce vede k chemické modifikaci
enzymu, kterd vede v podstaté& k Uplné inaktivaci enzymové
aktivity a pYidemZ inkubace modifikovaného enzymu ve vodném
pufru upraveném na pH 8-9 p¥i 25 ©C, p¥i teplot& vy33{ neZ
asi 50 ©C vede k alespoil dvjndsobnému zvySeni enzymové

aktivity b&hem méné& neZ 20 minut a

(b) inkubace vysledné sm&si ze stupn& (a) p¥i teploté&, kterd
je v&t3{ neZ asi 50 ©C po dobu dostadujici k reaktivaci
enzymu a vytvo¥eni produktl primerového prodlouZen{.




Preferovanou metodou podle vyndlezu je metoda
amplifikace cilové nukleové kyseliny obsaZené ve vzorku,

zahrnujici:

(a) kontakt vzorku s amplifikadn{ reakénf smé&s{, obsahujici
primer komplementdrni k cilové nukleové kyselin& a
modifikovany termostabilnf enzym, kde modifikovany
termostabilni enzym je produkovdn reakci smési
termostabilnfho enzymu anhydridu dikarboxylové kyseliny

obecného vzorce

R4 R2

kde Ry a Ry jsou vodik nebo organické radikdly, které mohou

byt spojeny, nebo obecného vzorce

Ry Rz

0 o)

kde Ry a Ry jsou organické radikdly, které mohou byt spojeny
a vodiky jsou cis, p¥idemZ reakce poskytuje v podstaté
kompletni inaktivaci enzymové aktivity

a

(b) inkubaci vysledné sm&si ze stupné& (a) p¥i teploté&, kterd
je v&t3i neZ asi 50 °C po dobu dostadujici k reaktivaci

enzymu a vytvo¥en{ produktid primerového prodlouZeni.




Preferovand proveden{ metod pouZivaj{ reverzibilné&
modi f ikovand énzymy modifikované pouZitim preferovanych
modifika&nich &inidel. V né&kterych provedenfich vyndlezu se
inkubad&ni stupeii, stupeii (b) provdd{ pfed startem
amplifikadn{ reakce. V jinych provedenich je inkubace, kterd
vede k reaktivaci enzymu, integrdlnim stupn&m v amplifikadnim
procesu. Nap¥iklad denatura®n{ stupen provddé&ny v kaZdém PCR
cyklu muZe soudasn& pusobit reaktivaci modifikovand DNA

polymerasy.

V preferovaném proveden{ vyndlezu je amplifika&n{i reakc{
polymerasovd ¥et&zovd reakce (PCR) a pouZivd se reverzibilnd
inaktivovand termostabilni DNA polymerasa. Reak®ni sm&s se
inkubuje p¥ed provedenim amplifikadni reakce p¥i teplotd,
kterd je vy3%f neZ teplota teplotn{ hybridizace amplifika&ni{
reakce. DNA polymerasa je tak inaktivovédna dokud je teplota
nad teplotou, kterd umoZNuje specifitu amplifikadni reakce,

&imZ sniZuje nespecifickou amplifikaci.

Jiny aspekt vyndlezu se tykd amplifikadnich reak&nich
smési, které obsahuj{ reverzibilnd inaktivovany termostabiln{
enzym podle pfedloZeného vyndlezu spolu s &inidly pro
proveden{ amplifikadn{ reakce. V preferovaném provedenf
obsahuje amplifika&ni reak&ni sm&s oligonukleotidové primery

pro provedeni{ PCR.

Dal&i aspekt vyndlezu se tykd kitl, které obsahuj{
reverzibilné inaktivovany termostabilni enzym podle vyndlezu

a jedno nebo vice amplifika&nfch &inidel.

Popis obrdzku na p¥ipoienvch vvkresech

Obr. 1 p¥edstavuje vzorce anhydridu kyseliny citrakonovd,
anhydridu kyseliny cis-akonitové a anhydridu kyseliny 2,3-




dimethylmaleinové a reakci mezi anhydridem kyseliny

citrakonové a lysinem.

Obr. 2 p¥edstavuje vysledky apmlifikaci provedenych za
pouZit{ citrakonylatované Tag DNA polymerasy jak je popsédno v

p¥ikladu 4

Obr. 3 pfedstavuje vysledky amplifikaci provedenych za
pouZit{ citrakonylatovanych DNA polymeras jak je popsdno v

p¥ikladu 6

Obr. 4 p¥edstavuje vysledky p¥i mé&nici se dobé p¥edinkubace v
amplifikacich provddénych za pouZiti citrakonylatovanych a
cis-akonitylatovanych DNA polymeras jak jsou popsdny v

p¥ikladu 9

Obr. 5 p¥edstavuje vysledky p¥i m&nfcich se podtech
amplifikadnich cykld v amplifikacich provddé&nych za pouZiti
citrakonylatovanych a cis-akonitylatovanych DNA polymeras jak

jsou popsdny v p¥ikladu 10.
Pro vyklad vyndlezu jsou ddle definovdny nékteré vyrazy.

Vyrazy "nukleovd kyselina'" a “"oligonukleotid" oznaduji
primery, sondy a oligomerni fragmenty, které jsou detegovény
a mély by to genericky byt polydeoxyribonukleotidy
(obsahujic{ 2-deoxy-D-ribosu), polyribonukleotidy (obsahujic{
D-ribosu) a mnoho jinych typl polynukleotidl, které jsou N-
glykosidy purinové nebo pyrimidinové bdze, nebo modifikované
purinové nebo pyrimidinové bdze. Neni zde rozdil v délce mezi
vyrazy '"nukleovd kyselina" a "oligonukleotid" a tyto vyrazy
budou pouZivdny zaméniteln&. Tyto vyrazy se tykaji pouze
primdrn{ struktury molekuly. Tyto vyrazy tak zahrnuj{ dvoj- a
jednofet&zcové DNA jakoZ i dvoj- a jednofeté&zcové RNA.
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Oligonukleotidy mohou byt p¥ipraveny jakoukoliv vhodnou
metodou. P¥ehled metod syntézy je uveden v prdci Goodchilda,

1990, Bioconjugate Chemistzry 1(3): 165-137.

Vyraz "hybridizace" oznaduje tvorbu dvouSroubovicové
struktury ze dvou jedno¥et&zcovych nukleovych kyselin
zpusobenou pédrovdnim komplementdrnich bdz{. Hybridizace se
mi¥e objevit mezi pln& komplementdrnimi nukleokyselinovymi
Yet&zci nebo mezi "v podstat& komplementdrnimi®
nukleokyselinovymi ¥et&zci, které obsahuj{ malé regiony
chybného pdrovédni{. Podminky, za kterych budou hybridizovat
pouze pln& &komplementdrni nukleokyselinové fetdzce jsou
oznadovany jako "p¥{sné hybridizadn{ podminky" nebo
“sekvendné&-specifické hybridizadni podminky". Stabilni
dvudroubovice v podstat& komplementdrnich sekvenci mohou byt
dosa¥eny za méné& pY¥isnych hybridizadnich podminek. Odbornik v
oboru technologie nukleovych kyselin miZe stanovit stabilitu
dvou¥roubovice empiricky p¥i zvédZeni mnoha proménnych,-
zahrnujicich nap¥iklad délku a koncentraci bdzovych pédru
oligonukleotidl, iontovou silu a vyskyt chybného pdrovdani
bdzi, podle ndvodl znémych v oboru (viz nap¥. Sambrook a

spol., 1989, supra).

Obecn& jsou p¥isné hybridizadni podminky zvoleny asi 5
OC pod bodem tepelného tdni (thermal melting point - Tm) pro
specifickou sekvenci p¥i definované iontové sile a pH. Tm je
teplota (p¥i definované iontové sf{le a pH), p¥i které 50 %
bdzovych pdri je disociovdno. Uvoln&nim p¥{snosti
hybridiza&nich podminek umoZn{ toleranci sekvendnfho chybného
pdrovani; stupen tolerovaného chybnéhé pdrovdni miZe byt
kontrolovédn Upravou hybridiza&nich podminek.

Vyraz "primer" se tykd oligonukleotidu, jak p¥{rodniho
tak syntetického, schopného pusobit jako poddte&n{ bod DNA
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syntézy za podminek, ve kterych je syntéza produktu
primerového prodlouZeni komplementdrniho k Yet&zci nukleové
kyseliny vyvoldna, tj. za p¥itomnosti &ty¥ rozdilnych
nukleosid trifosfdti a &inidla pro polymerizaci (tj. DNA
polymerasy nebo reverzni{ transkriptasy) ve vhodndém pufru a
p¥i vhodné teplot&. Oligonukleotidové analogy jako jsou
"peptidové nukleové kyseliny", mohou pusobit jako primery a
jsou zahrnuty ve vyrazu "primer" jak je zde pouZit. Primer je
vyhodn& jedno¥et&zcovy oligodeoxyribonukleotid. Vhodnd délka
primeru zdvis{ na zamy$leném pouZiti primeru, ale typicky je
v rozmezi od 6 do 50 nukleotidui. Krdtké primerové molekuly
obecn& vyZaduji chladnidkové teploty pro tvorbu dostatedné&
stabilnfch hybridnich komplexi s templdtem. Primer nemusi
odrdZ¥et pY¥esnou sekvenci templdtu nukleové kyseliny, ale musi
byt dostatedn& komplementdrnf{ k hybridizaci s templ&tem.

Vyraz " primerové prodlouZeni" jak je zde pouZit , se
tykd jak syntézy DNA vzniklé z polymerizace jednotlivych
nukleosidtrifosfdtu za pouZiti{ primeru jako poddtedniho bodu
a k p¥ipojeni dal%ich oligonukleotidd k primeru k prodlouZeni
primeru. Jak je zde pouZit je vyraz '"primerové prodlouZeni"
zamy$len jako zahrnujici ligaci dvou oligonukleotidui za
vzniku deldiho produktu, ktery miZe slouZit jako c{il v
budoucich amplifikadnich cyklech. Jak je zde pouZit, je vyraz
"primer" min&n jako zahrnujic{ oligonukleotidy pouZité v
ligaci{ zprost¥edkovanych amplifikadnich procesech, které jsou
prodlouZeny ligaci druhého oligonukleotidu, ktery hybridizuje

v sousedni poloze.

Primery mohou zahrnovat dal3{ rysy, které umoZiiuji
detekci nebo imobilizaci primeru, ale nemé&ni zdkladni
vlastnost primeru, pusobeni jako poddtedni bod iniciace DNA
syntézy. Nap¥i{klad mohou primery obsahovat dal&{
nukleokyselinovou sekvenci na 5' konci, kterd nehybridizuje k
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c{lové nukleové kyselin&, ale kterd usnadriuje klonovdni
amplifikovaného produktu. Region primeru, ktery je dostate&né&
komplementdrni k templdtu k hybridizaci, je zde oznadovédn

jako hybridizujic{ region.

vyraz "cilovy region" a "cilovd nukleovd kyselina" se
tyk& regionu nebo subsekvence nukleové kyseliny, ktery je
amplifikovdn. Misto primerové hybridizace se miZe oznadit

jako c{lovy region pro primerovou hybridizaci.

Jak je zde pouZito, je oligonukleotidovy primer
"gpecificky" pro cilovou sekvenci, je-1li podet chybnych
pdrovdni p¥{tomnych mezi oligonukleotidem a cf{lovou sekvenc{
mengi neZ podet chybnych pdrovédni p¥itomnych mezi
oligonukleotidem a necilovymi sekvencemi, které mohou byt
p¥itomny ve vzorku. Hybridizad&ni podminky ymohou byt zvoleny
tak, Ze se za nich vytvd¥eni stabilni dvouXroubovice pouze
neni-1li podet pIitomnych chybnych pdrovdni v&t&i neZ polet
chybnych pdrovdn{ p¥i{tomnych mezi oligonukleotidem a cilovou
sekvenci. Za takovych podminek muZe oligonukleotid tvofit
stabilni dvoudroubovici pouze s cflovou sekvenci. PouZit{
ci{lové specifickych primerui za vhodnych p¥isnych
amplifikadni{ch podminek umoZriuje specifickou amplifikaci té&ch
cilovych sekvenci, které obsahuji cilovd vazebnd mista.
PouZit{ sekven&né specifickych amplifika&nich podminek
umoZriuje specifickou amplifikaci t&ch cilovych sekvenci,
které obsahuj{ exaktn& komplementdrni{ primerovd vazebnd

mista.

Vyraz "nespecifickd amplifikace" ozna&uje amplifikaci
nukleokyselinovych sekvenc{ jinych neZ c{lovych sekvenc{,
které vznikaji z hybridizace primerl k sekvencim jinym neZ je
c{lovd sekvence a pak slouZ{ jako substrdt pro primerové
prodlouZenf{. Hybridizace primeru k necilové sekvenci je
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oznadena jako "nespecifickd hybridizace" a miZe se objevovat
-b&hem ni¥Si teploty, redukovanych pfisnych p¥edreakdnich
podminek.

Vyraz "termostabilni enzym" oznaduje enzym, ktery je
relativn& stabilni k teplu. Termostabiln{ enzymy mohou
odoldvat vy3%{ teplotn{ inkubaci pouZité pro odstranéni
modifikovanych skupin, typicky vé&t3i neZ 50 ©C, aniZ by byly
postiZeny nevratnou ztrdtou aktivity. Modifikované }
termostabilni enzymy pouZitelné v metoddch podle p¥edloZeného
vyndlezu zahrnuj{ termostabiln{ DNA polymerasy a

termostabilni ligasy.

Vyraz "termostabilni DNA polymerasa" oznaduje enzym,
ktery je relativn& stabiln{ k teplu a katalyzuje polymerizaci
nukleosid trifosfdtu za vzniku produktd primerového
prodlouZen{, které jsou komplementdrni k jednomu z
nukleokyselinovych ¥et&zcu cilové sekvence. Enzym iniciuje
syntézu na 3' konci primeru a postupuje ve sm&su k 5' konci
templdtu do ukon&eni syntdzy. Ci%t&né termostabilni DNA
polymerasy jsou popsdny v US patentu &. 4889818; US patentu
&, 5352600, US patentu &. 5079352; WO 91/09950; WO 92/03556;
WO 92/06200; WO 92/06202; US patentu &. 5491086, WO 92/09689
a US patentu &. 5210036,

Enzym "ziskany" z organismu zde oznaduje enzym, ktery je
&igt&n z organismu nebo rekombinantni verzi enzymu, ktery je
&i¥té&n z organismu a zahrnuje enzymy, ve kterych byly
aminokyselinové sekvence modifikovdny pouZitim technik

molekuldrni biologie.

Vyraz "reverzibiln& inaktivovany" jaka je zde pouZit se
tykd enzymu, ktery byl inaktivovdn reakc{ se sloudeninou,

kterd vede ke kovalentni modifikaci (oznadované také jako
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chemickd modifikace) enzymu, kde modifikujic{ sloudenina je
odstranitelnd za vhodnych podminek. Reakce, kterd vede k
odstranénf{ modifikujfc{ sloudeniny nesmi byt reverzni
modifikad&ni reakce. Pokud je to reakce, kterd vede k
odstranédnfi modifikujfc{ sloudeniny a obnoven{ funkce enzymu,

je enzym povaZovdn za reverzn& inaktivovany.

Vyraz "reakéni smés" oznaduje roztok, obsahujici &inidla
nezbytnd k proveden{ dané reakce. "Amplifikadn{ reak&n{ sm&s"
oznaduje roztok, obsahujici nezbytnd dinidla pro proveden{
amplifikadn{ reakce, typicky obsahujici oligonukleotidové
primery a DNA polymerasu nebo ligasu ve vhodném pufru. "PCR
reakdni sm&s" typicky obsahuje oligonukleotidové primery,
termostabilni DNA polymerasu, dNTP, a dvojvazny kovovy
kationt ve vhodném pufru. Reakdni{ sm&€s je oznadovdna jako
kompletni, jestliZe obsahuje vZechna &inidla nezbytnd k
provedeni reakce a nekompletnf, jestliZe obsahuje pouze &4st
nezbytnych &inidel. Odbornikovi v oboru bude z¥fejmé, Ze
reakdni sloZky jsou rutinn& uchovdvdny jako odd&lené roztoky,
obsahujici kaZdy ¢&dst vSech sloZek, z duavodiu vyhodnosti,
skladovaci stability a pro umoZnén{ nezdvislé dpravy
koncentracail sloZek podle aplikace a ddle Ze se reakdni
sloZky spoji p¥ed reakc{ pro vytvofen{ kompletn{ reak&énif

smési.

Metody podle pX¥edloZeného vyndlezu zahrnuji provedeni
amplifikadn{ reakce za pouZit{ reverzibiln& inaktivovaného
termostabilnfho enzymu, kde je aktivni enzym vyZadovdt pro
primerové prodlouZenf. P¥ed vysokoteplotni inkubacf, kterd
aktivuje enzym, amplifika&n{ reak&ni sm&s nepodporuje
primerové prodlouZen{ a nevznikaj{ Z4dné prodlouZend
produkty, nespecifické ani jiné. Po vysokoteplotni inkubaci,
kterd reaktivuje enzym se amplifikadn{ reakce udrZuje p¥i
zvySenych teplotdch, které zaji%tuj{ reak&ni spefidnost.
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Produkty primerového prodlouZeni jsou vytvéfeny pouze za
podminek, které zaji¥tuji amplifikadni specifitu. :

V metoddch podle p¥edloZenédho vyndlezu teplem
inaktivovany enzym, ve svém aktivnim stavu, katalyzuje reakci
primerového prodlouZeni. Pro pouZiti v typické amplifikadni
reakci, nap¥. PCR, vykazuje reverzibilné& inaktivovany
termostabilni enzym, ve svém aktivnim stavu, DNA
polymerasovou aktivitu. Pro pouZitf{ v ligasou
zprost¥edkovanych amplifikadnich systémech vykazuje
reverzibiln& inaktivovany termostabilni enzym ve svém

aktivnim stavu aktivitu DNA ligasy.

V ligasou zprost¥edkovaném amplifikadnim systému se
vytvo¥{ "produkt prodlouZeni" ligac{ prvnfho oligonukleotidu
(zahrnut do vyrazu "primer") ke druhému oligonukleotidu,
ktery hybridizuje p¥iléhajic{i ke 3' konci prvniho
oligonukleotidu. Druhy oligonukleotid miZe hybridizovat
bezprost¥edn& p¥iléhajici k primeru a v tomto p¥ipadé je
pouze vyZadovdna ligace, nebo muZe hybridizovat jedna nebo
vice bdz{ vzddlenych od primeru a v tomto pIipadé& je
vyZadovédna polymerasovd akativita pro prodlouZeni primeru
p¥ed ligaci. V kaZdém p¥{pad& je zde spojen{ dvou
oligonukleotidl, které hybridizuj{ k p¥iléhajicim regionum

cilové DNA oznadeno vyrazem "primerové prodlouZeni".

Reverzibiln& inaktivované termostabilni enzymem podle
vyndlezu jsou produkovdny reakci mezi enzymem a modifikadnim
Einidlem, kterd vede k reverzibiln{ chemické reakci enzymu,
kterd vede k Uplné ztrdt& nebo tém&¥ Uplné, enzymové
aktivity. Modifikace zahrnuje kovalentnf pY¥ipojeni{
modifukdtorové skupiny k proteinu. Modifikdtorova skupina se
vol{ tak, Z%e modifikace je reverzn{ p¥i inkubaci p¥i zvySené
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teplot& v amplifikadnim reakénim pufru. Vhodné enzymy a

modifikdtorové skupiny jsou popsdny ddle.

Reverzibiln& inaktivované enzymy, které vykazuji ve svém
aktivnim stavu DNA polymerasovou aktivitu, se p¥ipravi z
termostabilnich DNA polymeras. Termostabilni DNA polymerasy
pouZitelné v amplifikadnich reakcich jsou dob¥e zndmé v oboru
a mohou byt ziskdny z mnoha zdroju jako jsou termofilni
eubakterie nebo archaebakterie ze drukd rodu Thermus,
Thermotoga, Thermococcus, Pyrodictium, Pyrococcus a
Thermosipho. P¥edstaviteli rodud, ze kterych byly ziskdny
termostabilni{ DNA polymerasy pouZitelné v PCR amplifikacich
zahrnuj{ Thermus aquaticus, Thermus thermophilus, Thermotoga
maritima, Pyrodictium occultum, Pyrodictium abyssi a
Thermosipho africanus. Termostabilni DNA polymerasy jsou
popsdny v US patentu &. 4889818, US patentu &. 5352600, US
patentu &. 5079352, WO 91/09950, WO 92/03556, WO 92/06200, WO
92/06202, US patentu &. 5491086, WO 92/09689 a US patentu &.
5210036 . Termostabilni DNA polymerasy jsou obchodn& dostupné

od Perkin Elmer, Norwalk, CT.

Reverzibiln& inaktivované termostabilni enzymy vhodné
pro pouZit{ v jinych amplifikadnich postupech, jako jsou
ligasou zprost¥edkované amplifikace, jsou p¥ipraveny z
termostabilnich enzymi popsanych v odkazech citovanych déle,

které popisuji ruzné amplifikadni metody.

Metody podle pfedloZeného vyndlezu nejsou omezeny na
pouZit{ enzyml uvedenych jako p¥iklady. Nap¥iklad jakdkoliv
termostabilni DNA polymerasa popsand v literatu¥e pro pouZiti
v amplifika&nich reakcfch miZe byt modifikovdna jak je zde
popsdno pro vprodukci reverzibiln& inaktivovaného enzymu
vhodného pro pouZit{ v p¥edloZenych metoddch. Obecn& muZe byt
v pfedloZené metod€ pouZit jakykoliv enzym, ktery katalyzuje
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primerové prodlouZen{ nebo je vyZadovdn pro k tomu, aby do¥lo
k primerovému prodlouZeni a je dostatedné termostabilni, aby
odolal vysokoteplotni reaktivadni inkubaci aniZ by byl
nevratn& inaktivovdn a muZe byt modifikovdn jak je zde
popsdno pro produkci reverzibiln& inaktivovaného enzymu.
Odbornik v oboru bude schopen optimalizovat modifikaci reakce
a podminky amplifika&n{ reakce pro jakykoliv dany enzym na

bdzi uvedenych poznatki.

V preferovanych provedenich vyndlezu se reverzibilni
inaktivace termostabilnfho enzymu provddi{ reverzibilnim
blokovdnim lysinovych zbytklu chemickou modifikaci e-
aminoskupiny lysinovych zbytkid. Modifikace lysind v aktivnim
regionu proteinu vede k inaktivaci proteinu. Dale modifikace
lysini mimo aktivni region miuZe p¥ispivat k inaktivaci
proteinu sterickou interakci nebo konformadnimi zm&nami. V
literatufe bylo popséno mnoZstv{ sloudenin, které reaguji s
aminoskupinami reverzibilnim zpusobem. Nap¥iklad aminoskupiny
byly reverzibiln& modifikovdny trifluoracetylaci (viz
Goldnerg a Anfinsen, 1962, Biochemistry 1:410), amidinaci
(viz Hunter a Ludwig, 1962, J.Amer.Chem.Soc. 84:3491),
maleylaci (viz Butler a spol., 1967, Biochem.J. 103:78),
acetoacetylaci (viz Marzotto a spol., 1967, Biochem.
Biophys.Res.Commun. 26:517 a Marzotto a spol., 1968,
Biochim.Biophys.Acta 154:450), tetrafluorsukcinylac{ (viz
Braunitzer a spol., 1968, Hoppe-Seyler's Z.Physiol.Chemn.
349:265) a citrakonylaci (viz Dixon a Perham, 1968,
Biochem.J. 109:312-314; a Habbeb a Atassi, 1970, Biochemistry

9(25) :4939-4944) .

Preferovand éinidla'pro chemickou modifikaci e-
aminoskupiny lysinovych zbytki jsou anhydridy dikarboxylovych

kyselin obecného vzorce
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kde Ry a Ry jsou vodfik nebo organické radikdly, které mohou

byt spojeny, nebo obecného vzorce

kde R; a Ry jsou organické radikdly, které mohou byt spojeny
a vodiky jsou cis. Organicky radikdl miZe byt p¥imo p¥ipojen
ke kruhu vazbou uhlik-uhlik nebo p¥es vazbu uhlik-heteroaton,
jako je vazba uhlik-kyslfik, uhlik-dusik nebo uhlik-s{ira.
Organické radikdly mohou byt také vzdjemn& spojeny za vzniku
kruhové struktury jako je nap¥iklad v 3,4,5,6-
tetrahydroftalanhydridu.

Anhydridy dikarboxylovych kyselin reaguji s
aminoskupinami proteint za z{skdn{ odpovidajicich acylovanych
produktld jak je ukdzdno pro citrakonovy anhydrid na obr. 1.
Reverzibilita vyZe uvedenych anhydridi dikarboxylovych
kyselin se p¥edpoklddd byt zvyfend p¥itomnost{ bud dvojné
vazby cis-uhlfk-uhlik nebo cis vodiky, kterd udrZuje
termindlni karboxylovou skupinu acylovaného zbytku v
prostorové orientaci vhodné pro interakci s amidovou skupinou
a ndslednou deacylaci. Viz Palacian a spol., 1990,

" Mol.Cell.Biochem. 97:101-111 pro popisy pravdé&podobnych
mechanismi jak acyladnich tak deacyla&nich reakc{. Jiné
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substituenty mohou podobn& omezovat rotaci kolem vazby 2,3
acylové skupiny v acylovaném produktu a o takovych
sloudenindch se p¥edpoklddd, Ze budou pusobit v metoddch
podle p¥edloZendho vyndlezu. |

Preferovand d&inidla zahrnuji{ maleinanhydrid;
substituované maleinanhydridy jako je citrakonovy anhydrid,
cis-akonitovy anhydrid a 2,3-dimethylmaleinanhydrid; anhydrid
kyseliny exo-cis-3,6-endoxo-A%-tetrahydroftalové; a 3,4,5,6-
tetrahydroftalanhydrid. <&inidla jsou obchodn& dostupnid od
nap¥. Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI), Sigma Chemical
Co. (St.Louis, MQ) nebo Spectrum Chemical Mfg. Corp. '
(Gardena, CA). Modifikace termostabilnf{ch DNA polymeras
pouZitim substituovanych maleinanhydridovych &inidel,
citrakonanhydridu a cis-akonitové anhydridu jsou popsédna v

pfikladech.

Relativni stability aminoskupin acylovanych za pouZiti
vyge uvedenych &inidel se sniZujf v ndsledujicim po¥adi:
maleinanhydrid; anhydrid kyseliny exo-cis-3,6-endoxo-A%-
tetrahydroftalové; 3,4,5,6-tetrahydroftalanhydrid, cis-
akonitovy anhydrid a 2,3-dimethylmaleinanhydrid (viz Palacian
a spol., supra). Optimdln{ aktiva&ni inkubaé&ni podminky pro
enzymy modifikované jednotlivym &inidlem jsou stanoveny

empiricky jak je popsédno v p¥ikladech.

US patent &. 5262525 popisuje metody pro chemickou
modifikaci proteinu, které pouZivaji sloudeniny, které jsou
anhydridy dikarboxylovych kyselin p¥ipravené Diels-Alderovou
reakc{ maleinanhydridu a dienu. Sloudeniny popsané v tomto
patentu, které maj{ zde specifikovanou stabilitu mohou byt

vhodné v pfedloZeném vyndlezu.
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Metody podle p¥edloZendho vyndlezu nejsou omezney na
uvddé&né p¥iklady modifikdtorovych sloudenin nebo modifikaci
proteinu chemickou modifikaci lysinovych zbytku. Jakdkoliv ze
sloudenin popsanych v literatu¥e, kterd reaguje s proteiny za
vzniku reverzibiln{ ztrdty veZkeré nebo témé¥ veskeré
enzymové aktivity, kde modifikace je reverzibilni p¥i
inkubaci p¥i zvy%ené teplot& v amplifikadnim reakénim pufru,
je vhodnd pro p¥ipravu reverzibilné& inaktivovaného enzymu.
Jak se stdvaj{ dostupnymi nové sloudeniny, které reverzibilné&
modifikuji protein, budou tyto také vhodné pro pouZiti v
pfedloZeném vyndlezu. Sloudeniny pro p¥{ipravu modifikovanych
termostabilnich enzymi podle p¥edloZeného vyndlezu zahrnuji

sloudeniny, které zabezpeluji ndsledujic{ vlastnosti:

(1) reakce s termostabilnim enzymem, ktery katalyzuje

primerové prodlouZeni vede k vyznamné inaktivaci enzymu;

(2) inkubace vysledného modifikovaného enzymu ve vodném- pufru
p¥i pH kolem 8-9 p¥i teplot& p¥i nebo pod teplotou mistnosti
(25 ©C) nevede k Zddnému vyznamnému zvySeni enzymové aktivity

za mén& neZ asi 20 minut; a

(3) inkubace vysledného modifikovaného termostabilnfho enzymu
v amplifikadnim pufru, upraveném na pH asi 8-9 p¥i teplotéd
mistnosti, p¥i zvyZendé teplot& v&t3{ neZ asi 50 ©C vede k
alespont dvojndsobnému zvySen{ enzymové aktivity za mén& neZ

asi 20 minut.

Vhodnost ur&ité modifikdtorové sloudeniny miuZe byt
empiricky rutinné& stanovena podle zde uvedeného ndvodu.
Eperimentdln{ postupy pro mé&¥en{ vy3e uvedenych vlastnost{,
stupenl zeslabeni enzymové aktivity vznikld z modifikace
proteinu a stupeil obnoven{ enzymové aktivity po inkubaci p¥i
zvy$enych teplotdch, jsou popsdny v p¥ikladech.
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P¥{iprava reverzibiln& inaktivovanych termostabilnf{ch enzymi

Chemickd modifikace lysinovych zbytkd v proteinech je
zalo¥ena na schopnosti g-aminoskupiny tohoto zbytku reagovat
jako nukleofil. Neprotonovand aminoskupina je reaktivni
forma, kterd je vyhodnd p¥i alkalickém pH. Modifikadni reakce
se provadi p¥i pH 8,0 aZ 9,0 ve vodném pufru p¥i teploté p¥i
nebo teplotd pod teplotou mistnosti (25 ©C. Reakce je v
podstat& kompletn{ po 12 a¥ 24 hodindch inkubace. Vhodné
reak®n{ podminky jsou v oboru zndmé a jsou popsany ddle v

p¥{ikladech.

Anhydridy dikarboxylovych kyselin reaguji snadnéji s
vodou za vzniku odpovidajicich kyselin. Proto velkd &&st
%inidla je hydrolyzovdna b&hem modifikace proteinovych
aminoskupin. Rychlost hydrolyzy stoupd s pH. ZvySeni
hydrolyzy, které se objevuje pIi pH vdtEim neZ asi 9 muZe

byt vysledkem suboptimdlni acylace proteinu.

Obecnd se v acyladni reakci pouZije moldrni pIebytek
modifikédtorového &inidla vzhledem k proteinu. Optimdlni
moldrni pom&r modifikdtorového &inidla k enzymu zdvisi na
pou¥itém &inidle a stanovi se empiricky. NapIfklad TagDNA
polymerasa je v podstat& kompletn& inaktivovdna (< 5 %
puvodn{ aktivity) reakc{ se 20-ndsobkem nebo i vy&siho
moldrniho p¥ebytku anhydridu kyseliny citrakonové. Minimdln{
moldrni pomdr modifikdtoru, ktery vede v podstaté ke
kompletni{ inatktivaci enzymu miZe byt stanoven provedenim
inaktiva&nich reakc{ s postupnymi ¥ed&nimi modifikdtorového

dinidla jak je popsédno v pIikladech.

V metoddch podle pfedlo¥eného vyndlezu neni nezbytné, aby
byl enzym pln& inaktivovdn, pouze enzym mus{ byt vyznanmné

inaktivovdn. Enzym je vyznamn& inaktivovdn, jestliZe
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aktivita enzymu po reakci s modifikdtorem je menZ{ neZ asi 50
% pivodni aktivity. Redukce v nespecifickd amplifikaci miZe
byt dosa¥ena za pouZitf{ vyznamné& inaktivovaného enzymu.
Moldrni pom&r modifikdtoru k enzymu v reakci miZe byt
empiricky zvolen tak, Ze povede bud k Uplné inaktivaci nebo
vyznamné inaktivaci enzymu po provedeni postupu. Vhodné
moldrn{ pom&ry jsou poskytnuty v p¥ikladech. Vhodné reakd&ni
podminky pro inaktivaci enzyml, které nejsou uvedeny
p¥{klady, mohou byt stanoveny rutinnimi pokusy podle ndvodu.

DileZitym aspektem tepeln& inaktivovanych enzyml podle
p¥edloZeného vyndlezu je jejich skladovaci stabilita. Obecné&
jsou zde popsané sloudeniny stabiln{ po prodlouZend d&asova
obdobi, coZ odstranuje nutnost p¥ipravy bezprostfedné& pfed
pouZitim., Nap¥i{klad citrakonyldtovand Tag DNA polymerasa byla
zjist&na jako zUstdvajici neaktivovand alesporn po &ty¥i
tydny, je-1li uchovdvédna p¥i 25 ©C. Doporudované podminky
skladovdni se m&ni v z&vislosti na pouZitém modifikdtoru, ale
obecné& by m&l byt p¥ipravek inaktivovaného enzymu uchovdvdn
p¥i nebo pod teplotou mistnosti (25 ©C), vyhodn& v
chladnidce. Zejména by m&ly byt uchovdvdny nestabiln&js&{
modifikované enzymy, jako jsou ty, které byly modifikovény
2,3-dimethylmaleinanhydridem.

Zpusoby podle pfedloZeného vyndlezu zahrnuji reakci
smési, obsahujic{ reversibiln& inaktivovany termostabilni
enzym a podroben{ reakd&nf{ sm&si vysokoteplotni inkubac{ p¥ed
nebo jako integrdlni &dst amplifikadni reakce. Vysoko-

teplotn{ inkubace vede k deacylaci aminoskupin a obnoven{

enzymové aktivity.

Deacylace modifikovanych aminoskupin vznikd jak ze
zvygeni teploty tak z privodniho snf{Zeni pH. Amplifikadni
reakce jsou typicky provddé&ny v Tris-HCl pufru upraveném na
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pH 8,0 a¥ 9,0 p¥i teplot® mistnosti. P¥i teplot& mistnosti
up¥ednostiiuji alkalické podminky reak&niho pufru acylovanou
formu aminoskupiny. A¢koliv je pH reak&nfho pufru upraveno na
pH 8,0 a% 9,0 p¥i teplot& mistnosti, sniZuje se pH Tris-HC1
reakdniho pufru se zvydujici se teplotou. pH reak&nfho pufru
se sni¥uje p¥i zvyBenych teplotdch, p¥i kterych se provadi
amplifikace a, zejména, p¥i kterych se provdd{ aktivadéni
inkubace. Sni¥eni pH reak&niho pufru napomdhd deacylaci

aminoskupin.

7zm¥na v pH, ke které dochdzi za vysoko teplotnich
reak&nich podminek, zdvis{ na pouZitém pufru. Teplotni
z&vislost na pH pro ruzné pufry pouZivané v biologickych
reakcich je uvedena v prdci Gooda a spol., 1966, Biochemistry
5(2) :467-477. Pro Tris-pufry zm&na pKa, tj. pH p¥i st¥edu
pufrovaciho rozmezi, se tykd teploty ndsledovné: ApKa/CC=
0,031. Nap¥iklad Tris-HCl pufr sestaveny p¥i 25 ©C prochdz{
poklesem v pKa na 2,17, jestliZe se zah¥eje na 95 OC pro

aktiva&ni inkubaci.

A&koliv se amplifika&ni reakce typicky provdd&j{ v Tris-
HCl pufru, mohou byt amplifika&ni reakce provedeny v pofrech,
které vykazuj{ men¥{ nebo v&t3{ zm&nu pH s teplotou. V
zdvislosti na pouZitém pufru muZe byt Zddouci vice nebo mené
stabilnd modifikovany enzym. Nap¥{klad pouZiti modifika&niho
&inidla, které vede k ménd stabiln& modifikovanému enzymu
umo¥uje obnoveni dostatedné enzymové aktivity za mensSich
zm&n pufrového pH. Empirické porovndni relativnich stabilit
enzymi modifikovanych ruznymi &inidly, jak jsou uvedena vyge,
naznafuje vyb&r modifikovaného enzymu vhodného pro pouZiti v

konkrétnich pufrech.

V metodéch podle p¥edloZendho vyndlezu je dosaZeno

aktivace modifikovaného enzymu inkubacf{ provedenou pfi
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teplot&, kterd je rovna nebo je vy%3{ neZ teplota primerové
hybridizace (teplotni hybridizace) pouZitd v amplifikadni
reakci pro zajigt&n{ amplifikadn{ specifidnosti. Délka
inkubace vyZadovand pro obnoveni enzymové aktivity zdvisi na
teplot& a pH reakdn{ sm&si a na stabilité acylovanych
aminoskupin enzymu, kterd zdvis{ na modifikdtorovych
¢inidlech pouZitych p¥i p¥ipravé& modifikovaného enzymu. Je
moZno pouZit Ziroké rozmezi inkubadnich podminek; optimdlni
podminky se stanov{ empiricky pro kaZdou reakci. Obecn& se
inkubace provdd{ v amplifikadnim reakdnim pufru p¥i teplot&
vét3{ neZ asi 50 ©C po dobu mezi asi 10 sekundami a asi 20
minutami. Optimalizace inkuba&nich podminek pro reaktivaci
enzymi neni uvedena v p¥ikladech ani nejsou uvedeny p¥iklady
reakéni smési, ale je moZno tyto stanovit rutinnimi pokusy

podle zde uvedenych ndvodu.

V preferovaném provedeni se PCR amplifikace provddi za
pouZit{ reverzné inaktivované termostabilni DNA polymerasy.
Teplota tepelné hybridizace pouZitd v PCR amplifikaci je
typicky asi 55 aZ 75 ©C a p¥edreak&ni inkubace se provddi pfi
teplot& rovné nebo vy33{ neZ je teplota teplotni{ hybridizace,
vyhodné p¥i teplot& vy33{ neZ asi 90 ©C. Amplifikadni reakdni
smés se vyhodn&€ inkubuje p¥i asi 90 aZ 100 ©C po asi 12 minut
pro reaktivaci DNA polymerasy p¥ed teplotni cyklizaci. Vhodné
p¥ed reak&ni inkubadn{ podminky pro typické PCR amplifikace
jsou popsdny v p¥fkladech spolu s vlivem m&nicich se p¥fed
reak&nich inkubadnfch podminek na amplifikaci.

Prvn{ stuperl v typické PCR amplifikaci zahrnuje tepelnou
denaturaci dvouXeté&zcové cilové nukleové kyseliny. P¥esné
podminky vyZadované pro denaturaci vzorku nukleové kyseliny
zdvis{ na ddlce a sloZeni vzorku nukleové kysliny. Typicky
je inkubace p¥i 90 aZ 100 ©C po asi 10 sekund a¥ asi 4
minuty G&innd pro dUplnou denaturaci vzorku nukleové kyseliny.
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Poddtedn{ denatura¥ni stupeil miZe slouZit jako p¥ed reakéni
inkubace k reaktivaci DNA polymerasy. Nicmén& v zdvislosti na
dflce a teplot& poddrednftho denaturadniho stupné a
modifikdtoru pou¥itém pro inaktivaci DNA polymerasy, obnoveni
DNA polymerasové aktivity miZe byt kompletni. Je-1li
po¥adovéno maximdlni obnoveni enzymové aktivity muZe byt pied
reak®n{ inkubace prodlouZena nebo alternativn& muZe byt

zvySen podet amplifikadnich cykla.

V preferovaném provedeni vyndlezu jsou modifikovany enzym
a poddtedn{ denaturadni{ podminky zvoleny tak, Ze pouze frakce
obnovitelnd enzymové aktivity je obnovena b&hem poddtecniho
inkuba¥niho stupn&. Ndsledné cykly PCR, ktery kaZdy zahrnuje
vysokoteplotni denaturadni stupeii, vedou k daldimu obnoveni
enzymové aktivity. Aktivace enzymové aktivity je tak opoZdéna
proti poddtednimu cyklovdni amplifikace. Toto "lasové
uvoliovdni" DNA polymerasové aktivity bylo pozorovdno k
dal¥imu sni¥eni nespecifické amplifikace. Je zndmo, Ze
p¥ebytek DNA polymerasy se podfl{ na nespecifické
amplifikaci. V p¥edloZenych metoddch je pfitomné mnoZstvi DNA
polymerasové aktivity nizké b&hem poddtednich stuprid
amplifikace, je-1li podet cilovych sekvenci nizky, coZ
redukuje mno¥stvi vytvo¥enych nespecifickych prodlouZenych
produkti. Maximdlni DNA polymerasovd aktivita je pIitomna
b&hem poslednich stupii amplifikace, kdy je podet cflovych
sekvenc{ vyscky a kdy jsou moZné vysoké amplifikadni vytéZky.
Je-1li to nezbytné miZe byt podet amplifikadnich cyklu zvySen
pro kompenzaci ni¥%{ho mnoZstvi DNA polymerasové aktivity
p¥itomné v poddtednich cyklech. Vliv m&nfcich se podtu
amplifika®nich cykli na amplifikaci je uveden v p¥ikladech.

Vyhoda metod podle pfedloZeného vyndlezu je v tom, Ze
metody nevyZaduj{ #&dnou manipulaci reak&ni{ smési po
po&itedni p¥ipravd reakdni sm&si. Metody jsou idedln{ pro
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pouZit{ v automatizovanych amplifika&nich systémech a v in
situ amplifika&nich metoddch, kde p¥idavek &¢inidel po
poddtednim denaturadnim stupni nebo pouZit{ voskovych barier

je nevyhodné nebo nepraktické€,

Metody podle p¥edloZendho vyndlezu jsou zvlast& vhodné
pro redukci nespecifické amplifikace v PCR. Nicméné& vyndlez
neni omezen na jakykoliv urdity amplifikadni systém.
Reverzibiln& inaktivované enzymy podle p¥edloZendho vyndlezu
mohou byt pouZity v jakémkoliv amplifikadnim systému na bdzi
primeru, ktery pouZivd termostabilnf enzymy a zmfrmuje |
reak&ni teplotu pro dosaZeni amplifikaéni specifidnosti.
P¥fedloZené metody mohou byt aplikovdny na isotermdlni
amplifikadni systémy, které pouZivaji termostabilni enzymy.
Pouze p¥echodnd inkubace p¥i zvy$ené teploté je vyZadovédna
pro obnoven{ enzymové aktivity. Po td, co se reak&ni sm&s
podrob{ vysockoteplotni inkubaci za Ufelem obnoveni enzymové

aktivity, provddi se reakce p¥i vhodné reakdni teploté&.

Jiné amplifikadni metody navic k PCR (US patenty &.
4683195; 4683202 a 4965188) zahrnuji, ale nejsou tak omezeny,
ndsledujici{: Ligase Chain Reaction (LCR, Wu a Wallace, 1989,
Genomics 4:560-569 a Barany, 1991, Proc. Natl.Acad.Sci. USA
88:189-193); Polymerase Ligase Chain Reaction (Barany, 1991,
PCR Methods and Applic. 1:5-16); Gap-LCR (PCT patentova
publikace &. WO 90/01069); Repair Chain Reaction (evropskd
patentovd p¥ihldska &. 439182 A2), 3SR (Kwoh a spol. 1989,
Proc.Natl.Acad.SCI. USA 86:1173-1177; Guatelli a spol. 1990,
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 87:1874-1878; PCT patentovd publikace
WO 92/08800) a NASBA (US patent &. 5130238). Tento vyndlez
nen{ omezen na jakykoliv ur&ity amplifikadn{ systém. Pokud
jsou vyvijeny jiné systémy, mohou tyto systémy byt p¥inosem
pro proveden{ tohoto vyndlezu. Posledni p¥ehled
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amplifika&nich systémi byl publikovdn v préci Abramsona a
Myerse, 1993, Current Opinion in Biotechnology 4:41-47.

Ukdzky metod p¥ipravy vhodnych pro kaZdou amplifikadni
reakeci jsou popsdny v oboru (viz napffklad Sambrook a spol.,
supra a odkazy popisujici amplifikadni metody citované vysge).
Jednoduché a rychlé metody p¥ipravy vzorku pro PCR
amplifikace cilovych sekvenci jsou popsdny v Higuchi, 1989, v
PCR Technology (Erlich ed., Stockton Press, New York) a v PCR
Protocols, kapitoly 18-20 (Innis a spol., vyd. Academic
Press, 1990). Odbornik v oboru bude schopen vybrat a

empiricky optimalizovat vhodny protokol.

Metody pro detekci amplifikovanych produkti byly popsdny
v literatu¥Ye. Standardni metody zahrnuji{ analyzu gelovou
elektroforézou nebo hybridizaci oligonukleoctidovymi sondami.
Detekce hybridd vytvofenych mezi sondami a amplifikovanymi
nukleovymi kyselinami muZe byt provedena mnoha formami,
zahrnujicimi "dot-blot" esejovy formdt a reverzni dor-blot
esejovy formdt. (viz Saiki a spol., 1986, Nature 324:163-166;
Saiki a spol. 1989, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 86:6230; PCT
patentovd publikace'é. WO 89/11548; US patenty &¢. 5008182 a
5176775; PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications
(vyd.Innis a spol., Academic Press, San Diego, CA): 337-347.
Reverzni dot-blot metody vyuZivajic{ mikrojamkovych destidek
jsou popsdny v souvisejic{ US Serial No. 141355 (odpovidd EP-
A 420260); US patent &. 5232829; Loeffelholz a spol., 1992,
J. Clin.Microbiol. 30(11):2847-2851; Mulder a spol., 1994,
J.Clin.Microbiol. 32(2):292-300; a Jackson a spol., 1991,

AIDS 5:1463-1467.

Dal%{ vhodnd esejovd metoda, oznadovand jako 5'-
nukleasovd esej, je popsdna v US patentu &. 5210015 a praci
Hollanda a spol.,1991, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 88:7276-7280.
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V 5'-nukleasové eseji jsou znadené sondy degradovdny soudasné
s primerovym prodlouZenim p¥i 5' ke 3' exonukleasové aktivitd
DNA plymerasy, nap¥. Taq DNA polymerasy. Detekce produktu
rozpadu sondy indikuje jak objeveni se hybridizace mezi
sondou a cilovou DNA tak vyskyt amplifika&n{ reakce. US
patent &. 5491063 (Odpovidé EP-A 699768) a EP-A 713921
popisuje zlepéené.metody pro detekci degradace sondy, kterd

se vyskytuje soulasnd s amplifikaci.

Alternativni metoda pro detekci amplifikace nukleové
kyseliny moitorovdnim zvyZeni celkového mnoZstvi
dvouSroubovicové DNA v reakdni sm&si je popsdna v préci,
jejimZ autorem je Higuchi a spol., 1992, Bio/Technology
10:413-417"' Higuchi a spol, 1993, Bio/Technology 11:1026-
1030' a evropské patentové p¥ihldSce &. 487218 a 512334.
Detekce dvousSroubovicové cilové DNA je zaloZena na zvysSené
fluorescenci, kterou ethidiniumbromid (EtBr) a jiné DNA
vazebné znadky vykazuji, jsou-li navdzdny na
dvousroubovicovou DNA. Zvygeni dvouSroubovicové DNA vzniklé
ze syntézy cilovych sekvenci vede k detegovatelnému zvySeni
fluorescence. Problémem této metody je, Ze syntédza necilové
sekvence, tj. nespecifickd amplifikace, vede ke zvy&eni
fluorescence, které interferuje s m&f¥enim zvyZen{
fluorescence vzniklé ze syntézy cilovych sekvenci. Metody
podle p¥edloZeného vyndlezu jsou proto zvld3t& vhodné, Ze
sniZuj{ nespecifickou amplifikaci a t{m minimalizuj{ zv§§enf

fluorescence vzniklé z amplifikace neci{lovych sekvenc{.

P¥edloZeny vyndlez se také tykd kitd, multikontejnerovych
jednotek, obsahujicich vhodné sloZky pro uskute&n&ni
p¥edloZené metody. Vhodny kit obsahuje reverzibilné&
inaktivovany termostabilni enzym a jedno nebo vice &inidel
pro provedeni aplifikadn{ reakce jako jsou oligonukleotidové
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primery, substrdtové nukleosidové trifosfdty, kofaktory a

vhodny pufr.

P¥iklady pY¥edloZeného vyndlezu uvedené ddle jsou
poskytnuty pouze pro ilustrativni ddely a neomezuji rozsah
vyndlezu. RUznd provedeni vyndlezu v rozsahu ndroku, které
ndsleduj{ za p¥iklady, budou z¥ejmd odbornikim v oboru po
studiu p¥edchdzejiciho textu a ndsledujicich p¥ikladu.

rd P yd
P¥iklady provedeni vypndlezu

P¥iklad 1
Esej polymerasové aktivity

VSechna m&¥en{ DNA polymerasové aktivity popsand v
p¥ikladech ddle byla provedena za pouZiti ndsledujici eseje
DNA polymerasové aktivity. Tato esej je v podstaté popsdna v
prdci Lawyera a spol., 1989, J.Biol.Chem. 264:6427-6437 a v
AmpliTaqR DNA polymerase product insert (Perkin Elmer,
Norwalk, CT), ob& prdce jsou zde uvedeny jako odkazy.

Jedna jednotka enzymové aktivity je definovdna jako
mno¥stvi, které inkorporuje 10 nmol dTNP do kyselinového
nerozpustného materidlu za 30 minut v 10 min inkubci p¥i 74
Oc. Pro labilitu modifikovanych enzymi byly aktivity mé&¥eny
p¥i 50 ©C a normalizovdny na standardni Tag DNA polymerasovy
roztok, ktery byl také zkouSen p¥i 74 ©C. Reakce byly
provedeny v 50 gl objemu, obsahujicim ndsledujici &inidla:

25 mM TAPS (tris-hydroxymethyl)-methyl-amino-propansulfonovd
kyselina, sodnd sul), pH 9,3 (p¥i teplot& mistnosti);

50 mM KC1l;

2 M MgCly;

1 mM B-merkaptocethanol;
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200 gM kaZdého z dATP, dGTP a dTTP;
100 gM [a-32P] -dCTP (0,05-0,1 Ci/mmol);
DNA aktivovaného lososiho sperma.

P¥{klad 2

Tento‘pfiklad popisuje modifikaci Tag DNA polymerasy za
pouZiti anhydridu kyseliny citrakonové. M&¥eni aktivity
citrakonylatované Tag DNA polymerasy, kterd indikuj{ moldrni
pom&r modifikdtoru k enzymu v inaktivadni reakci vyZadovany
pro dosaZen{ kompletn{ inaktivace DNA polymerasové aktivity

jsou popsdny v p¥ikladu 3 ddle.

Taqg DNA polymerasa (AmpliTagR, Perkin Elmer, Norwalk CT)
byla pouZita v poddtedni koncentraci 1,3 mg/ml. V poddtednim
pokusu byla Tag DNA polymerasa nejprve dialyzovdna proti
1000 -ndsobnému p¥ebytku v objemu 0,1 boritanu sodného p¥i pH
8,63. Tento stuperl byl shleddn jako nepodstatny a v dals$ich
pokusech byla TagDNA polymerasa pouZita v Tris pufru (50 mM
Tris-HCl, 1 mM EDTA, 65 mM KCl, pH 7,5) p¥imo bez dialyzy

proti boritanu sodnému.

Anhydrid kyseliny citrakonové (11,06 M) je obchodn&
dostupny (Aldrich, Milwaukee, WI). Vychozi roztok anhydridu
kyseliny citrakonové se vytvo¥{ ¥ed&nim 11,06M anhydridu
kyseliny citrakonové 100-ndsobn& v DMA (N,N-
dimethylformamid) .

Pro jednu sadu reakc{ bylo vytvo¥eno postupné ¥ed&ni
roztoku anhydridu kyseliny citrakonové opakovanym 2-ndsobnym
Yed&nim v DMF. Pro kaZdy roztok v serii byly p¥iddny 4 ul
z¥ed&ného roztoku anhydridu kyseliny citrakonové ke 400 gl
TagDNA polymerasového roztoku (s dialyzou s boritanem
sodnym), za vzniku roztoku, obsahujicich moldrni pom&ry
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anhydridu kyseliny citrakonové k TagDNA polymerase p¥ibliZn&
80/1, 40/1, 20/1 a 10/1. Roztoky byly inkubovdny pfes noc p¥i
4 ©°C pro inaktivaci TagDNA polymerasy. Enzym, ktery byl
modifikovdn v reakci s N-moldrnim p¥ebytkem modifikdtoru je
zde oznadovdn jako NX enzym. Vysledné citrakonylatované

TagDNA polymerasy jsou zde oznadovdny jako 80X, 40X, 20X a
10X TagDNA polymerasy.

Dal¥{ modifika¥ni reakce byly provddé&ny za pouZiti 80,
160X a 240x moldrnich pom&ri anhydridu kyseliny citrakonové k
TagDNA polymerase (bez dialyzy proti boritanu sodnému) . 160X
a 240X pomdry byly vytvo¥eny vhodnou dpravou vychoziho ¥edéni
11,06M anhydridu kyseliny citrakonové v DMF (N,N-
dimethylformamid) . Nap¥iklad pro kone&ny 160X ponm&r se 11,06M
anhydrid kyseliny citrakonové z¥edi 1/50 v DMF, a 4 2l
vysledného vychoz{ho roztoku anhydridu kyseliny citrakonové
se p¥idaj{ ke 400 zl TagDNA polymerascvého roztoku. Vysledné
TaqgDNA polymerasy jsou oznalovdny zde jako 240X, 160X a 80X

TagDNA polymerasy.

P¥iklad 3

Inaktivace a tepelné obnoveni DNA polymerasové aktivity za

pou¥it{ anhydridu kyseliny citrakonové

Tento p¥iklad popisuje m&feni citrakonylatovanych TagDNA
polymeras z p¥ikladu 2 jak p¥ed tak po reaktivaci
citrakonylatované TaqDNA polymerasy tepelnou inkubaci. Byl
md¥en vliv pH na mnoZstv{ aktivity ziskané po tepelné

reakcivaci citrakonylatovanych TagDNA polymeras.

Vzorky citrakonylatovanych TagDNA polymeras byly z¥edény
1/200 v pufru, obsahujfcim 10 mM Tris-HCl, 100 mM KCl, 2 mM
Mgcl,, 0,5 % Tweenu 20, 0,5 % NP-40, 16 % glycerinu. pH pufru
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bylo 8,25 p¥i teplot& mistnosti. Z¥edéné vzorky
citrakonylatovand TagDNA polymerasy byly inkubovédny p¥i 90
OC po 20 minut nebo udrZovdny p¥i teploté& mistnosti jako
kontrola. Po zpracovédni byly vzorky zfedény 1/5 v enzymovém
¥Yedicim pufru ( 25 mM TRis-HCl, 50 mM KCl, 1 mM 8-
metkaptoethanolu, 0,5 % TweenT™20, 0,5 % NP-40, 0,1 %
Zelatiny) a aktivita byla sledovdna jak je popsdno v p¥ikladu
1. DNA polymerasové aktivity po zpracovdni jsou uvedeny déle.
Moldrn{ pomér se tykd moldrniho pom&ru anhydridu kyseliny
citrakonové k TagDNA polymerase za pouZiti modifikadni
reakce. KaZdéd z aktivit je prumé€rem ze dvou aktivit

nam&¥enych v duplikdtu vzorkul.

Aktivita (% kontroly)

moldrni pom&r nezah¥ {védno 90 ©C inkubace
kontrola 100

80X 0 16

40X 0 28

20X 3,7 38

10X 38 63

Kompletni inaktivace TagDNA polymerasy byla ziskdna za
apouZiti vice neZ 20-ndsobného moldrniho p¥ebytku anhydridu
kyseliny citrakonové. Po inkubaci pln& inaktivovand TagDNA
polymerasy p¥i 90 ©C po 20 minut bylo obnoveno minimdln& 16

% aktivity.

I kdyZ byla cbnovena vy33{ enzymovd aktivita za pouZit{
40X citrakonylatované TaqDNA polymerasy neZ za pou?iti 80X
citrakonylatované TagDNA polymerasy , je mnohem praktidt&js{
pouZit 80X )nebo vy38i) citrakonylatovanou TagDNA polymerasu
v komerdnim kitu pro umoZn&ni vé&t&{ch vyrobnich toleranc{.
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Podobné pokusy byly provedeny za pouZit{ pufru upravené€ho
na pH 7,75 p¥i teplotd mistnosti. Vysledky jsou uvedeny ddle.

Aktivita (% kontroly)

moldrni pomé&r nezah¥ {vdno 90 ©C inkubace
kontrola 100

80X 0 61

40X 0 67

20X 3,5 70

10X 35 77

Mno¥stvi obnovend DNA polymerasové aktivity bylo vétsi

p¥i niZsim pH.

aktivity 80X a 160X TagDNA polymerasy (bez dialyzy
boritanem sodnym) byly m&¥eny pfed a po reaktivaci tepelnou
inkubac{ v podstat& jak popsdno vySe. pH pufru pouZitého pro
inkubace bylo 8,0 p¥i teplot& mistnosti. Vysledky jsou
uvedeny ddle. Ka?dd z aktivit je prumér ze dvou aktivit

nam&¥enych z duplikdtnich vzorku.

Aktivita (% kontroly)

moldrni pomér nezah¥ ivdno 90 ©C inkubace
kontrola 100

160X 0 19

80X -0 29

V1iv pH na reaktivaci je moZno zjistit ze srovnénf{
aktivity obnovené za pouZiti 80X TagDNA polymeras ze tIf
reaktivac{ p¥i ruzném pH. Vy%e uvedené ddaje naznaduji, Ze se
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enzymovd aktivita obnovi i p¥i vysokém moldrnim p¥ebytku
modifikdtoru pou¥itého v modifika&ni reakci.

P¥iklad 4
PCR amplifikace za pouZiti citrakonylatovanych TagDNA

polymerasy

Tento p¥iklad popisuje pouZiti citrakonylatované Tagqg
termostabilni DNA polymerasy popsané v p¥ikladu 2 v PCR

amplifikaci.
PCR protokol

Amplifikace byly provdd&ny za pouZiti 1/20, 1/40 a 1/80
¥ed&ni 240X modifikované TagDNA polymerasy popsané v
pfikladu 2. Red&ni byla provddéna v pufru slo¥endm ze 20 mM
Tris-HCl, pH 8,0 (p¥i teplot& mistnosti), 100 mM KCl, 0,1 mM
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd), 1 mM DTT
(dithiothteitol), 50 % glycerinu, 0,5 % Tweenu 20, 0,5 %
Nonidetu P40 (AmpliTagR uchovdvac{ pufr, Perkin Elmer,
Norwalk, CT). Pro porovndni byly amplifikace také provedeny
za pouziti 1/10, 1/20, 1/40 a 1/80 Yed&ni nemodifikované
TagDNA polymerasy. ’

Klonovand HTLV-I genomickd sekvence byla amplifikovdna za
pouZiti primerl SK432 a SK1ll. Primerové sekvence jsou
uvedeny v US patentu &. 5418149, zahrnutém zde jako odkaz.
PCR byla provedena ve 100 zl reak&nim objemu za ndsledujicich
reak&nich podminek.

Reakéni{ smé&s:

30 kopii HTLV-IDNA templdtu
10 mM Tris, pH 8,3

50 mM KC1
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0,5 M kaZdého primeru

200 uM dATP, dCTP a dGTP

400 M dUTP

0,5 ¢l roztoku citrakonylatované TagDNA polymerasy
2,5 mM MgCly

1 ng hpDNA

1 jednotka UNG (Perkin Elmer, Norwalk, CT)

Profil tepelného cyklovéni:

P¥ed reak&ni podminky: (90 ©C za 10 minut)
2 cykly denaturace 98 ©C 1 minuta
teplotn{ hybridizace/
prodlouZeni 60 ©C 2 minuty
38 cykll denaturace 94 ©C 1 minuta
teplotni hybridizace/
prodlouZeni 60 ©C 1 minuta
konednd inkubace 60 °C 7 minut

Amplifikované produkty byly analyzovédny pomoci
elektroforezy na 4% agarosovém gelu za pouZiti 1x TBE (0,089
M Tris, 0,089 M kyseliny borité, 0,0025 M dvojsodného EDTA)
vyvijeciho pufru. Elektroforeza byla provedena pfi 100
voltech po p¥ibli¥n& 2 hodiny. Ethidium bromid (0,5 #l/ml)
byl p¥iddn po elektroforéze pro vybarveni jakékoliv p¥itomné
DNA. Gel byl odbarven v 1X TBE a pruhy DNA vybarvené
ethidiumbromidem byly vizualizovédny pouZiti UV oza¥ovdni.

Vysledky

Vy¥sledky jsou uvedeny na obr. 2. Pruh, odpovidajici
amplifikované cilové sekvenci je oznaden. Pruky, objevujici
se na gelu jiné ne¥ pruh, ktery odpovidd amplifikované cilové
sekvenci odpovidajf produktum vzniklym nespecifickou
amplifikac{ necilovych sekvenc{. Vliv pouZitf
citrakonyldtované TagDNA polymerasy (znafend Taqg, HS) na
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amlifikaci je moZno zjistit z potovnéni tvaru pruhl a
intenzity v ka¥d€ z drah. Proto¥e amplifikace nespecifickych
produkti soute#{ s amplifikaci cilové sekvence, zvySeni
amplifikace cilové sekvence ddle indikuje velikost redukce
nespecifickd amplifikace. Proto zm&na v relativnim mnoZstvi
produktl v kaXdé drédze bejlépe indikuje vliv pfed reakénich

zpracovdni na nespecifickou amplifikaci.

Amplifikace za pouZiti nemodifikované TaqDNA polymerasy
vedou k p¥evdZn& nespecifickym amplifikadnim produkti.
PouZit{ citrakonylatované TagDNA polymerasy vede k '
vyznamnému zvyfeni intenzity pruhu, odpovidajiciho
amplifikované cilové sekvenci a vyznamnému sniZenf v
intenzit& pruhl odpovidajicich nespecifickym amplifikadnim
produktim. Udaje znamenaji, Ze PCR amplifikace za pouZitf{
reverzibilng inaktivované DNA polymerasy vyznamné redukuje
nespecifickou amplifikaci a vyznamné zvy3uje mnoZstvi .

poZadované amplifikované cilové sekvence.

P¥iklad 5
Jiné citrakonyldtované termostabilni DNA polymerasy

Tento pfiklad popisuje citrakonylaci né&kolija jinych
termostabilnich DNA polymeras navic k TagDNA polymerase
popsané vy$e, Byly modifikovdny ndsledujici termostabilni DNA

polymerasy:

1) termostabilnf{ DNA polymerasa z Thermus thermophilus (rTth,
Perkin Elmer, Norwalk, CT) jak je popsdna ve WO 91/09950,
zahrnutém zde jako odkaz.
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2) mutant termostabilni{ DNA polymerasy z Thermatoga maritima
(UITmaT™, perkin Elmer, Norwalk, CT) jak je popsdna ve WO
92/03556, zahrnutém zde jako odkaz.

3) mutantni forma termostabiln{ DNA polymerasy z Thermus
aquaticus, ktery postrddd 3' k 5' exonukleasovou aktivitu,
jak je popsdna ve WO 92/06200, zahrnutém zde jako odkaz.
Tento enzym je zde oznadovdn jako Tag CS nebo AmpliTagRcs.

Pro ka¥dou z vy%e uvedenych t¥{ DNA polymeras byl
pfipraven podidtedni roztok o pfibliZné koncentraci 200 200
jednotek/#l. Pro srovndni 1,3 mg/ml TagDNA polymerasy , jak
je pou¥ita v p¥edchozich p¥ikladech, je p¥ibliZné&
ekvivalentni 260 jednctkdm/uzl. KaZdd z DNA polymeras byla
modifikovdna v podstaté jak je popsdno v p¥ikladu 2 vySe.
Deset gl anhydridu kyseliny citrakonové bylo z¥edéno v 500 uL
DMF. Potom bylo 10 zl z¥ed&ného anhydridu kyseliny
citrakaonové kombinovéno s 1000 gl kaZdého z enzy,ovych
roztoku. Vysiedné roztoky byly inkubovdny pfés noc p¥i 4 ©cC.

P¥iklad 6
PCR amplifikace za pouZit{ citrakonylatovanych DNA polymeras

Tento p¥iklad popisuje pouZiti citrakonylatovanych
termostabilnich DNA polymeras popsané v pfikladech 2 a 5 v

PCR amplifikacich.
PCR protokol

Amplifikace byly provdd&ny za pouZiti Yedé&n{ DNA
polymeras. Red&ni byla provddéna v pufru sloZeném ze 20 mM
Tris-HCl, pH 8,0 (p¥i teplot& mistnosti), 100 mM KCl, 0,1 mM
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd), 1 mM DTIT




38

(dithiothteitol), 50 % glycerinu, 0,5 % Tweenu 20, 0,5 %
Nonidetu P40 (AmpliTaqR uchovdvac{ pufr, Perkin Elmer,
Norwalk, CT).

ﬁIV-l genomickd sekvence byla amplifikovdna za pouZiti '
primerd SK145 a SK431 (Perkin Elmer, Norwalk, CT). Primery SK
145 a SK 431 jsou popsdny v US patentu &. 5481149 a v
ndsledujicich v&deckych publikacich: SK 145 je popsdn v préci
Kwoka a spol., 1990, Nucleic Acids Res. 18:999-1005; SK 431
je popsdn v prdci Jacksona a spol., 1991, AIDS 5:1463-1467.
PCR byla provedena ve 100 gl reakdnim objemu za ndsledujicich

reakénich podminek.

Reakdéni smés:

30 kopii HTLV-IDNA templ&tu

10 mM Tris, pH 8,3

50 mM KC1

0,5 @M kaZdého primeru

200 gM dATP, dCTP a dGTP

400 pM dUTP

0,5 gl roztoku DNA polymerasového roztoku
2,5 mM MgCl,

1 ng hpDNA

1 jednotka UNG (Perkin Elmer, Norwalk, CT)

Profil tepelného cyklovdni:

P¥ed reak&n{ podminky: (95 ©C za 12 minut)
38 cykld denaturace 94 °C 1 minuta
teplotn{ hybridizace/
prodlouZeni 60 °C 1 minutu
kone&nd inkubace 60 ©C 7 minut

P¥ed reakdni{ stupend slouZ{ také jako poddtedn{
denaturadni stupern. Pofdtedni{ denatura&ni stupeif se rutinng
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pouZivd v typické amplifikadn{ reakci pro zajidtén{ kompletni
‘denaturace dvoufroubovicového cile. KaZdy cyklus PCR zadind

denaturadnim stupn&m p¥i 94 ©C po 1 minutu. Potom
bezprost¥ednd ndsleduje p¥ed reakdni inkubace provdd&nd p¥i
95 ©C po 12 minut, reak®n{ sm&s se inkubuje p¥i 94 ©C 1

minutu b&hem denaturadniho stupné prvniho cyklu.

Amplifikované produkty byly analyzovdny pomoci
elektroforezy na agarosovém gelu (100 ml 3% NuSieveR a 075%
SeaChemR) za pou¥it{ 1x TBE (0,089 M Tris, 0,089 M kyseliny
borité, 0,0025 M dvojsodného EDTA) vyvijecfiho pufru.
Elektroforeza byla provedena p¥i 100 voltech po p¥ibliZn& 2
hodiny. Ethidium bromid (0,5 g#l/ml) byl p¥iddn po
elektroforéze pro vybarveni jakékoliv p¥itomné DNA. Gel byl
odbarven v 1X TBE a pruhy DNA vybarvené ethidiumbromidem byly

vizualizovdny pouZiti UV ozafovédni.
Amplifikace za pouZiti citrakonyldtovanych DNA polymeras

Red&ni (1/10, 1/20, 1/40 a 1/80) citrakonylatovanych DNA
polymeras popsand v p¥ikladu 5 a 240X citrakonylatované
TagDNA polymerasy popsané v p¥ikladu 1 byla pouZita pro
amplifikace HIV-1 nukleové kyseliny a amplifikované prcdukty
byly analyzovdny elektroforezou na agarosovém gelu. Pro '
srovndni byly amplifikace provedeny za pouZiti ¥ed&né&i

nepodifikované TagDNA polymerasy.

Vy¥sledky jsou uvedeny na obr. 3. Pruh, odpovidajici
amplifikované c{lové sekvenci je oznaden. Pruhy, objevujici
se na gelu jiné neZ pruh, ktery odpovidd amplifikované cilové
sekvenci, odpovidaj{ produktum vzniklym nespecifickou
amplifikaci necilovych sekvenci. V1iv pouZiti
citrakonyldtované DNA polymerasy na amlifikaci je moZno
zjistit z porovndni tvaru pruhu a intenzity v.kaZdé z drah.
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Proto¥e amplifikace nespecifickych produkti souté&Z{ s
amplifikaci c{lové sekvence, zvySeni amplifikace cilové
sekvence ddle indikuje velikost redukce nespecifické
amplifikace. Proto zmé&na v relativnim mnoZstvi{ produktu v
kaZdé drdze bejlépe indikuje vliv p¥ed reakdnich zpracovdni

na nespecifickou amplifikaci.

Amplifikace za pouZiti nemodifikované TagDNA polymerasy
vedou k p¥evdZn& nespecifickym amplifikadnim produktu.
PouZiti citrakonylatované TagDNA polymerasy vede k
vyznamnému zvy&eni intenzity pruhu, odpovidajiciho
amplifikované cilové sekvenci u tém&¥ 1/80 fed&ni a
vyznamnému sniZen{ v intenzité& pruhl odpovidajicich
nespecifickym amplifikadnim produktim. Udaje znamenaji, Ze
PCR amplifikace za pouZiti reverzibiln& inaktivované DNA
polymerasy vyznamné redukuje nespecifickou amplifikaci a
vyznamné zvy3uje mnoZstvi poZadované amplifikovanéd cilové

sekvence.

PouZiti citrakonyldtovanych UITma, Tag CS a rTth DNA
polymeras také vede k véts{ produkci specifického
amplifikadniho produktu, neZ tomu je v amplifikacich za
pouZit{ nemodifikované TagDNA polymerasy, spolu se soudasnou
redukc{ mnoZstvi nespecifického amplifikadniho produktu.
Vysledky demonstruj{, Ze metody pcdle p¥edloZenédho vyndlezu

jsou aplikovatelné na termostabilni DNA polymerasy obecn€.

Je tI¥eba uvést, Ze adkoliv vysledky demonstruji funkd&nost
pf¥edloZeného vyndlezu, vysledky ziskané s citrakonyldtovanymi
Tag, UITma, Taqg CS a rTth DNA polymerasami nejsou p¥imo
srovnatelné, protoZe modifika&n{ podminky byly nesrovnatelné&
optimalizovdny pro kaZdou DNA polymerasu. Ackoliv kaZdy
poldtedn{ roztok DNA polymerasy obsahuje stejn& jednotek/ml,

molarita roztoku nebyla stanovena a proto nebyl stanoven
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moldrn{ p¥ebytek anhydridu kyseliny citrakonové v kaZdé
modifika&ni reakci. Odbornik v oboru bude schopen zjistit
empiricky optimdlni modifika&ni podminky za pouZit{i zde

popsanych protokolud.
P¥iklad 7
Cis-Akonitylovand DNA polymerasa

Tento p¥iklad popisuje pouZiti modifikace TagDNA
polymerasy za pouZit{ anhydridu kyseliny cis-akonitové.

Byly provedeny modifikace za pouZiti anhydridu kyseliny
cis-akotinové jakx je popséno v p¥ikladu 2 s tim hlavnim
rozdilem, Ze anhydrid kyseliny cis-akonitové je dostupny jako
prdSek a ne jako kapalina. TagDNA polymerasa (AmpliTagR,
Perkin Elmer, Norwalk CT) v Tris pufru (50 Mm Tris-HCl, 1 mM
EDTA, 68 mM HCl, pH 7,5) byl pouZit za vychozi koncentrace
1,3 mg/ml. Vychoz{ roztok anhydridu kyseliny cis-akonitové
(Aldrich, Milwaukee, WI) byl vytvo¥en rozpusténim anhydridu
kyseliny cis-akonitové v 1 ml 100% EtOH.

K roztoku 1000 gl TagDNA polymerasy bylo p¥idéno bud 10
nebo 20 gl roztoku anhydridu kyseliny cis-akonitové a ziskdny
tak roztoky, obsahujic{ moldrni pom&ry anhydridu kyseliny
cis-akonitové k TagDNA polymerase pfibliZn& 90/1 a 180/1.
Roztoky byly inkubovdny pfes noc p¥i 4 ©C pro inaktivaci

TaqgDNA polymerasy.

Porovndni amplifikac{ za pouZiti cis-akonitylatované
TagDNA polymerasy a amplifikac{ za pouZit{i citrakonyldtované

TagDNA polymerasy jsou popsédna dédle.
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P¥iklad 8

Inaktivace a tepelnd obnova DNA polymerasové aktivity za

pouZiti anhydridu kyseliny cis-akonitové

Aktivity 90X a 180X cis-akonitylovanych TagDNA polymeras
pIipravenych v p¥ikladu 7 byly mé&¥eny p¥ed a po reaktivaci
tepelnou inkubaci v podstat& jak je popsdno v pfikladu 3
vyge. pH pufru b&hem inkubac{ bylo 8,0. Vysledky jsou uvedeny
ddle. KaZdd z aktivit je prumér ze dvou aktivit nam&¥fenych v

duplikdtnich vzorcich.

Aktivita (% kontroly)

moldrni pomér nezah¥ ivdno 90 ©C inkubace
kontrola 100

180X 0 . 50

90X 3 118

Porovndn{ vysledkl s vysledky z p¥ikladu 3 znamend, Ze
cis-akonitylace je snadn&ji reverzni neZ citrakonylace. Vy&3{
moldrni p¥ebytek anhydridu kyseliny cis-akonitové je nezbytny
ke kompletni inaktivaci DNA polymerasy a je obnovena vét3{
aktivita po vysokotepelné inkubaci. Diuvod pro nam&¥eni
aktivity vét8{ neZ 100 % po modifikaci 90-ndsobnym moldrnim
p¥ebytkem anhydridu kyseliny cis-akonitové s ndslednou
tepelnou reaktivaci je nezndmy, ale miZe byt p¥i&ten
nep¥esnosti v aktivitn{ eseji nebo miZe odrédZet aktudlni

modifikaci DNA polymerasy.
P¥iklad 9

Vliv p¥edreakdni inkuba&ni doby
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Tento p¥fklad popisuje vliv p¥edreak&n{ inkuba&ni doby na

mno¥stvi ziskanédho produktu.

Amplifikace byly provedeny za pouZiti citrakonyldtovanych
a cis-akonitylovanych TagDNA polymeras pIipravenych jak
popsdno vy¥e. Pro kaZdou sadu byly pouZity amplifikadéni
podm{ky, TagDNA polymerasy modifikované pouZitim 80-ndsobného
a 160-ndsobného moldrniho p¥ebytku anhydridu kyseliny
citrakonové a 90-ndsobného a 180-ndsobného moldrniho p¥ebytku
anhydridu kyseliny cis-akonitové. Amplifikace byly provedeny
za pouZit{ HIV-1 modelového systému popsaného v pIikladu 6
vy%e s tim rozdilem, Ze poddtedni pfedreakdni podminky byly
m&n&ny. Pro ka¥dy enzymovy p¥ipravek byly provddény
amplifikace za pouZ¥iti p¥edreakd&nich inkubaci 12, 6, 3 a 0

minut.

Jak je uvedeno vyZe, slouZi také pfedreakdn{ inkubadni
stupel jako poddtedni denaturadni stuper. KaZdy cyklus PCR
za¥ind denaturadnim stupném. Bezprost¥fedné po poddtedni
p¥edreakdni inkubaci provedené pfi 95 ©C po 12, 6,3 nebo
Oominut, se ka¥dd reakdni sm&s inkubuje p¥i 94 ©C po 1 minutu
b&hem denaturadniho stupn& prvniho cyklu. Tak i kdyZ neni
pou¥ita ¥&dné p¥edreakdni inkubace, je enzymovd aktivita

obnovena b&hem denaturadniho stupné poddtedniho cyklu.

amplifika&ni produkty byly analyzovdny elektroforézou na
agarozovém gelu. Vy¥sledky jsou uvedeny na obr. 4. Pruh,
odpovidajici amplifikované cilové sekvenci je oznaden. Pruhy,
objevujfc{ se na gelu, jiné neZ pruh, ktery odpovidd
amplifikované cilové sekvenci, odpovidaji produktum
generovanym nespecifickou amplifikac{ necilovych sekvenci.

v¥sledky ukazuji, %e pouZitfim cis-akonitylovanych DNA

polymeras, vdechny p¥edreak&ni inkuba&ni doby vedou k silnému
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pruhu, odpovidajic{mu amplifikovanému produktu. Amplifikace
provddé&né bez p¥edreak&ni inkubace nevedou k takovému
mnoZstv{ produktu jako amplifikace za pouZit{ prodlouZenych

p¥edreak&nich inkubaci.

Naopak vysledky ukazuji, Ze p¥i pouZiti citrakonylatované
DNA polymerasy, p¥edreak&n{ inkubace alesport 3 minuty byla
vyZadovdna pro ziskdni maximdlniho mnoZstvi amplifikovaného
produktu. Amplifikace provdd&né bez p¥edreak&ni inkubace
vedly k vyzmné men$imu mnoZstvi amolifikovaného produktu.
V¥sledky indikujf, Ze aktivita cis-akonytyldtovanych DNA
polymeras je obnovena mnohem rychleji neZ u
citrakonylatovanych DNA polymeras.

P¥fklad 10
V1iv po&tu cyklu

Tento p¥iklad popisuje vliv zvySeni podtu amplifikadnich
cykll na kompenzovdni krdtké p¥edreakdni inkubadni doby.

Byly provedeny amplifikace za pou¥iti TaqDNA polymeras
modifikovanych pouZitim 80-ndsobného a 160-ndsobného
moldrniho p¥ebytku anhydridu kyseliny citrakonové a 90-
ndsobného a 180-ndsobného moldrniho p¥ebytku anhydridu
kyseliny cis-akonitové. Amplifikace byly provedeny v podstaté
jak je popsédno vy¥e za pouZit{ HIV-1 modelového systému
popsandho v pfikladu 6 s tim rozdilem, Ze byly mén&ny podty
pocddtednich p¥edreak&nich inkubaci a cykld. Pro kaZdy
enzymovy p¥ipravek byly provedeny amplifikace za pouZiti
ndsledujicich podminek:
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p¥edreakdn{ inkubace amplifika&n{ cykly
12 minut, 80 ©C 60

0 60

0 48

0 43

0 39

Amplifikadn{ produkty byly analyzovdny elektroforézou na
agarosovém gelu. Vysledky Jjsou uvedeny na obr. 5. Vysledky
ukazuji, Ze zvySeni podtu amplifikadnich cyklu muZe
kompenzovat ztrdtu d&innosti vzniklou z nekompletni
reaktivace DNA polymerasové aktivity, jestliZe nebyla pouZita

p¥edreakdni inkubace.

Pro kaZdou DNA polymerasu vede zvySeni podtu
amplifika&nich cyklu ke zvySeni amplifikovaného produktu.
V1iv byl nejmen¥i p¥i pouZiti cis akcnityldtované TagDNA
polymerasy, jak je uvedeno na obr. 9 p¥i potfebé malé, pokud

vibec né&jaké, p¥edreakdni inkubace.
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1. Termostabilni enzym, ktery je reverzibilné inaktivovdn
chemickou modifikacf{, vy zna duj{ci s e t'{f m, Ze
inkubace modifikovaného enzymu ve vodném pufru p¥i alkalickém
pH p¥i teplot&, kterd je men3{ neZ asi 25 ©C nevede v
podstat& ke zvyZSeni enzymové aktivity za méné neZ asi 20
minut a Ze inkubace uvedeného chemicky modifikovaného enzymu
ve vodném pufru, upraveném na pH asi 8-9 pIi 25 9C, p¥fi
teplot& vy3&{ neZ asi 50 ©C poskytne alespori dvojndsobné

zvy$eni enzymové aktivity za ménd neZ asi 20 minut.

2. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle ndroku 1,
kde uvedend enzymovd aktivita je termostabiln{ DNA
polymerasovd aktivita nebo termostabilni ligasovd aktivita.

3. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle ndroku 1,
kde uvedend enzymovd aktivita je termostabilni DNA
polymerasovd aktivita a kde uvedend termostabilni DNA
polymerasa je ziskdna ze druhu vybranych ze skupiny rodu,

zahrnujicich Thermus aquaticus, Thermus thermohilus a

Thermotoga maritima.

4. Chemicky modifikovany termostabiln{ enzym podle
kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 3,ktery je produkovdn reakci sm&si

termostabilnfho enzymu s modifikadnim &inidlem.

5. Chemicky modifikovany termostabiln{ enzym podle
kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 3,ktery je produkovdn reakci smé&si
termostabilnfho enzymu s modifika&nim &inidlem, kde se
uvedend reakce provad{ v alkalickém pH p¥i teplot&, kterd je
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men¥{ ne? asi 25 ©C, kde uvedené &inidlo je anhydrid

dikarboxylové kyseliny obecného vzorce

kde Ry a Ry jsou vodik nebo organické radikdly, které mohou

byt spojeny, nebo obecného vzorce

R4 R2

kde Ry a Ry jsou organické radikdly, které mohou byt spojeny
a vodiky jsou cis a kde uvedend reakce vede v podstaté k

Uplné inaktivaci enzymové aktivity.

6. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle
kterédhokoliv z ndroku 1 aZ 3,ktery je produkovdn reakci smési
termostabilniho enzymu s modifikadnim &¢inidlem, kde

uvedené modifikadni ¢inidlo je vybrédno ze skupiny, zahrnujici
maleinanhydridy, anhydrid kyseliny exo-cis-3,6-endoxo-A%-
tetrahydroftalové; anhydrid kyseliny citrakonové, 3,4,5,6-
tetrahydroftalanhydrid, anhydrid kyseliny cis-akonitové a
anhydrid kyseliny 2,3-dimelhylmaleinové.

7 . Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle
kterédhokoliv z ndroku 1 aZ 6, ktery je produkovdn reakci
sm&si termostabilniho enzymu s modifikadnim &inidlem, kde
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uvedend modifika&n{ &inidlo je ve vice ne¥ 20-ndsobném

p¥ebytku k uvedendmu termostabilnimu enzymu.

8. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle

" kterdhokoliv z ndroki 1 a¥ 7, ktery je produkovdn reakct
smési termostabilniho enzymu s modifikadnim &inidlem, kde
uvedenym termostabilnim enzymem je termostabiln{ DNA
polymerasa ziskand z Thermus aquaticus a kde uvedenym
modifikad&nim &inidlem je anhydrid kyseliny citrakonové.

9. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle
kteréhokoliv z ndroki 1 aZ 7, ktery je produkovdn reakci
sm&€si termostabilnfho enzymu s modifika&nim &inidlem, kde
uvedeny termostabilni enzym je termostabilni DNA polymerasa
ziskand z Thermus thermophillus a kde uvedenym modifikadnim

¢inidlem je anhydrid kyseliny cis-akonitové.

10. Zpusob pIipravy chemicky modifikovaného termostabilnfho
enzymu, ktery je reverzibiln& inaktivevdn, vy zna & uj i-
c i s e t { m, Ze uvedeny zpusob zahrnuje reakci smési
termostabilnfho enzymu a modifikadnim &inidlem, kde uvedend
reakce se provadi v alkalickém pH p¥i teplot&&, kterd je
mens{ neZ asi 25 °C, p¥i¥emZ uvedenym &inidlem je anhydrid

dikarboxylové kyseliny obecného vzorce

kde R; a Ry jsou vodik nebo organické radikdly, které mohou

byt spojeny, nebo cbecného vzorce
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kde R; a Ry jsou organické radikdly, které mohou byt spojeny
a vodiky jsou cis a kde uvedend reakce vede v podstaté k

Uplné inaktivaci enzymové aktivity.

11. Zpusob amplifikace cilové nukleové kyseliny ve vzorku,
vyznaduijicli s e t { m, Ze zahrnuje stupné

(a) kontaktu uvedendho vzorku s amplifikadni reak&ni smé&sfi,
obsahujic{ primer komplementdrni k uvedené cilové nukleové
"kyselin& a chemicky modifikovany termostabilni enzym podle

kterédhokoliv z ndroku 1 aZ 9 a

(b) inkubaci vysledné sm&si ze stupn& (a) p¥i teploté&, ktera
je v&t81 ne¥ asi 50 ©°C po dobu dostadujfci k reaktivaci
uvedeného chemicky modifikovaného termostabilniho enzymu a

umoZn&n{ tvorby produktu primerového prodlouZen{.

12. Amplifika&n{ sm&s polymerasové ¥et&zové reakce, vy zn
a-dujici s e t { m, Ze obsahuje pdr primeri a
chemicky modifikovany termostabiln{ enzym podle kteréhokoliv

z ndroku 1 aZ 9.

13. Kit pro provedeni polymerasové Ietézové reakce,
obsahujfc{ chemicky modifikovany termostabilni{ enzym podle

kterédhokoliv z ndrokl 1 aZ 9.

14. Vyndlez jak byl zde dfive popsén.
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Obr. 1 . anhydrid kyseliny cis-akonitové
anhydrid kyseliny citrakonové
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HTLV amplifikace

primery: 314141 SKL'SQ_ y
templdt: 'PM(‘;E Q; lﬁokoPH

standardy: qg X 4FY [Hae It
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primery: SK145/SK431

HTLV amplifikace

templdt:
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HIV amplifikace ¥ ampliT 37" HS
Primery" SK145/SK431
templdt: 100 kopif
cis-akonitovy  citrakonovy
90x 180x 80x 160x -
1263012630126 301263 0
p cil
-

12, 6, 3 nebo 0 minut p¥edaktivace p¥i 95 ©C p¥ed 38 PCR

cykly
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Obr. 5
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HIV amplifikace s AmpliTag, HS

primery" SK145/SK431
templdt: 100 kopii

cis 90x cis 180x cit 80x cit 160x
60 604843 3960 6048 43 396060 48 433960 60 48 4339

1
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60=60 cykll po 12 min, 80 ©C p¥edinkubace
60=60 cyklu, Z&dnd pY¥edinkubace
48=48 cyklu, Z4dnd pfedinkubace
43=43 cykli, Z4dnéd pY¥edinkubace
39=39 cykll, %¥&dnd pfedinkubace
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