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(57) Anotace:

Chemicky modifikovany termostabilni enzym,

v nemodifikovaném stavu vykazujici aktivitu DNA
polymerézy nebo aktivitu ligizy, ktery je reverzibilng
inaktivovan reakci smési termostabilniho enzymu

s modifikatnim €inidlem, pfi¢emz tato reakce se provadi pfi
alkalickém pH a teploté niZSi neZ 25 °C, modifikaénim
¢inidlem je anhydrid dikarboxylové kyseliny obecného vzorce
I, kde R, a R, jsou atomy vodiku nebo organické radikaly,
které mohou byt spojeny, nebo obecného vzorce I, kde R, a
R, jsou organické radikaly, které jsou pfednostné spojeny, a
atomy vodiku maji konfiguraci cis, a vede k tpiné inaktivaci
enzymové aktivity; a zplisob jeho piipravy. Zpiisob
amplifikace cilové nukleové kyseliny ve vzorku, ktery
zahmuje stupné (a) kontaktovani vzorku s amplifika&ni
reakéni smési obsahujici primer komplementami k cflové
nukleové kyseliné a vy3e uvedeny chemicky modifikovany
termostabilni enzym a (b) inkubaci vysledné smési ze stupné
(a) pfi teploté nad 50 °C po dobu dostadujici k reaktivaci
chemicky modifikovaného termostabilniho enzymu a
umoznént tvorby produktii prodluZovani primeri.
Amplifikaéni smés pro polymerazové fetézové reakce
obsahujici par primert a vySe uvedeny chemicky
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modifikovany termostabilni enzym. Kit pro polymerizové
fet&zové reakce obsahujici vyse uvedeny chemicky

modifikovany termostabilni enzym.
Ry Rz
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Chemicky modifikovany termostabilni enzym, zpiisob jeho pfipravy, zpisob amplifikace
cilové nukleové kyseliny a amplifikadni smés a kit pro polymerazové Fetézové reakce

Oblast techniky

Vynélez se tyka chemicky modifikovaného termostabilniho enzymu a zpiisobu jeho pfipravy.
Dile se tyké zpiisobu amplifikace cilové nukleové kyseliny ve vzorku a amplifikani smé&si a kitu
pro polymerazové fetézové reakce. ' ‘

Dosavadni stav techniky

Proces polymerazové fetézové reakce (PCR) pro amplifikaci sekvenci nukleové kyseliny je dobie
znam v oboru a je popsin v US patentech &. 4 683 202, 4 683 195 a 4 965 188. Komer¢ni
prodejci jako je Perkin Elmer, Norwalk, CT, prodavaji PCR ¢inidla a publikuji PCR protokoly.

V kazdém cyklu PCR amplifikace je dvojfetézcova cilova sekvence denaturovana, ke kazdému
fetézci denaturovaného cile jsou tepelnd hybridizovany primery a primery jsou prodlouZeny
piisobenim DNA polymerazy. Specifi¢nost amplifikace zavisi na specifité primerové hybridizace.
Primery jsou vybriny tak, aby byly komplementarni k nebo v podstaté komplementarni k
sekvencim, vyskytujicim se na 3’ konci kazdého fetézce cilové nukleokyselinové sekvence. Za
zvysenych teplot pouZivanych typicky v PCR hybridizuji polymery pouze k zamy3lené cilové
sekvenci. Av3ak amplifikace reakénich smési jsou typicky provadény pfi teploté mistnosti, tedy
pod teplotou potfebnou k zajisténi specifinosti primerové hybridizace. Za takovych méné
prisnych podminek se primery mohou vézat nespecificky k jiné pouze parcialné komplementarni
nukleokyselinové sekvenci (nebo i k jinym primerim) a iniciovat syntézu nezadoucich
prodlouZenych produkti, které mohou byt amplifikovany spolu s cilovou sekvenci. Amplifikace
nespecifickych primerovych prodlouZenych produkti miZe sout&Zit s amplifikaci pozadovanych
cilovych sekvenci a mize vyznamn& sniZovat uéinnost amplifikace poZadované sekvence.
Problémy vyvolané nespecifickou amplifikaci jsou dale diskutovany v Chou a spol., 1992,
Nucleic Acids Research 29 (7):1717-1723.

Nespecificki amplifikace muiZe byt redukovdna redukci tvorby prodlouzenych produkta
z primeri navazanych k necilovym sekvencim pfed startem reakce. V jedné metod€ oznaCené
jako ,horky-start protokol (hot-start) se jedno nebo vice podstatnych ¢inidel neuvadi do reakéni
smési, dokud teplota neni dostate&ng vysokd pro poskytnuti nezbytné hybridizaéni specifity.
Timto zplisobem nemiZe reakéni smés podporovat primerové prodlouzeni b€hem doby, kdy
reakéni podminky nezaruéuji specifickou primerovou hybridizaci.

Metody horkého startu mohou byt provadény ruéné p¥i otevieni reakéni zkumavky po po&ateg-
nim vysokoteplotnim inkuba&nim stupni a pfidanim chyb&jicich Cinidel. Nicméné jsou rudni
metody s horkym startem pracovn& néro&né a zvy3uji riziko kontaminace reakéni smési. Metody
s horkym startem, které pouZivaji tepelng labilni material jako je vosk pro odd€leni nebo zachy-
ceni reakénich sloZek jsou popsany v US patentu €. 5411 876 a Chou a spol., 1992, supra.
V t&chto metodach tavi vysokoteplotni predreakéni inkubace tepelné labilni materidl, €imZ
umoZiiuje, aby se €inidla promisila.

Dalsi metoda redukce tvorby prodlouzenych produkti z primerli navazanych k necilovym
sekvencim pred zatitkem reakce zmirtiuje inhibice DNA polymerazy za pouZiti slou¢eniny, ktera
se nekovalentné vaze k DNA polymerdze tepelné reverzibilnim zpisobem. US patent &.
5338 671 popisuje pouziti protilatek specifickych pro termostabilni DNA polymerizu pro
inhibici DNA polymerazové aktivity. Protilatky musi byt inkuboviany s DNA polymerazou
v pufru pfi teploté mistnosti pro sestaveni reakéni smé&si za G¢elem umoznéni tvorby komplexu
protilitka DNA polymeraza. Protilitkova inhibice DNA polymerazové aktivity je inaktivovina
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vysokoteplotni predreakéni inkubaci. Nevyhodou této metody je, Ze produkce protildtek specific-
kych k DNA polymeréze je nakladn4 a &asové naro&na, zejména ve velkych mnoZstvich. Navic
piidavek protilatek k reak&ni smé&si miiZe vyzadovat prepracovani amplifikaéni reakce.

Tvorba prodlouZenych produkti miZe byt také inhibovéna pfidavkem sloueniny, kterd se
nekovalentné véZe k primerim tepeln& reverzibilnim zpisobem, &imZ brani primerim pied
hybridizaci k jakékoliv sekvenci, cilové nebo jiné. Naptiklad jednofetdzcovy vazebny protein
pfidany k reakeni smési bude vézat primery a tim brénit primerové hybridizaci a inhibici
primerového prodlouZeni. Zlep3eni vyt&zku PCR produktf za pouZiti genového 32 proteinu jsou
popséna Schwarzem a spol., 1990, Nucleic Acids Research 18(4):10.

Nespecifickd amplifikace miiZe byt redukovana degradaci prodlouzenych produktl vytvofenych
z primerl navazanych k necilovym sekvencim pfed startem reakce, jako je pouZiti metod
popsanych v US patentu & 5418 149 a ve WO 92/01 814. Degradace nové syntetizovanych
prodlouZenych produktii se doséhne inkorporaci dUTP a UNG do reak&ni smési a inkubaci
reakeni smési pfi 45 az 60 °C pro provedeni amplifikadni reakce. Nevyhodou této metody je, e
degradace prodlouZeného produktu sout®%i s tvorbou prodlouzeného produktu a eliminace
nespecifického primerového prodlouZeného produktu je pravdépodobn& méné tipina.

Be&Zzné techniky molekularni biologie, proteinové chemie a nukleokyselinové chemie, které jsou
znamé odbornikim v oboru, jsou pln& vysvétleny v literatufe. Viz napt. Molecular Cloning —
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York
(Sambrook a spol., 1989); Oligonucleotide Synthesis (M.J.Gait, vyd., 1984); Nucleic Acid
Hybridization (B.D.Hames a S.T.Higgins vyd. 1984); Chemical Reagents for Protein
Modification (CRC Press) a série Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.). Viechny
patenty, patentové piihlaSky a publikace zde uvadéné, jak dfive tak déle, jsou zde zahmuty jako
odkaz.

Podstata vynilezu

Pfedmétem vynélezu je chemicky modifikovany termostabilni enzym, v nemodifikovaném stavu
vykazujici aktivitu DNA polymerazy nebo aktivitu ligizy, ktery je reverzibilng inaktivovén
reakci smési termostabilniho enzymu s modifikanim &inidlem, pfi¢emz tato reakce se provadi

pfi alkalickém pH a teploté niZ3i nez 25 °C, modifika&nim &inidlem je anhydrid dikarboxylové
kyseliny obecného vzorce

0 20

kde R, a R; jsou atomy vodiku nebo organické radikaly, které mohou byt spojeny, nebo obecného
vzorce

R4 Rz

o
0 o /

kde R, a R; jsou organické radikély, které jsou pfednostn spojeny, a atomy vodiku maji
konfiguraci cis, a vede k Gplné inaktivaci enzymové aktivity. ’ '
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Predmétem vynilezu je daile také zpisob ptipravy chemicky modifikovaného termostabilniho
enzymu, ktery v nemodifikovaném stavu vykazuje aktivitu DNA polymerdzy nebo aktivitu
ligizy, pfi¢emZ chemickd modifikace ma za nésledek reverzibilni inaktivaci aktivity enzymu,
jehoZ podstata spo&iva v tom, Ze zahrnuje reakci smési termostabilniho enzymu s vySe uvedenym
modifikadnim &inidlem a za vy3e uvedenych podminek, pfiemZ uvedena reakce vede k Gipiné
inaktivaci enzymové aktivity.

Dile je predmétem vynalezu také zplisob amplifikace cilové nukleové kyseliny ve vzorku, jehoZ
podstata spo¢iva v tom, Ze zahrnuje stupné '

(a) kontaktovéni vzorku s amplifikaéni reak&ni smési obsahujici primer komplementarni k cilové
nukleové kyseling a vyse uvedeny chemicky modifikovany termostabilni enzym, a

(b) inkubaci vysledné smé&si ze stupn& (a) pfi teplot& nad 50 °C po dobu dostadujici k reaktivaci
chemicky modifikovaného termostabilniho enzymu a umoZznéni tvorby produkti prodluZovéni
primert.

Piedmétem vynalezu je také amplifikatni smés pro polymerazové fetézové reakce, jejiz podstata
spodiva v tom, Ze obsahuje par primert a vy3e uvedeny chemicky modifikovany termostabilni
enzym.

Kone&né je pfedmétem vynalezu také kit pro provedeni polymerazové fetézové reakce, jehoz
podstata spogiva v tom, Ze obsahuje vy3e uvedeny chemicky modifikovany termostabilni enzym.

PredloZeny vynalez poskytuje zpisoby a &inidla pro amplifikaci nukleové kyseliny za pouZiti
amplifikadni reakce na bazi primerd, jak jsou specifikovany v pfipojenych narocich. Tyto metody
a &inidla poskytuji jednoduché a ekonomické fedeni problému nespecifické amplifikace. Metody
pouzivaji reverzibilng inaktivovany tepelné stabilni enzym, ktery miize byt reaktivovan inkubaci
v amplifikagni reak&ni smési pfi zvy3ené teploté. Nespecifickd amplifikace je v&tSinou reduko-
véna, protoZe reakéni smé&s neposkytuje podporu primerového prodlouZzeni, dokud teplota reakéni
smési nebyla zvy$ena na teplotu, kterd umoZiiuje primerovou hybridiza¢ni specifi¢nost.

Jeden aspekt predlozeného vynalezu se tykd reverzibilng inaktivovanych tepeln€ stabilnich
enzymil, které jsou produkovany reakci mezi termostabilnim enzymem, ktery katalyzuje primero-
vou prodluZovaci reakci a modifikaénim &inidlem. Reakce vede k vyznamné, vyhodné v podstaté
kompletni redukci enzymové aktivity. Inkubace modifikované¢ho enzymu ve vodném pufru pfi
alkalickém pH pfi teploté, ktera je mensi ne asi 25 °C, nevede v podstaté ke zvySeni enzymové
aktivity za méné neZ asi 20 minut. Inkubace modifikovaného enzymu ve vodném pufru, uprave-

¥wr

ném na pH 8 az 9 pfi 25 °C, pfi teploté vy$3i neZ asi 50 °C poskytne alespoii dvojnasobné

Piednostni &inidla pro modifikaci enzymu zahrnuji maleinanhydrid, substituované maleinanhyd-
ridy, jako citrakonanhydrid, cis-akonitovy anhydrid a 2,3-dimethylmaleinanhydrid; anhydrid
kyseliny exo—cis-3,6-endoxo—A4-tetrahydroftalové; a 3,4,5,6-tetrahydroftalanhydrid. Zejména
jsou preferovany anhydrid kyseliny citrakonové a anhydrid kyseliny cis-akonitové pro pfipravu
reverzibilng inaktivovanych DNA polymeraz pro pouZiti v PCR amplifikacich. '

Jiny aspekt pfedloZeného vynélezu se tyka metod pro provedeni reakci amplifikace nukleové
kyseliny za pouZiti reverzibilng inaktivovaného termostabilniho enzymu podle pfedloZeného
vynélezu. Pfedlozeny vynalez poskytuje metody amplifikace cilové nukleové kyseliny obsaZené
ve vzorku, zahrnujici stupng:

(a) kontaktu vzorku s amplifikaéni reakéni sm&si, obsahujici primer komplementarni k cilové
nukleové kyseling a modifikovany termostabilni enzym, kde modifikovany termostabilni enzym
je produkovan reakci smési termostabilniho enzymu, ktery katalyzuje primerovou prodluzovaci
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reakci a modifikaéniho Cinidla, pfi¢emZ se reakce provadi v alkalickém pH pfi teploté, ktera je
mensi neZ asi 25 °C, pfitemz reakce vede k chemické modifikaci enzymu, ktera vede v podstats
k dplné inaktivaci enzymové aktivity a pfitemz inkubace modifikovaného enzymu ve vodném
pufru upraveném na pH 8 aZ 9 pfi 25°C, pfi teploté vy38i nez asi 50 °C vede k alespoii
dvojndsobnému zvyseni enzymové aktivity béhem mén& nez 20 minut, a

(b) inkubace vysledné smé&si ze stupn& (a) pii teploté, ktera je vét$i nez asi 50 °C po dobu
dostadujici k reaktivaci enzymu a vytvoteni produkti primerového prodlouZeni.

Preferovanou metodou podle vynilezu je metoda amplifikace cilové nukleové kyseliny obsazené
ve vzorku, zahrnujici:

(a) kontakt vzorku s amplifikadni reakéni smési, obsahujici primer komplementarni k cilové
nukleové kyseliné a modifikovany termostabilni enzym, kde modifikovany termostabilni enzym

je produkovan reakci smési termostabilniho enzymu anhydridu dikarboxylové kyseliny obecného
vzorce

kde R; a R; jsou organické radikaly, které mohou byt spojeny a vodiky jsou cis, pfiSemz reakce
poskytuje v podstaté kompletni inaktivaci enzymové aktivity,

a

(b) inkubaci vysledné smési ze stupné (a) pfi teploté, kterd je vé&tsi neZ asi 50 °C po dobu
dostadujici k reaktivaci enzymu a vytvofeni produktii primerového prodlouZeni.

Preferovand provedeni metod pouZivaji reverzibilni modifikované enzymy modifikované
pouzitim preferovanych modifika&nich &inidel. V n&kterych provedenich vynilezu se inkubacni
stupeti, stupeii (b) provadi pfed startem amplifika&ni reakce. V jinych provedenich je inkubace,
kterd vede k reaktivaci enzymu, integrilnim stupném v amplifikanim procesu. Naptiklad
denaturadni stupeti provadény v kazdém PCR cyklu miiZe soudasn& plisobit reaktivaci modifiko-
vané DNA polymerazy.

V preferovaném provedeni vynalezu je amplifikagni reakei polymerazova fetézova reakce (PCR)
a pouziva se reverzibiln€ inaktivovana termostabilni DNA polymeraza. Reak&ni smés se inkubuje
pred provedenim amplifikaéni reakce pfi teplot&, ktera je vy$3i neZ teplota teplotni hybridizace
amplifikaéni reakce. DNA polymeraza je tak inaktivovana dokud je teplota nad teplotou, ktera
umoZiiuje specifitu amplifikaéni reakce, &imZ sniZuje nespecifickou amplifikaci.

Jiny aspekt vynélezu se tyka amplifika¢nich reak&nich smési, které obsahuji reverzibilné inakti-
vovany termostabilni enzym podle pfedloZeného vynélezu spolu s &inidly pro provedeni amplifi-
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katni reakce. V preferovaném provedeni obsahuje amplifika¢ni reak¢ni smés oligonukleotidové
primery pro provedeni PCR.

Dal3i aspekt vynélezu se tyka kitt, které obsahuji reverzibilng€ inaktivovany termostabilni enzym
podle vynalezu a jedno nebo vice amplifikaénich €inidel.

Popis obrazkil na pfipojenych vykresech

Obr. 1 predstavuje vzorce anhydridu kyseliny citrakonové, anhydridu kyseliny cis-akonitové
a anhydridu kyseliny 2,3—-dimethylmaleinové a reakci mezi anhydridem kyseliny citrakonové
a lysinem.

Obr. 2 piedstavuje vysledky amplifikaci provedenych za pouziti citrakonylatované Taq DNA
polymerazy, jak je popsano v piikladu 4.

Obr. 3 predstavuje vysledky amplifikaci provedenych za pouZiti citrakonylatovanych DNA
polymeraz, jak je popsano v ptikladu 6.

Obr. 4 piedstavuje vysledky pfi ménici se dobé pfedinkubace v amplifikacich provadénych za
pouziti citrakonylatovanych a cis-akonitylatovanych DNA polymerdz, jak jsou popsany
v prikladu 9.

Obr. 5 predstavuje vysledky pfi ménicich se po&tech amplifikacnich cykld v amplifikacich
provadénych za pouziti citrakonylatovanych a cis—akonitylatovanych DNA polymeréz, jak jsou
popsany v pfikladu 10.

Pro vyklad vynalezu jsou dale definovany nékteré vyrazy.

Vyrazy ,,nukleova kyselina“ a ,,oligonukleotid“ oznaCuji primery, sondy a oligomerni fragmenty,
které jsou detekovany a mély by to genericky byt polydeoxyribonukleotidy (obsahujici 2—deoxy-
D-ribosu), polyribonukleotidy (obsahujici D—ribosu) a mnoho jinych typl polynukleotidi, které
jsou N-glykosidy purinové nebo pyrimidinové béaze, nebo modifikované purinové nebo
pyrimidinové baze. Neni zde rozdil v délce mezi vyrazy ,,nukleova kyselina“ a ,,oligonukleotid®
atyto vyrazy budou pouZiviny zaménitelné. Tyto vyrazy se tykaji pouze primarni struktury
molekuly. Tyto vyrazy tak zahrnuji dvoj- a jednofetézcové DNA jakoz i dvoj- a jednofetézcové
RNA. Oligonukleotidy mohou byt pfipraveny jakoukoliv vhodnou metodou. Piehled metod
syntézy je uveden v praci Goodchilda, 1990, Bioconjugate Chemistry 1(3): 165-187.

Vyraz ,hybridizace“ oznaduje tvorbu dvousroubovicové struktury ze dvou jednofetézcovych
nukleovych kyselin zpiisobenou parovanim komplementarnich bazi. Hybridizace se miZe objevit
mezi plné komplementarnimi nukleokyselinovymi fetézci nebo mezi ,,v podstaté komplemen-
tarnimi“ nukleokyselinovymi fetézci, které obsahuji malé regiony chybného parovani. Podminky,
za kterych budou hybridizovat pouze plné komplementarni nukleokyselinové fetézce jsou ozna-
Eovény jako ,,pfisné hybridizatni podminky* nebo ,,sekven&né-specifické hybridizaéni podmin-
ky“. Stabilni dvousroubovice v podstaté komplementirnich sekvenci mohou byt dosazeny za
méné piisnych hybridizaénich podminek. Odbornik v oboru technologie nukleovych kyselin
miZe stanovit stabilitu dvousroubovice empiricky pfi zvaZeni mnoha proménnych, zahrnujicich
naptiklad délku a koncentraci bazovych pari oligonukleotidl, iontovou silu a vyskyt chybného
parovani bazi, podle ndvodi zndmych v oboru (viz napf. Sambrook a spol., 2989, supra).

Obecné jsou pFisné hybridizadni podminky zvoleny asi 5 °C pod bodem tepelného tani (thermal
melting point - Tm) pro specifickou sekvenci pfi definované iontové sile a pH. Tm je teplota (pfi
definované iontové sile a pH), pfi které 50 % parl bazi je disociovano. Uvolnéni pfisnosti
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hybridiza€nich podminek umozni toleranci sekvenéniho chybného parovini; stupeii tolerovaného
chybného parovani miiZe byt kontrolovan tpravou hybridizaénich podminek.

Vyraz ,,primer* se tyka oligonukleotidu, jak pfirodniho tak syntetického, schopného piisobit jako
pocateéni bod DNA syntézy za podminek, ve kterych je syntéza produktu primerového prodiou-
Zeni komplementarniho k fetzci nukleové kyseliny vyvoldna, tj. za pfitomnosti &tyf rozdilnych
nukleosidtrifosfati a ¢inidla pro polymerizaci (tj. DNA polymerazy nebo reverzni transkriptazy)
ve vhodném pufru a pii vhodné teplotd. Oligonukleotidové analogy, jako jsou ,peptidové
nukleové kyseliny*, mohou piisobit jako primery a jsou zahmuty ve vyrazu ,,primer®, jak je zde
pouZit. Primer je vyhodng jednofet&zcovy oligodeoxyribonukleotid. Vhodna délka primeru zavisi
na zamySleném pouZiti primeru, ale typicky je v rozmezi od 6 do 50 nukleotidii. Kratké prime-
rové molekuly obecné vyZaduji chladniZkové teploty pro tvorbu dostatedng stabilnich hybridnich
komplexii s templatem. Primer nemusi odraZet pfesnou sekvenci templatu nukleové kyseliny, ale
musi byt dostate¢né komplementarni k hybridizaci s templatem.

Vyraz ,primerové prodlouZeni* jak je zde pouZit, se tyka jak syntézy DNA vzniklé z polymeri-
zace jednotlivych nukleosidtrifosfati za pouZiti primeru jako potatetniho bodu a k pipojeni
dalSich oligonukleotidti k primeru k prodlouZeni primeru. Jak je zde pouZit je vyraz ,,primerové
prodlouZeni“ zamy3len jako zahrnujici ligaci dvou oligonukleotidt za vzniku del3fho produktu,
ktery miZe slouZit jako cil v budoucich amplifika¢nich cyklech. Jak je zde pouzit, je vyraz
»primer” minén jako zahrnujici oligonukleotidy pouzité v ligaci zprostfedkovanych amplifikaé-
nich procesech, které jsou prodlouZeny ligaci druhého oligonukleotidu, ktery hybridizuje v sou-
sedni poloze.

Primery mohou zahmovat dalsi rysy, které umoZiuji detekci nebo imobilizaci primeru, ale
neméni zékladni vlastnost primeru, piisobeni jako po€ate&ni bod iniciace DNA syntézy. Napiik-
lad mohou primery obsahovat dalii nukleokyselinovou sekvenci na 5° konci, kter4 nehybridizuje
k cilové nukleové kyseling, ale ktera usnadiiuje klonovani amplifikovaného produktu. Region
primeru, ktery je dostateéné komplementamni k templétu k hybridizaci, je zde oznatovan jako
hybridizujici region.

Vyraz ,cilovy region“ a ,.cilova nukleova kyselina® se tyk4 regionu nebo subsekvence nukleové
kyseliny, ktery je amplifikovan. Misto primerové hybridizace se miZe oznatit jako cilovy region
pro primerovou hybridizaci.

Jak je zde poutZito, je oligonukleotidovy primer ,,specificky“ pro cilovou sekvenci, je-li poget
chybnych pérovéni pfitomnych mezi oligonukleotidem a cilovou sekvenci mensi nez pocet
chybnych péarovani pfitomnych mezi oligonukleotidem a necilovymi sekvencemi, které mohou
byt pfitomny ve vzorku. Hybridiza&ni podminky mohou byt zvoleny tak, Ze se za nich vytvéreji
stabilni dvouSroubovice pouze neni-li podet piitomnych chybnych parovani v&tdi ne% polet
chybnych parovani pfitomnych mezi oligonukleotidem a cilovou sekvenci. Za takovych
podminek miiZe oligonukleotid tvofit stabilni dvousroubovici pouze s cflovou sekvenci. PouZiti
cilov& specifickych primeri za vhodnych pfisnych amplifikagnich podminek umoZiluje speci-
fickou amplifikaci téch cilovych sekvenci, které obsahuji cilova vazebna mista. PouZiti sekvené-
né specifickych amplifikatnich podminek umoZiuje specifickou amplifikaci t&ch cilovych
sekvenci, které obsahuji exaktné komplementarni primerova vazebna mista.

Vyraz ,nespecifickd amplifikace” oznatuje amplifikaci nukleokyselinovych sekvenci jinych nez
cilovych sekvenci, které vznikaji z hybridizace primeri k sekvencim jinym neZ je cilova sekven-
ce a pak slouzi jako substrat pro primerové prodlouZeni. Hybridizace primeru k necilové sekvenci
je oznatena jako ,nespecificka hybridizace* a miiZe se objevovat béhem niZzsi teploty, redukova-
nych pfisnych pfedreakénich podminek.

Vyraz ,termostabilni enzym“ oznatuje enzym, ktery je relativné stabilni k teplu. Termostabilni
enzymy mohou odolavat vy33i teplotni inkubaci pouZité pro odstranéni modifikovanych skupin,
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typicky vétdi nez 50 °C, aniz by byly postizeny nevratnou ztratou aktivity. Modifikované
termostabilni enzymy pouZitelné v metodéach podle pfedloZeného vynilezu zahrnuji termostabilni
DNA polymerazy a termostabilni ligazy.

Vyraz ,termostabilni DNA polymeraza“ oznaluje enzym, ktery je relativn€ stabilni k teplu
a katalyzuje polymerizaci nukleosidtrifosfat za vzniku produkti primerového prodlouzeni, které
jsou komplementarni k jednomu z nukleokyselinovych fetézcl cilové sekvence. Enzym iniciuje
syntézu na 3’ konci primeru a postupuje ve sméru k 5’ konci templatu do ukonceni syntézy.
Ci§téné termostabilni DNA polymerazy jsou popsiny v US patentu &. 4 889 818; US patentu
& 5352600, US patentu & 5079352; WO 91/09 950; WO 92/03 556; WO 92/06 200,
WO 92/06 202; US patentu &. 5 491 086, WO 92/09 689 a US patentu €. 5 210 036.

Enzym ,,ziskany“ z organismu zde oznatuje enzym, ktery je ¢istén z organismu nebo rekombi-
nantni verzi enzymu, ktery je &i3tén z organismu a zahrnuje enzymy, ve kterych byly aminokyse-
linové sekvence modifikovany pouzitim technik molekularni biologie.

Vyraz ,reverzibilng inaktivovany* jak je zde pouzit se tyka enzymu, ktery byl inaktivovan reakci
se sloudeninou, ktera vede ke kovalentni modifikaci (oznatované také jako chemickéa modifikace)
enzymu, kde modifikujici slou¢enina je odstranitelna za vhodnych podminek. Reakce, ktera vede
k odstranéni modifikujici slougeniny, nesmi byt reverzni modifikaéni reakce. Pokud je to reakce,
ktera vede k odstranéni modifikujici slou¢eniny a obnoveni funkce enzymu, je enzym povaZovan
za reverzné inaktivovany.

Vyraz ,reakéni smé&s“ oznaduje roztok, obsahujici ¢inidla nezbytna k provedeni dané reakce.
»Amplifikaéni reakéni smés“ oznaduje roztok, obsahujici nezbytnd ¢inidla pro provedeni
amplifika¢ni reakce, typicky obsahujici oligonukleotidové primery a DNA polymerdzu nebo
lighzu ve vhodném pufru. ,,PCR reakéni smés“ typicky obsahuje oligonukleotidové primery,
termostabilni DNA polymerazu, dNTP, a dvojvazny kovovy kationt ve vhodném pufru. Reakéni
smés je oznatovana jako kompletni, jestlize obsahuje vechna &inidla nezbytna k provedeni
reakce a nekompletni, jestlize obsahuje pouze &ast nezbytnych Einidel. Odbornikovi v oboru bude
zfejmé, Ze reakéni sloZky jsou rutinn& uchovavany jako oddélené roztoky, obsahujici kazdy €ast
viech sloZek, z divodi vyhodnosti, skladovaci stability a pro umoZnéni nezavislé upravy
koncentraci slozek podle aplikace a dale, Ze se reakéni slozky spoji pfed reakci pro vytvoreni
kompletni reakéni smési.

Metody podle predloZeného vynédlezu zahrnuji provedeni amplifikagni reakce za pouZiti reverzi-
bilng inaktivovaného termostabilniho enzymu, kde je aktivni enzym vyZadovan pro primerové
prodlouZeni. Pfed vysokoteplotni inkubaci, kterd aktivuje enzym, amplifikatni reakéni smés
nepodporuje primerové prodlouZeni a nevznikaji zadné prodlouZené produkty, nespecifické ani
jiné. Po vysokoteplotni inkubaci, ktera reaktivuje enzym, se amplifikatni reakce udrzuje pfi
zvysenych teplotich, které zajistuji reakéni specifiénost. Produkty primerového prodlouZeni jsou
vytvafeny pouze za podminek, které zaji§t'uji amplifikaéni specifitu.

V metodach podle ptedloZeného vynalezu teplem inaktivovany enzym, ve svém aktivnim stavu,
katalyzuje reakci primerového prodlouZeni. Pro pouZiti v typické amplifikadni reakci, napf. PCR,
vykazuje reverzibilng inaktivovany termostabilni enzym, ve svém aktivnim stavu, DNA
polymerézovou aktivitu. Pro pouZiti v ligizou zprostfedkovanych amplifikatnich systémech
vykazuje reverzibilng inaktivovany termostabilni enzym ve svém aktivnim stavu aktivitu DNA
ligazy.

V ligazou zprostfedkovaném amplifikadnim systému se vytvofi ,,produkt prodlouzeni® ligaci
prvniho oligonukleotidu (zahrnut do vyrazu ,,primer*) ke druhému oligonukleotidu, ktery hybri-
dizuje pfiléhajici ke 3’ konci prvniho oligonukleotidu. Druhy oligonukleotid maze hybridizovat
bezprostfedn& ptiléhajici k primeru a v tomto pfipadé je pouze vyZzadovéna ligace, nebo miiZe
hybridizovat jedna nebo vice bazi vzdéalenych od primeru a v tomto pfipadé je vyzadovéna
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polymerézové aktivita pro prodlouZeni primeru ped ligaci. V kazdém pFipadé je zde spojeni
dvou oligonukleotidi, které hybridizuji k pfiléhajicim regiontim cilové DNA oznakeno vyrazem
»primerové prodlouZeni®.

Reverzibilné inaktivované termostabilni enzymy podle vynalezu jsou produkovany reakci mezi
enzymem a modifikatnim &inidlem, kterd vede k reverzibilni chemické reakci enzymu, ktera
vede k Uplné ztrété, nebo téméF Uplné ztraté enzymové aktivity. Modifikace zahrnuje kovalentni
pfipojeni modifikétorové skupiny k proteinu. Modifikatorova skupina se voli tak, Ze modifikace
je reverzni pfi inkubaci pfi zvy3ené teplot® v amplifikaénim reak&nim pufru. Vhodné enzymy a
modifikatorové skupiny jsou popsany dale.

Reverzibilné inaktivované enzymy, které vykazuji ve svém aktivnim stavu DNA polymerazovou
aktivitu, se pfipravi z termostabilnich DNA polymeraz. Termostabilni DNA polymerézy pouZi-
telné v amplifika¢nich reakcich jsou dobfe znamé v oboru a mohou byt ziskiny z mnoha zdrojt
jako jsou termofilni eubakterie nebo archaebakterie ze druhi rodu Thermus, Thermotoga,
Thermococcus, Pyrodictium, Pyrococcus a Thermosipho. Predstaviteli druhd, ze kterych byly
ziskany termostabilni DNA polymerazy pouzitelné v PCR amplifikacich zahrnuji Thermus
aquaticus, Thermus thermophilus, Thermotoga maritima, Pyrodictium occultum, Pyrodictium
abyssi a Thermosipho africanus. Termostabilni DNA polymerizy jsou popsany v US patentu &.
4 889 818, US patentu &. 5352 600, US patentu &. 5079 352, WO 91/09 950, WO 92/03 556,
WO 92/06 200, WO 92/06 202, US patentu &. 5491086, WO 92/09 689 a US patentu &.

5210 036. Termostabilni DNA polymerazy jsou obchodn& dostupné od Perkin Elmer, Norwalk,
CT.

Reverzibilng inaktivované termostabilni enzymy vhodné pro pouZiti v jinych amplifikadnich
postupech, jako jsou ligdzou zprostfedkované amplifikace, jsou pfipraveny z termostabilnich
enzymi popsanych v odkazech citovanych dale, které popisuji riizné amplifika&ni metody.

Metody podle predlozeného vynédlezu nejsou omezeny na pouZiti enzymi uvedenych jako
ptiklady. Napfiklad jakékoliv termostabilni DNA polymeraza popsana v literatufe pro pouiti v
amplifikatnich reakcich miize byt modifikovana, jak je zde popséno, pro produkci reverzibilné
inaktivovaného enzymu vhodného pro pouziti v predloZenych metodich. Obecné mize byt
v pfedloZené metod€ pouzit jakykoliv enzym, ktery katalyzuje primerové prodlouZeni nebo je
vyzadovén k tomu, aby doSlo k primerovému prodlouZeni a je dostate¢n& termostabilni, aby
odolal vysokoteplotni reaktivaini inkubaci, aniZ by byl nevratné inaktivovin a miZe byt
modifikovén, jak je zde popsano pro produkci reverzibilng inaktivovaného enzymu. Odbornik v
oboru bude schopen optimalizovat modifikaci reakce a podminky amplifika¢ni reakce pro
Jjakykoliv dany enzym na bazi uvedenych poznatki.

V preferovanych provedenich vynilezu se reverzibilni inaktivace termostabilniho enzymu prova-
di reverzibilnim blokovanim lysinovych zbytkd chemickou modifikaci e-aminoskupiny lysino-
vych zbytki. Modifikace lysini v aktivnim regionu proteinu vede k inaktivaci proteinu. Dale
modifikace lysinli mimo aktivni region miZe prispivat k inaktivaci proteinu sterickou interakci
nebo konforma¢nimi zm&nami. V literatufe bylo popsano mnoZstvi sloudenin, které reaguji s.
aminoskupinami reverzibilnim zpiisobem. Naptiklad aminoskupiny byly reverzibilng modifiko-
vany 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.
36:517 a Marzotto a spol.,, 1968, Biochim.Biophys.Acta 154:450), tetrafluorsukcinylaci (viz
Braunitzer a spol., 1968, Hoppe-Seyler’s Z.Physiol.Chem. 349:265) a citrakonylaci (viz Dixon a
Perham, 1968, Biochem.J. 109:312-314; a Habbeb a Atassi, 1970, Biochemistry 9 (25):4939-
4944).

Preferované inidla pro chemickou modifikaci e-aminoskupiny lysinovych zbytkd jsou anhydridy
dikarboxylovych kyselin obecného vzorce
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kde R; a R; jsou organické radikaly, které mohou byt spojeny a vodiky jsou cis. Organicky
radikal miZe byt ptimo ptipojen ke kruhu vazbou uhlik-uhlik nebo pres vazbu uhlik-heteroatom,
jako je vazba uhlik-kyslik, uhlik-dusik nebo uhlik-sira. Organické radikaly mohou byt také
vzijemn& spojeny za vzniku kruhové struktury jako je napiiklad v 3,4,5,6-tetrahydroftalan-
hydridu.

Anhydridy dikarboxylovych kyselin reaguji s aminoskupinami proteinii za ziskani odpovidajicich
acylovanych produktd jak je ukazano pro citrakonovy anhydrid na obr. 1. Reverzibilita vyse
uvedenych anhydridi dikarboxylovych kyselin se ptedpoklada byt zvySend pritomnosti bud’
dvojné vazby cis-uhlik—uhlik nebo cis vodiky, kterd udrZuje terminalni karboxylovou skupinu
acylovaného zbytku v prostorové orientaci vhodné pro interakci s amidovou skupinou a
naslednou deacylaci. Viz Palacian a spol., 1990, Mol.Cell.Biochem. 97:101-111 pro popisy
pravdépodobnych mechanismi jak acylanich tak deacylagnich reakci. Jiné substituenty mohou
podobng& omezovat rotaci kolem vazby 2,3 acylové skupiny v acylovaném produktu a o takovych
slou¢eninach se predpoklada, Ze budou pisobit v metodach podle pfedloZeného vynélezu.

Preferovana &inidla zahrnuji maleinanhydrid; substituované maleinanhydridy jako je citrakonov;"
anhydrid, c1s—akomtovy anhydrid a 2,3—dimethylmaleinanhydrid; anhydrld kyseliny exo—cis—
3,6-endoxo—A‘—tetrahydroftalové; a 3,4,5,6-tetrahydroftalanhydrid. Cinidla jsou obchodné
dostupné od napt. Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI), Sigma Chemical Co. (St.Louis, MO)
nebo Spectrum Chemical Mfg. Corp. (Gardena, CA). Modifikace termostabilnich DNA polymert
pouZitim substituovanych maleinanhydridovych ¢&inidel, citrakonanhydridu a cis~akonitového
anhydridu jsou popsana v piikladech.

Relativni stability aminoskupin acylovanych za pouZiti vy$e uvedenych ¢&inidel se snizuji
v nasledujicim pofadi: maleinanhydrid; anhydrid kyseliny exo—cis-3,6—endoxo-A *_tetrahydro-
ftalové; 3,4,5,6—tetrahydroftalanhydrid, cis—akonitovy anhydrid a 2,3—dimethylmaleinanhydrid
(viz Palacian a spol., supra). Optimalni aktivadni inkuba&ni podminky pro enzymy modifikované
jednotlivym &inidlem jsou stanoveny empiricky jak je popséno v pfikladech.

US patent & 5262 525 popisuje metody pro chemickou modifikaci proteinti, které pouZivaji
slougeniny, které jsou anhydridy dikarboxylovych kyselin pfipravené Diels-Alderovou reakei
maleinanhydridu a dienu. Sloudeniny popsané v tomto patentu, které maji zde specifikovanou
stabilitu mohou byt vhodné v ptedloZzeném vynélezu.

Metody podle ptedloZeného vynalezu nejsou omezeny na uvadéné pfiklady modifikatorovych
sloutenin nebo modifikaci proteinu chemickou modifikaci lysinovych zbytki. Jakikoliv ze
sloudenin popsanych v literatufe, kterd reaguje s protemy za vzniku reverzibilni ztraty veskeré
nebo témé&F veskeré enzymové aktivity, kde modifikace je reverzibilni pfi inkubaci p¥i zvyiené
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teploté v amplifikaénim reakénim pufru, je vhodna pro pfipravu reverzibilng inaktivovaného
enzymu. Jak se stavaji dostupnymi nové sloueniny, které reverzibiln& modifikuji protein, budou
tyto také vhodné pro poutZiti v pfedloZeném vynalezu. Slougeniny pro ptipravu modifikovanych
termostabilnich enzymi podle pfedlozeného vyndlezu zahrnuji sloudeniny, které zabezpetuji
nasledujici vlastnosti:

(1) reakee s termostabilnim enzymem, ktery katalyzuje primerové prodlouZeni vede k vyznamné
inaktivaci enzymu;

(2) inkubace V)"slédného modifikovaného enzymu ve vodném pufru pfi pH kolem 8 az 9 pfi
teploté pfi nebo pod teplotou mistnosti (25 °C) nevede k Z4dnému vyznamnému zvyseni enzymo-
vé aktivity za méné& neZ asi 20 minut; a

(3) inkubace vysledného modifikovaného termostabilniho enzymu v amplifikatnim pufru,
upraveném na pH asi 8 aZ 9 pii teplot& mistnosti, pti zvySené teploté v&tsi neZ asi 50 °C vede k
alespoii dvojnasobnému zvy3eni enzymové aktivity za méné ne asi 20 minut.

Vhodnost uréité modifikitorové slougeniny miize byt empiricky rutinn stanovena podle zde
uvedeného ndvodu. Experimentélni postupy pro méfeni vySe uvedenych vlastnosti, stupeii
zeslabeni enzymové aktivity vznikla z modifikace proteinu a stupeii obnoveni enzymové aktivity
po inkubaci pfi zvySenych teplotich, jsou popsany v piikladech.

Priprava reverzibiln& inaktivovanych termostabilnich enzymi

Chemicka modifikace lysinovych zbytkd v proteinech je zalozena na schopnosti e-aminoskupiny
tohoto zbytku reagovat jako nukleofil. Neprotonovana aminoskupina je reaktivni forma, ktera je
vyhodna pti alkalickém pH. Modifika&ni reakce se provadi pfi pH 8,0 a% 9,0 ve vodném pufru pfi
teploté pfi nebo teplot€ pod teplotou mistnosti (25 °C). Reakce je v podstaté kompletni po 12 a2
24 hodinéch inkubace. Vhodné reakéni podminky jsou v oboru znimé a jsou popsény dale
v pfikladech.

Anhydridy dikarboxylovych kyselin reaguji snadné&ji s vodou za vzniku odpovidajicich kyselin.
Proto velka &ast ¢inidla je hydrolyzovdna bhem modifikace proteinovych aminoskupin.
Rychlost hydrolyzy stoupa s pH. Zvy3eni hydrolyzy, které se objevuje pfi pH vétsim neZ asi 9
muZe byt vysledkem suboptimalni acylace proteinu.

Obecné se v acylagni reakci pouZije moldmi prebytek modifikitorového &inidla vzhledem k
proteinu. Optimalni molamni pomé&r modifikitorového &inidla k enzymu zivisi na pouZitém
¢inidle a stanovi se empiricky. Naptiklad TagDNA polymeraza je v podstaté kompletn& inaktivo-
vana (<5 % pivodni aktivity) reakci se 20-nasobkem nebo i vy¥§im moldmim prebytkem
anhydridu kyseliny citrakonové. Minimalni molérni pom&r modifikatoru, ktery vede v podstats
ke kompletni inaktivaci enzymu miize byt stanoven provedenim inaktivaénich reakei s postup-
nymi fedénimi modifiktorového &inidla jak je popséno v ptikladech.

V metodéch podle ptedloZeného vynélezu neni nezbytné, aby byl enzym plné inaktivovén, pouze
enzym musi byt vyznamné inaktivovan. Enzym je vyznamn& inaktivovan, jestlize aktivita
enzymu po reakci s modifikatorem je mensi neZ asi 50 % pivodni aktivity. Redukce v nespe-
cifické amplifikaci miZe byt dosaZena za pouZiti vyznamné inaktivovaného enzymu. Molarni
pomér modifikatoru k enzymu v reakci miiZe byt empiricky zvolen tak, Ze povede bud’ k Giplné
inaktivaci nebo vyznamné inaktivaci enzymu po provedeni postupu. Vhodné molarni poméry
Jsou poskytnuty v piikladech. Vhodné reak&ni podminky pro inaktivaci enzymi, které nejsou
uvedeny pfiklady, mohou byt stanoveny rutinnimi pokusy podle navodii.

Dulezitym aspektem tepelné inaktivovanych enzymi podle pfedlozeného vynilezu je jejich
skladovaci stabilita. Obecng jsou zde popsané sloudeniny stabilni po prodlouZena &asové obdobi,
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coZ odstrafiuje nutnost pfipravy bezprostiedn® pfed pouZitim. Napiiklad citrakonylatovana
Taq DNA polymeraza byla zjiiténa jako zistivajici neaktivovana alespoii po &tyfi tydny, je-li
uchovavana pii 25 °C. Doporugované podminky skladovani se m&ni v zavislosti na pouZitém
modifikatoru, ale obecn& by mé&l byt pfipravek inaktivovaného enzymu uchovévén pfi nebo pod

modifikované enzymy, jako jsou ty, které byly modifikovany 2,3—dimethylmaleinanhydridem.

Zpusoby podle predlozeného vynilezu zahrnuji reakci smési, obsahujici reverzibilng inaktivo-
vany termostabilni enzym a podrobeni reak&ni smési vysokoteplotni inkubaci pfed nebo jako
integralni &4st amplifikaéni reakce. Vysokoteplotni inkubace vede k deacylaci aminoskupin
a obnoveni enzymové aktivity.

Deacylace modifikovanych aminoskupin vzniké jak ze zvySeni teploty tak z privodniho sniZeni
pH. Amplifikagni reakce jsou typicky provadény v Tris—HCl pufru upraveném na pH 8,0 az 9,0
pii teploté mistnosti. Pfi teplot® mistnosti upfednostiiuji alkalické podminky reakéniho pufru
acylovanou formu aminoskupiny. A&koliv je pH reakéniho pufru upraveno na pH 8,0 az 9,0 pfi
teplot& mistnosti, snizuje se pH Tris—HCI reakéniho pufru se zvySujici se teplotou. pH reakéniho
pufru se sniZuje pfi zvySenych teplotich, pfi kterych se provadi amplifikace a, zejména, pfi
kterych se provadi aktivaéni inkubace. SniZeni pH reak&niho pufru napoméaha deacylaci amino-
skupin.

Zména v pH, ke které dochézi za vysokoteplotnich reakénich podminek, zavisi na pouZitém
pufru. Teplotni zavislost na pH pro riizné pufry pouzivané v biologickych reakcich je uvedena
v prici Gooda a spol., 1966, Biochemistry 5 (2): 467-477. Pro Tris—pufry zm&na pKa, tj. pH pfi
stedu pufrovaciho rozmezi, se tyka teploty nasledovné: ApKa/°C = 0,031. Napiiklad Tris—HCl
pufr sestaveny pfi 25 °C prochazi poklesem v pKa na 2,17, jestlize se zahieje na 95 °C pro
aktiva¢ni inkubaci.

Akoliv se amplifikadni reakce typicky provadgji v Tris~HCI pufru, mohou byt amplifikacni
reakce provedeny v pufrech, které vykazuji mensi nebo vétsi zménu pH s teplotou. V zavislosti
na pouzitém pufru mtZe byt Zidouci vice nebo méné stabilné modifikovany enzym. Napfiklad
pouziti modifika¢niho &inidla, které vede k mén& stabilné modifikovanému enzymu umoZiuje
obnoveni dostatené enzymové aktivity za men3ich zmén pufrového pH. Empirické porovnani
relativnich stabilit enzymii modifikovanych riznymi €inidly, jak jsou uvedena vySe, naznaCuje
vybér modifikovaného enzymu vhodného pro pouZiti v konkrétnich pufrech.

V metodach podle predlozeného vynalezu je dosaZeno aktivace modifikovaného enzymu inkuba-
ci provedenou pfi teplotg, ktera je rovna nebo je vys§i neZ teplota primerové hybridizace (teplotni
hybridizace) pouzitd v amplifikalni reakci pro zajiténi amplifikaéni specifiénosti. Délka
inkubace vyZadované pro obnoveni enzymové aktivity zavisi na teploté a pH reakéni smési a na
stabilit& acylovanych aminoskupin enzymu, kterd zavisi na modifikétorovych &inidlech pouZitych
pfi pripravé modifikovaného enzymu. Je mozno pouZit §iroké rozmezi inkuba¢nich podminek;
optimalni podminky se stanovi empiricky pro kaZdou reakci. Obecné se inkubace provadi
v amplifikadnim reak&nim pufru pfi teploté vétsi nez asi 50 °C po dobu mezi asi 10 sekundami
aasi 20 minutami. Optimalizace inkuba&nich podminek pro reaktivaci enzymi neni uvedena
v prikladech ani nejsou uvedeny priklady reak&ni smési, ale je mozZno tyto stanovit rutinnimi
pokusy podle zde uvedenych navodii.

V preferovaném provedeni se PCR amplifikace provadi za pouZiti reverzné inaktivované
termostabilni DNA polymerazy. Teplota tepelné hybridizace pouzita v PCR amplifikaci je
typicky asi 55 aZ 75 °C a predreakéni inkubace se provadi pfi teploté rovné nebo vy33i neZ je
teplota teplotni hybridizace, vyhodné pfi teploté vy33i neZ asi 90 °C. Amplifika¢ni reakéni smés
se vyhodné inkubuje pfi asi 90 az 100 °C po asi 12 minut pro reaktivaci DNA polymeréazy pred
teplotni cyklizaci. Vhodné pfedreak&ni inkuba¢ni podminky pro typické PCR amplifikace jsou
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popsany v piikladech spolu s vlivem ménicich se predreakénich inkubanich podminek na
amplifikaci.

Prvni stupeti v typické PCR amplifikaci zahmuje tepelnou denaturaci dvoufetdzcové cilové
nukleové kyseliny. Pfesné podminky vyZadované pro denaturaci vzorku nukleové kyseliny zavisi
na délce a slozeni vzorku nukleové kyseliny. Typicky je inkubace pti 90 az 100 °C po dobu asi
10 sekund aZ asi 4 minut G&innd pro dplnou denaturaci vzorku nukleové kyseliny. Pod4te&ni
denaturalni stupefi miize slouzit jako predreakéni inkubace k reaktivaci DNA polymerazy.
Nicmeéné v zavislosti na délce a teploté potateéniho denaturaéniho stupn& a modifikatoru pouzi-
tém pro inaktivaci DNA polymerazy, obnoveni DNA polymerdzové aktivity mize byt kompletni.
Je-li poZadovédno maximalni obnoveni enzymové aktivity miize byt predreakéni inkubace
prodlouZena nebo alternativng miiZe byt zvySen poet amplifika&nich cykli.

V preferovaném provedeni vynilezu jsou modifikovany enzym a potateéni denaturaéni podmin-
ky zvoleny tak, Ze pouze frakce obnovitelné enzymové aktivity je obnovena b&hem pocateéniho
inkubalniho stupné. Nésledné cykly PCR, ktery kazdy zahrnuje vysokoteplotni denatura&ni
stupeii, vedou k dal§imu obnoveni enzymové aktivity. Aktivace enzymové aktivity je tak opozds-
na proti potitednimu cyklovani amplifikace. Toto ,&asové uvoliiovani“ DNA polymerdzové
aktivity bylo pozorovano k daldimu sniZeni nespecifické amplifikace. Je zndmo, ¥e prebytek
DNA polymeréazy se podili na nespecifické amplifikaci. V predloZenych metodach je ptitomné
mnoZstvi DNA polymerazové aktivity nizké b&hem potategnich stuptiti amplifikace, je-li poget
cilovych sekvenci nizky, coz redukuje mnostvi vytvorenych nespecifickych prodlouzenych
produktii. Maximalni DNA polymerézova aktivita je pfitomna behem poslednich stupiii
amplifikace, kdy je potet cilovych sekvenci vysoky a kdy jsou momé vysoké amplifikadni
vytéZky. Je-li to nezbytné, mize byt potet amplifikaénich cyklii zvysen pro kompenzaci niz$itho
mnoZstvi DNA polymerdzové aktivity pfitomné v potatetnich cyklech. Vliv ménicich se poéti
amplifikaénich cykli na amplifikaci je uveden v pfikladech.

Vyhoda metod podle ptedlozeného vynélezu je v tom, Ze metody nevyzaduji zadnou manipulaci
reakéni smési po polatedni pFipravé reakéni smési. Metody jsou idedlni pro pouZiti v automati-
zovanych amplifikaénich systémech a v in situ amplifika¢nich metodach, kde ptidavek &inidel po
podatednim denaturaCnim stupni nebo pouZiti voskovych bariér je nevyhodné nebo nepraktické.

Metody podle predloZeného vynalezu jsou zv1a3t& vhodné pro redukei nespecifické amplifikace
v PCR. Nicméné vynalez neni omezen na jakykoliv urdity amplifikaéni systém. Reverzibilné
inaktivované enzymy podle predloZzeného vynélezu mohou byt pouZity v jakémkoliv amplifikag-
nim systému na bézi primerd, ktery pouziva termostabilni enzymy a zmiriiuje reakéni teplotu pro
dosaZeni amplifikatni specifi¢nosti. Pfedlozené metody mohou byt aplikovany na izotermélni
amplifikalni systémy, které pouZivaji termostabilni enzymy. Pouze prechodna inkubace pfi
zvy3ené teploté je vyZadovana pro obnoveni enzymové aktivity. Poté, co se reakéni smés podrobi
vysokoteplotni inkubaci za G&elem obnoveni enzymové aktivity, provadi se reakce pfi vhodné
reakéni teploté. ’

Jiné amplifikaéni metody navic k PCR (US patenty & 4 683 195; 4683202 a 4 965 188)
zahrnuji, ale nejsou tak omezeny, nésledujici: Ligase Chain Reaction (LCR, Wu a Wallace, 1989,
Genomics 4:560-569 a Barany, 1991, Proc. Natl.Acad.Sci. USA 88:189-193); Polymeraze Ligase
Chain Reaction (Barany, 1991, PCR Methods and Applic. 1:5-16); Gap-LCR (PCT patentova
publikace €. WO 90/01069); Repair Chain Reaction (evropska patentové prihlaska & 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 patentova publikace WO 92/08800) a NASBA (US
patent €. 5 130 238). Tento vynalez neni omezen na jakykoliv urdity amplifikaéni systém. Pokud
jsou vyvijeny jiné systémy, mohou tyto systémy byt ptinosem pro provedeni tohoto vynalezu.
Posledni ptehled amplifikagnich systémi byl publikovan v praci Abramsona a Myerse, 1993,
Current Opinion in Biotechnology 4:41-47.
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Ukazky metod piipravy vhodnych pro kazdou amplifikagni reakci jsou popsany v oboru (viz
napiiklad Sambrook a spol., supra a odkazy popisujici amplifikatni metody citované vy3e).
Jednoduché a rychlé metody pFipravy vzorki pro PCR amplifikace cilovych sekvenci jsou
popsany 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 popsany v literatufe. Standardni metody
zahmuji analyzu gelovou elektroforézou nebo hybridizaci oligonukleotidovymi sondami. Detek-
ce hybridii vytvofenych mezi sondami a amplifikovanymi nukleovymi kyselinami muze byt
provedena mnoha formami, zahrnujicimi ,,dot-blot* esejovy formét a reverzni dot-blot esejovy
format. (viz Saiki a spol., 1986, Nature 324:163-166; Saiki a spol. 1989, Proc.Natl.Acad.Sci.
USA 86:6230; PCT patentova publikace &. WO 89/11 548; US patenty &. 5 008 182 a 5 176 775;
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (vyd. Innis a spol., Academic Press, San
Diego, CA): 337-347. Reverzni dot-blot metody vyuZivajici mikrojamkovych desti¢ek jsou
popsany v souvisejici US Serial No. 141355 (odpovida EP-A 420 260); US patent &. 5 232 829;
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.

Dalsi vhodna esejova metoda, oznaovana jako 5°—nukleazova esej, je popsana v US patentu &.
5210015 a praci Hollanda a spol., 1991, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 88:7276-7280. V 5’—nuk-
le4zové eseji jsou znalené sondy degradovany soudasné s primerovym prodlouZenim pfi 5° ke 3’
exonukleazové aktivitt® DNA polymerazy, napf. Taq DNA polymerazy. Detekce produktu
rozpadu sondy indikuje jak objeveni se hybridizace mezi sondou a cilovou DNA, tak vyskyt
amplifikaéni reakce. US patent &. 5 491 063 (odpovida EP-A 699 768) a EP-A 713 921) popisuje
zlep3ené metody pro detekci degradace sondy, ktera se vyskytuje sou¢asné s amplifikaci.

Alternativni metoda pro detekci amplifikace nukleové kyseliny monitorovanim zvy3eni celkové-
ho mnoZstvi dvousroubovicové DNA v reakéni smési je popsdna v praci, jejim? autorem je
Higuchi a spol., 1992, Bio/Technology 10:413-417, Higuchi a spol, 1993, Bio/Technology
11:1026-1030 a evropské patentové prihlasce &. 487 218 a 512 334. Detekce dvousroubovicové
cilové DNA je zaloZena na zvy3ené fluorescenci, kterou ethidiniumbromid (EtBr) a jiné DNA
vazebné zna&ky vykazuji, jsou-li navazany na dvousroubovicovou DNA. Zvyseni dvousroubovi-
cové DNA vzniklé ze syntézy cilovych sekvenci vede k detekovatelnému zvy3eni fluorescence.
Problémem této metody je, Ze syntéza necilové sekvence, tj. nespecifickd amplifikace, vede ke
zvySeni fluorescence, které interferuje s mé&fenim zvySeni fluorescence vzniklé ze syntézy
cilovych sekvenci. Metody podle predloZzeného vynélezu jsou proto zvlasté vhodné, ze snizuji
nespecifickou amplifikaci a tim minimalizuji zvy3eni fluorescence vzniklé z amplifikace
necilovych sekvenci.

Predlozeny vynilez se také tyka kit, multikontejnerovych jednotek, obsahujicich vhodné slozky
pro uskute&néni predlozené metody. Vhodny kit obsahuje reverzibilné inaktivovany termostabilni
enzym a jedno nebo vice &inidel pro provedeni amplifikani reakce, jako jsou oligonukleotidové
primery, substratové nukleosidové trifosfaty, kofaktory a vhodny pufr.

Priklady predlozeného vynilezu uvedené déile jsou poskytnuty pouze pro ilustrativni ucely
a neomezuji rozsah vynilezu. Rizn4 provedeni vynélezu v rozsahu néroki, které nasleduji za
priklady, budou zfejma odbornikiim v oboru po studiu pfedchdzejictho textu a nésledujicich
ptikladu.
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Priklady provedeni vynilezu

Ptiklad 1
Esej polymerazové aktivity

VSechna méfeni DNA polymerizové aktivity popsana v prl’kladech dile byla provedena za
pouZiti nasledujici eseje DNA polymerézové aktivity. Tato esej je v podstaté popsana v praci
Lawyera a spol., 1989, J.Biol.Chem. 264:6427-6437 a v AmpliTag® DNA polymeréze product
insert (Perkin Elmer, Norwalk, CT), obé prace jsou zde uvedeny jako odkazy.

Jedna jednotka enzymové aktivity je definovana jako mnozstvi, které inkorporuje 10 nmol dTNP
do kyselinového nerozpustného materialu za 30 minut v 10 min inkubaci pii 74 °C. Pro labilitu
modifikovanych enzymi byly aktivity mé&feny pfi 50°C a normalizovédny na standardni
Taq DNA polymerdzovy roztok, ktery byl také zkouSen pii 74 °C. Reakce byly provedeny
v 50 pl objemu, obsahujicim nasledujici &inidla:

25mM TAPS (tris-hydroxymethyl)}-methyl-amino—propansulfonova kyselina, sodna sil),
pH 9,3 (pfi teploté mistnosti);

50 mM KClI;

2 mM MgCly;

1 mM B-merkaptoethanol;

200 puM kazdého z dATP, dGTP a dTTP;

100 pM [a-?P] -dCTP (0,05-0,1 Ci/mmol);

DNA aktivovaného lososiho sperma.

Priklad 2

Tento pfiklad popisuje modifikaci Taq DNA polymerdzy za pouZiti anhydridu kyseliny
citrakonové. Méfeni aktivity citrakonylatované Taq DNA polymerézy, kterd indikuji molarni
pomér modifikitoru k enzymu v inaktiva¢ni reakci, vyZadovany pro dosaZeni kompletni inakti-
vace DNA polymerazové aktivity, jsou popsana v ptikladu 3 dile.

Taq DNA polymerdza (AmpliTaq®, Perkin Elmer, Norwalk CT) byla pouzita v pocate&ni
koncentraci 1,3 mg/ml. V poétetnim pokusu byla Taq DNA polymerdza nejprve dialyzovana
proti 1000-nasobnému piebytku v objemu 0,1 boritanu sodného pfi pH 8,63. Tento stupeti byl
shledan jako nepodstatny a v dal3ich pokusech byla TagDNA polymeraza pouZita v Tris pufru
(50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 65mM KCI, pH 7,5) pfimo bez dialyzy proti boritanu
sodnému.

Anhydrid kyseliny citrakonové (11,06 M) je obchodné& dostupny- (Aldrich, Milwaukee, WI).
Vychozi roztok anhydridu kyseliny citrakonové se vytvofi fedénim 11,06M anhydridu kyseliny
citrakonové 100-nédsobn& v DMA (N,N-dimethylformamid).

Pro jednu sadu reakci bylo vytvofeno postupné fed¥ni roztoku anhydridu kyseliny citrakonové
opakovanym 2-nasobnym fedénim v DMF. Pro kazdy roztok v sérii byly ptidiny 4 uM zfedéné-
ho roztoku anhydridu kyseliny citrakonové ke 400 uM TagDNA polymerizového roztoku
(s dialyzou s boritanem sodnym), za vzniku roztokd, obsahujicich molérni poméry anhydridu
kyseliny citrakonové k TaqgDNA polymerize pfiblizn& 80/1, 40/1, 20/1 a 10/l. Roztoky byly
inkubovany pfes noc pfi 4 °C pro inaktivaci TagDNA polymerizy. Enzym, ktery byl modifiko-
van v reakci s N-moldrnim pfebytkem modifikatoru je zde oznatovan jako NX enzym. Vysledné
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citrakonylatované TagDNA polymerazy jsou zde oznafovany jako 80X, 40X, 20X a 10X
TagDNA polymerazy.

Dal$i modifika&ni reakce byly provadény za pouziti 80, 160X a 240X molirnich pomé&rd
anhydridu kyseliny citrakonové k TagDNA polymeraze (bez dialyzy proti boritanu sodnému).
160X a 240X poméry byly vytvofeny vhodnou dpravou vychoziho fedéni 11,06M anhydridu
kyseliny citrakonové V DMF (N,N-dimethylformamid). Napfiklad pro kone¢ny 160X pomér se
11,06M anhydrid kyseliny citrakonové ziedi 1/50 v DMF, a 4 pl vysledného vychoziho roztoku
anhydridu kyseliny citrakonové se pfidaji ke 400 pul TagDNA polymerazového roztoku. Vysledné
TagDNA polymeréazy jsou oznaovény zde jako 240X, 160X a 80X TaqDNA polymerazy.

Ptiklad 3

Inaktivace a tepelné obnoveni DNA polymerazové aktivity za pouZiti anhydridu kyseliny
citrakonové

Tento priklad popisuje méfeni citrakonylatovanych TagDNA polymeraz z ptikladu 2 jak pfed,
tak po reaktivaci citrakonylatované TaqDNA polymerédzy tepelnou inkubaci. Byl méfen vliv
pH na mnoZstvi aktivity ziskané po tepelné reaktivaci citrakonylatovanych TagDNA polymeréaz.

Vzorky citrakonylatovanych TagDNA polymeraz byly ziedény 1/200 v pufru, obsahujicim
10 mM Tris-HCIl, 100 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0,5 % Tweenu 20, 0,5 % NP-40, 16 % glycerinu.
pH pufru bylo 8,25 pfi teplot® mistnosti. Zfed&né vzorky citrakonylatované TagDNA polymerazy
byly inkubovéany pfi 90 °C po 20 minut nebo udrZovéany pfi teplot€ mistnosti jako kontrola.
Po zpracovani byly vzorky ziedény 1/5 v enzymovém fedicim pufru (25 mM Tris—HCI, 50 mM
KCl, 1 mM B-merkaptoethanolu, 0,5 % Tween™20, 0,5 % NP-40, 0,1 % Zelatiny) a aktivita
byla sledovana jak je popsano v prikladu 1. DNA polymerazové aktivity po zpracovéni jsou
uvedeny dale. Molarni pomér se tykd molarniho poméru anhydridu kyseliny citrakonové
k TagDNA polymeraze za pouZiti modifikaéni reakce. Kazd4 z aktivit je primérem ze dvou
aktivit naméfenych v duplikatu vzorki.

Aktivita (% kontroly)

molarni pomé&r nezahfivano 90 °C inkubace
kontrola 100

80X 0 16

40X 0 28

20x ' 3,7 38

10X 38 63

Kompletni inaktivace TagDNA polymerdzy byla ziskdna za pouZiti vice neZ 20-nisobného
molarniho pfebytku.anhydridu kyseliny citrakonové. Po inkubaci plné inaktivované TagDNA
polymerazy pfi 90 °C po 20 minut bylo obnoveno minimaln€ 16 % aktivity.

I kdyz byla obnovena vy3%i enzymové aktivita za pouziti 40X citrakonylatované TagDNA
polymerazy neZ za pouZiti 80X citrakonylatované TagDNA polymerazy, je mnohem praktite;si
pouzit 80X (nebo vyssi) citrakonylatovanou TaqDNA polymerazu v komer¢nim kitu pro
umozZnéni vétsich vyrobnich toleranci.

Podobné pokusy byly provedeny za pouZiti pufru upraveného na pH 7,75 pfi teploté mistnosti.
Vysledky jsou uvedeny dale.
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Aktivita (% kontroly)

molarni pomér nezahfivano 90 °C inkubace
kontrola 100

80X 0 61

40X . 0 67

20X _ : 3,5 70

10X 35 7

MnoZstvi obnovené DNA polymerézové aktivity bylo v&t$i pfi niz$im pH.

Aktivity 80X a 160X TagDNA polymerézy (bez dialyzy boritanem sodnym) byly m&feny pied
a po reaktivaci tepelnou inkubaci v podstat® jak popsano vyse. pH pufru pouZitého pro inkubace
bylo 8,0 pfi teploté mistnosti. Vysledky jsou uvedeny déle. Kazd4 z aktivit je primér ze dvou
aktivit naméfenych z duplikatnich vzorki.

Aktivita (% kontroly)
molarni pomér nezahfivano 90 °C inkubace
kontrola 100
160X 0 19
80X 0 29

Vliv pH na reaktivaci je mozno zpstxt ze srovnani aktivity obnovené za pouzm 80X TanNA
polymeréz ze tfi reaktivaci pti rizném pH. VySe uvedené Gidaje naznaluji, %e se enzymova
aktivita obnovi i pfi vysokém molarnim prebytku modifikatoru pouzitého v modifika&ni reakci.

Ptiklad 4
PCR amplifikace za pouZiti citrakonylatovanych TagDNA polymerézy

Tento piiklad popisuje pouZiti citrakonylatované Taq termostabilni DNA polymerazy popsané
v piikladu 2 v PCR amplifikaci.

PCR protokol

Amplifikace byly provadeny za pouZiti 1/20, 1/40 a 1/80 fed&ni 240X modifikované TagDNA
polymerazy popsané v ptikladu 2. Redéni byla provadéna v pufru sloZzeném ze 20 mM Tris-HCI,
pH 8,0 (pfi teploté mistnosti), 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova),
1 mM DTT (dithiothreitol), 50 % glycerinu, 0,5 % Tweenu 20, 0,5 % Nonidetu P40 (AmpliTagR
uchovévaci puff, Perkin Elmer, Norwalk, CT). Pro porovnani byly amplifikace také provedeny za
pouZiti 1/10, 1/20, 1/40 a 1/80 fed&ni nemodifikované TagDNA polymerazy.

Klonovand HTLV-I genomickd sekvence byla amplifikovana za pouZiti primeri SK432
a SK111. Primerové sekvence jsou uvedeny v US patentu &. 5418 149, zahrnutém zde jako
odkaz. PCR byla provedena ve 100 pl reak&nim objemu za nasledujicich reak&nich podminek.

Reakéni smés:

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

50 mM KCi;
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0,5 pM kazdého primeru;

200 pM dATP, dCTP a dGTP;

400 uM dUTP;

0,5 pl roztoku citrakonylatované TagDNA polymerazy;
2,5 mM MgCly;

1 ng hpDNA;

1 jednotka UNG (Perkin Elmer, Norwalk, CT).

Profil tepelného cyklovani:

Pfedreakéni podminky: (90 °C za 10 minut)

2 cykly denaturace 98 °C 1 minuta
teplotni hybridizace/prodlouZeni 60 °C 2 minuty

38 cyklu denaturace 94 °C 1 minuta
teplotni hybridizace/prodlouzeni 60 °C 1 minuta

koneéna inkubace 60 °C 7 minut

Amplifikované produkty byly analyzovany pomoci elektroforézy na 4% agarosovém gelu za
pouziti 1x TBE (0,089 M Tris, 0,089 M kyseliny borité, 0,0025M dvojsodného EDTA)
vyvijeciho pufru. Elektroforéza byla provedena pfi 100 voltech po pfiblizn€ 2 hodiny. Ethidium
bromid (0,5 pl/ml) byl pfidan po elektroforéze pro vybarveni jakékoliv pfitomné DNA. Gel byl
odbarven v 1X TBE a pruhy DNA vybarvené ethidiumbromidem byly vizualizovany pouZiti UV
ozafovani.

Vysledky

Vysledky jsou uvedeny na obr. 2. Pruh, odpovidajici amplifikované cilové sekvenci je oznaCen.
Pruhy, objevujici se na gelu jiné nez pruh, ktery odpovida amplifikované cilové sekvenci odpovi-
daji produktiim vzniklym nespecifickou amplifikaci necilovych sekvenci. Vliv pouZiti citrakony-
latované TagDNA polymerazy (znagena Taq, HS) na amplifikaci je moZno zjistit z porovnani
tvaru pruhil a intenzity v kazdé z drah. ProtoZe amplifikace nespecifickych produkti soutéZi
s amplifikaci cilové sekvence, zvySeni amplifikace cilové sekvence déle indikuje velikost
redukce nespecifické amplifikace. Proto zm&na v relativnim mnoZstvi produkti v kazdé draze
1épe indikuje vliv pfedreak&nich zpracovani na nespecifickou amplifikaci.

Amplifikace za pouZiti nemodifikované TaqDNA polymerazy vedou k pfevazné nespecifickym
amplifikaénim produktim. Pouziti citrakonylatované TagDNA polymerazy vede k V)"znamnému
zvyeni intenzity pruhu, odpovidajictho amplifikované cilové sekvenci a vyznamnému sniZeni
v intenzité pruhi odpovidajicich nespecifickym amplifika¢nim produktim. Udaje znamenaji, ze
PCR amplifikace za pouZiti reverzibilng inaktivované DNA polymerézy vyznamn& redukuje
nespecifickou amplifikaci a vyznamné zvySuje mnoZstvi poZadované amplifikované cilove
sekvence.

Priklad 5

Jiné citrakonylatované termostabilni DNA polymerazy

Tento ptiklad popisuje citrakonylaci nékolika jinych termostabilnich DNA polymeréz navic
k TagDNA polymeraze popsané vySe. Byly modifikovany nésledujici termostabilni DNA
polymerazy:

1) termostabilni DNA polymeraza z Thermus thermophilus (rTth, Perkin Elmer, Norwalk, CT),
jak je popsana ve WO 91/09 950, zahrnutém zde jako odkaz.
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2) mutant termostabilni DNA polymerizy z Thermatoga maritima (UITma™, Perkin Elmer,
Norwalk, CT), jak je popsana ve WO 92/03 556, zahrnutém zde jako odkaz.

3) mutantni forma termostabilni DNA polymerazy z Thermus aquaticus, ktery postrada 3’ k 5°
exonukledzovou aktivitu, jak je popsdna ve WO 92/06200, zahrnutém zde jako odkaz. Tento
enzym je zde oznadovén jako Taq CS nebo AmpliTaq*CS.

Pro kaidou z vySe uvedenych tff DNA polymeriz byl pfipraven polate¥ni roztok o pfiblizné
koncentraci 200 Jednotek/pl Pro srovnani 1,3 mg/ml TagDNA polymerazy, jak je pouZita
v pfedchozich prikladech, je pfiblizng ekvivalentni 260 jednotkdm/pl. Kazd4 z DNA polymeraz
byla modifikovana v podstat jak je popséno v piikladu 2 vySe. Deset pl anhydridu kyseliny
citrakonové bylo zfedéno v 500 ul DMF. Potom bylo 10 pl zfed&ného anhydridu kyseliny citra-

konové kombinovano s 1000 ul kazdého z enzymovych roztoki. Vysledné roztoky byly inkubo-
vany pfes noc pfi 4 °C.

Priklad 6
PCR amplifikace za pouZiti citrakonylatovanych DNA polymeraz

Tento pfiklad popisuje pouZiti citrakonylatovanych termostabilnich DNA polymeraz, popsanych
v piikladech 2 a 5, v PCR amplifikacich.

PCR protokol

Amplifikace byly provédény za pouziti fedéni DNA polymeraz. Red&ni byla providéna v pufru
slozeném ze 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 (pfi teplot® mistnosti), 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA
(kyselina ethylendlammtetraoctova), 1 mM DTT (dithiothreitol), 50 % glycerinu, 0,5 % Tweenu
20, 0,5 % Nonidetu P40 (AmpliTaq® uchovavac1 pufr, Perkin Elmer; Norwalk, CT).

HIV-1 genomicka sekvence byla amplifikovana za pouZiti primerd SK145 a SK431 (Perkin
Elmer, Norwalk, CT). Primery SK 145 a SK 431 jsou popsany v US patentu &. 5481 149 a v
nasledujicich védeckych publikacich: SK 145 je popsan v praci Kwoka a spol., 1990, Nucleic
Acids Res. 18:999-1005; SK 431 je popsan v praci Jacksona a spol., 1991, AIDS 5:1463-1467.
PCR byla provedena ve 100 pl reak&nim objemu za nasledujicich reak&nich podminek:

Reakéni smés:

30 kopii HTLV-IDNA templatu;

10 mM Tris, pH 8,3;

50 mM KCJ;

0,5 pM kazdého primeru;

200 pM dATP, dCTP a dGTP;

400 uM dUTP;

0,5 pul roztoku DNA polymerazového roztoku;
2,5 mM MgCly;

1 ng hpDNA;

1 jednotka UNG (Perkin Elmer, Norwalk, CT).
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Profil tepelného cyklovani:

Predreakéni podminky: (95 °C za 12 minut)

38 cykld denaturace 94 °C 1 minuta
teplotni hybridizace/prodlouZeni 60 °C 1 minutu

kone¢na inkubace ~ 60 °C 7 minut

Predreak&ni stupeti slouZi také jako pogate&ni denaturaCni stupeti. Po¢ate€ni denaturalni stupefi
se rutinn& pouZiva v typické amplifika&ni reakci pro zajisténi kompletni denaturace dvousroubo-
vicového cile. Kazdy cyklus PCR zalin4 denaturainim stupném pfi 94 °C po 1 minutu. Potom
bezprostfedné nasleduje predreakéni inkubace provadéna pfi 95 °C po 12 minut, reak&ni smés se
inkubuje pfi 94 °C 1 minutu b&hem denaturainiho stupné prvniho cyklu.

Amplifikované produkty byly analyzovény pomoci elektroforézy na agarosovém gelu (100 ml
3% NuSieve® a 0,5% SeaChem") za pouziti 1x TBE (0,089 M Tris, 0,089 M kyseliny borité,
0,0025 M dvojsodného EDTA) vyvijeciho pufru. Elektroforéza byla provedena pfi 100 voltech
po priblizng 2 hodiny. Ethidium bromid (0,5 ul/ml) byl pfidan po elektroforéze pro vybarveni
jakékoliv ptitomné DNA. Gel byl odbarven v 1X TBE a pruhy DNA vybarvené ethidiumbro-
midem byly vizualizovany pouzitim UV ozafovani.

Amplifikace za pouZiti citrakonylatovanych DNA polymeraz

Redéni (1/10, 1/20, 1/40 a 1/80) citrakonylatovanych DNA polymeraz popsana v piikladu 5
a 240X citrakonylatované TagDNA polymerazy, popsané v pfikladu 1, byla pouZita pro amplifi-
kace HIV-1 nukleové kyseliny a amplifikované produkty byly analyzovany elektroforézou na
agarosovém gelu. Pro srovnéani byly amplifikace provedeny za pouZiti fedéni nemodifikované
TagDNA polymerazy.

Vysledky jsou uvedeny na obr. 3. Pruh, odpovidajici amplifikované cilové sekvenci je oznaZen.
Pruhy, objevujici se na gelu jiné nez pruh, ktery odpovidd amplifikované cilové sekvenci,
odpovidaji produktim vzniklym nespecifickou amplifikaci necilovych sekvenci. Vliv pouZiti
citrakonylatované DNA polymerazy na amplifikaci je moZno zjistit z porovnani tvaru pruhi
a intenzity v kazdé z drah. Protoze amplifikace nespecifickych produktit soutézi s amplifikaci
cilové sekvence, zvy$eni amplifikace cilové sekvence déle indikuje velikost redukce nespecifické
amplifikace. Proto zména v relativnim mnoZzstvi produkti v kazdé dréze nejlépe indikuje vliv
predreak&nich zpracovéni na nespecifickou amplifikaci.

Amplifikace za pouziti nemodifikované TaqDNA polymerazy vedou k pfevazné nespecifickym
amplifikadnim produktim. Pouziti citrakonylatované TagDNA polymerazy vede k vyznamnému
zvy3eni intenzity pruhu, odpovidajictho amplifikované cilové sekvenci u téméf 1/80 fedéni
a vyznamnému sniZeni v intenzité pruhdi odpovidajicich nespecifickym amplifikaénim produk-
tim. Udaje znamenaji, ¢ PCR amplifikace za pouZiti reverzibilné inaktivované DNA polyme-
rizy vyznamné redukuje nespecifickou amplifikaci a vyznamné zvySuje mnoZstvi poZadované
amplifikované cilové sekvence.

Pouziti citrakonylatovanych UITma, Taq CS a rTth DNA polymeraz také vede k vétsi produkei
specifického amplifikaéniho produktu, neZ tomu je v amplifikacich za pouZiti nemodifikované
TagDNA polymerazy, spolu se soudasnou redukci mnoZstvi nespecifického amplifikaéniho
produktu. Vysledky demonstruji, Ze metody podle pfedloZeného vynalezu jsou aplikovatelné na
termostabilni DNA polymerézy obecné.

Je tieba uvést, 7e atkoliv vysledky demonstruji funk&nost pfedlozeného vynalezu, vysledky
ziskané s citrakonylatovanymi Taq, UITma, Taq CS a rTth DNA polymerazami nejsou pfimo
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srovnatelné, protoZe modifikaéni podminky byly nesrovnatelng optimalizovany pro kaZdou DNA
polymerézu. Ackoliv kaZdy polatetni roztok DNA polymerizy obsahuje stejné jednotek/ml,
molarita roztoku nebyla stanovena, a proto nebyl stanoven molarni ptebytek anhydridu kyseliny
citrakonové v kazdé modifikadni reakci. Odbornik v oboru bude schopen zjistit empiricky
optimélni modifika&ni podminky za pouziti zde popsanych protokold.

Priklad 7
Cis—Akonitylovani DNA polymeraza

Tento piiklad popisuje pouZiti modifikace TagDNA polymerazy za pouZiti anhydridu kyseliny
cis—akonitové.

Byly provedeny modifikace za pouiti anhydridu kyseliny cis-akonitové, jak je popsano
v pfikladu 2, s tim hlavnim rozdilem, %e anhydrid kyseliny cis-akonitové je dostupny jako pragek
a ne jako kapalina. TagDNA polymeréza (AmpliTaq", Perkin Elmer, Norwalk CT) v Tris pufru
(50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 68 mM HCIl, pH 7,5) byl pouZit za vychozi koncentrace
1,3 mg/ml. Vychozi roztok anhydridu kyseliny cis—akonitové (Aldrich, Milwaukee, WI) byl
vytvofen rozpust€nim anhydridu kyseliny cis—akonitové v 1 ml 100% EtOH.

K roztoku 1000 pl TagDNA polymerazy bylo ptiddno bud’ 10 nebo 20 pl roztoku anhydridu
kyseliny cis~akonitové a ziskany tak roztoky, obsahujici molimi poméry anhydridu kyseliny cis—
akonitové k TagDNA polymeréze pfiblizné 90/1 a 180/1. Roztoky byly inkubovény pfes noc pfi
4 °C pro inaktivaci TagDNA polymerazy.

Porovnani amplifikaci za pouZiti cis-akonitylatované TaqDNA polymerazy a amplifikaci za
poutZiti citrakonylatované TaqDNA polymerézy jsou popséna dale.

Priklad 8

Inaktivace a tepelnd obnova DNA polymerazové aktivity za pouziti anhydridu kyseliny cis—
akonitové

Aktivity 90X a 180X cis-akonitylovanych TagDNA polymeréz ptipravenych v ptikladu 7 byly
méfeny pfed a po reaktivaci tepelnou inkubaci v podstaté jak je popsano v piikladu 3 vyse.
pH pufru b&hem inkubaci bylo 8,0. Vysledky jsou uvedeny dale. Kazda z aktivit je primér ze
dvou aktivit naméfenych v duplikétnich vzorcich.

Aktivita (% kontroly)

molarni pomér nezahfivano 90 °C inkubace
kontrola ' 100

180X 0 50

90X 3 118

Porovnani vysledki s vysledky z pfikladu 3 znamena, Ze cis—akonitylace je snadngji reverzni nez
citrakonylace. Vy3§i moldrni pfebytek anhydridu kyseliny cis-akonitové je nezbytny ke komplet-
ni inaktivaci DNA polymerazy a je obnovena vétsi aktivita po vysokotepelné inkubaci. Divod
pro namefeni aktivity vétSi neZ 100 % po modifikaci 90-nésobnym moldrnim prebytkem anhydri-
du kyseliny cis-akonitové s naslednou tepelnou reaktivaci je nezndmy, ale miZe byt pritten
nepfesnosti v aktivitni eseji nebo mitZe odréaZet aktualni modifikaci DNA polymerazy.
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Piiklad 9
Vliv pfedreakéni inkubaéni doby
Tento piiklad popisuje vliv predreakéni inkubaéni doby na mnoZzstvi ziskaného produktu.

Amplifikace byly provedeny za pouZiti citrakonylatovanych a cis-akonitylovanych TagDNA
polymeréz pfipravenych jak popsano vy3e. Pro kazdou sadu byly pouZity amplifikacni podminky,
TagqDNA polymerazy modifikované pouZitim 80-nasobného a 160-nésobného molérniho pfebyt-
ku anhydridu kyseliny citrakonové a 90-nasobného a 180-nasobného molarniho ptebytku anhyd-
ridu kyseliny cis—akonitové. Amplifikace byly provedeny za pouziti HIV-1 modelového systému
popsaného v prikladu 6 vy3e s tim rozdilem, Ze poZatecni pfedreakéni podminky byly ménény.
Pro kazdy enzymovy piipravek byly provadény amplifikace za pouZiti pfedreakénich inkubaci
12, 6, 3 a 0 minut.

Jak je uvedeno vy3e, slouzi také predreakéni inkubadni stupeti jako pocatecni denaturalni stupeii.
Kazdy cyklus PCR zalini denaturainim stupném. Bezprostfedné po pocatetni predreakini
inkubaci, provedené pti 95 °C po 12, 6, 3 nebo 0 minut, se kazda reak&ni smés inkubuje pti 94 °C
po 1 minutu b&hem denaturaéniho stupn& prvniho cyklu. Tak, i kdyZ neni pouZita Z4dné pfedre-
aké&ni inkubace, je enzymova aktivita obnovena b&hem denaturaéniho stupn& po¢éte¢niho cyklu.

Amplifikaéni produkty byly analyzovany elektroforézou na agarézovém gelu. Vysledky jsou
uvedeny na obr. 4. Pruh, odpovidajici amplifikované cilové sekvenci je oznacen. Pruhy, objevuji-
ci se na gelu, jiné neZ pruh, ktery odpovida amplifikované cilové sekvenci, odpovidaji produktim
generovanym nespecifickou amplifikaci necilovych sekvenci.

Vysledky ukazuji, e pouzitim cis-akonitylovanych DNA polymerdz vSechny pfedreakéni
inkuba&ni doby vedou k silnému pruhu, odpovidajicimu amplifikovanému produktu. Amplifikace
provadéné bez predreakéni inkubace nevedou k takovému mnozstvi produktu jako amplifikace za
pouZiti prodlouZenych predreak&nich inkubaci.

Naopak vysledky ukazuji, Ze pfi pouZiti citrakonylatované DNA polymerazy piedreakéni
inkubace alespoti 3 minuty byla vyzadovana pro ziskini maximalniho mnoZstvi amplifikovaného
produktu. Amplifikace provddéné bez predreakéni inkubace vedly k vyznamné menSimu mnozst-
vi amplifikovaného produktu. Vysledky indikuji, Ze aktivita cis—akonitylatovanych DNA poly-
meraz je obnovena mnohem rychleji neZ u citrakonylatovanych DNA polymeraz.

Priklad 10
Vliv poétu cykli

Tento piiklad popisuje vliv zvy3eni poétu amplifikaénich cykli na kompenzovani kratké predre-
ak¢ni inkubacni doby.

Byly provedeny amplifikace za pouZiti TagDNA polymeriz modifikovanych pouzitim 80-
néasobného a 160-nasobného moldrniho prebytku anhydridu kyseliny citrakonové a 90-nésobného
a 180-nisobného molarniho prebytku anhydridu kyseliny cis-akonitové, Amplifikace byly
provedeny v podstatd jak je popsano vyse za pouZiti HIV-1 modelového systému popsaného
v ptikladu 6 s tim rozdilem, Ze byly m&n&ny pocity po¢ate¢nich pfedreakénich inkubaci a cyklu.
Pro kazdy enzymovy ptipravek byly provedeny amplifikace za pouZiti nasledujicich podminek:
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predreakén{ inkubace amplifika&ni cykly
12 minut, 80 °C 60

0 60

0 48

0 43

0 39

Amplifikadni produkty byly analyzovany elektroforézou na agarézovém gelu. Vysledky jsou
uvedeny na obr. 5. Vysledky ukazuji, Ze zvy3eni po&tu amplifika&nich cykli miZe kompenzovat
ztrétu dCinnosti vzniklou z nekomplexni reaktivace DNA polymerdzové aktivity, jestlize nebyla
pouZita pfedreakéni inkubace.

Pro kaZdou DNA polymerazu vede zvy3eni pottu amplifikatnich cykld ke zvySeni amplifiko-
vaného produktu. Vliv byl nejmen3i pfi pouZiti cis akonitylatované TagDNA polymerazy, jak je
uvedeno na obr. 9 pii potfeb& malé, pokud viibec n&jaké, predreakéni inkubace.

PATENTOVE NAROKY

1. Chemicky modifikovany termostabilni enzym, v nemodifikovaném stavu vykazujici aktivitu
DNA polymerazy nebo aktivitu ligizy, ktery je reverzibilné inaktivovén reakci smési termostabil-
niho enzymu s modifikatnim &inidlem, ptitemz tato reakce se provadi pri alkalickém pH
a teploté niZ3{ nez 25 °C, modifikatnim &inidlem je anhydrid dikarboxylové kyseliny obecného
vzorce

kde R, a R; jsou atomy vodiku nebo organické radikaly, které mohou byt spojeny, nebo obecného
vzorce

H H
R4 Rz

o) o oy

kde R; a R; jsou organické radikaly, které jsou prednostn& spojeny, a atomy vodiku maji
konfiguraci cis,

a vede k Gplné inaktivaci enzymové aktivity.
2. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle naroku 1, vyzmnaé&u jici se
tim, Ze inkubace chemicky modifikovaného termostabilnfho enzymu ve vodném pufru pfi

alkalickém pH pfi teplot, ktera je mensi nez 25 °C, nevede k vyznamnému zvyZeni enzymové
aktivity za méné nez 20 minut a e inkubace uvedeného chemicky modifikovaného enzymu ve
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vodném pufru, upraveném na pH 8 az 9 pii 25 °C, pfi teploté vy3si neZ 50 °C poskytne alespoii
dvojnasobné zvy3eni enzymové aktivity za méné nez 20 minut.

3. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle naroku 1 nebo 2, kde reverzibilng
inaktivovanou enzymovou aktivitou je aktivita termostabilni DNA polymerdzy ziskané z druhi
vybranych z Thermus aquaticus, Thermus thermophilus a Thermotoga maritima.

4. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 3, ktery je
produkovan za pouziti modifika¢niho &inidla vybraného ze skupiny, zahmujici maleinanhydrid,
anhydrid kyseliny exo—cis—3,6—endoxo—delta’~tetrahydroftalové; anhydrid kyseliny citrakonové,
3 ,4,5,6-tetrahydroftalanhydrid, anhydrid kyseliny cis-akonitové a anhydrid kyseliny 2,3-
dimethylmaleinové.

5. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle kteréhokoliv z naroku 1 az 4, ktery je
produkovén reakei pfi ni% se modifikaéniho &inidla pouZije ve vice nez 20-nasobném piebytku
vzhledem k uvedenému termostabilnimu enzymu.

6. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 5, ktery je
produkovén reakci smési termostabilniho enzymu s modifikaénim Cinidlem, kde termostabilnim
enzymem je termostabilni DNA polymeraza ziskani z Thermus aquaticus a modifikatnim
¢inidlem je anhydrid kyseliny citrakonové.

7. Chemicky modifikovany termostabilni enzym podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 5, ktery je
produkovén reakci smé&si termostabilniho enzymu s modifikaénim Cinidlem, kde termostabilnim
enzymem je termostabilni DNA polymeraza ziskana z Thermus thermophilus a modifikatnim
ginidlem je anhydrid kyseliny cis—akonitové.

8. Zpisob ptipravy chemicky modifikovaného termostabilniho enzymu, ktery v nemodifikova-
ném stavu vykazuje aktivitu DNA polymerazy nebo aktivitu ligazy, pfi¢emZ chemicka modifi-
kace m4 za nasledek reverzibilni inaktivaci aktivity enzymu, vyznadujici se tim, Ze
zahrnuje reakci smési termostabilniho enzymu s modifika¢nim €inidlem provadénou pii alkalic-
kém pH a teploté niZ3i ne 25 °C, priemz modifikaénim Cinidlem je anhydrid dikarboxylové
kyseliny obecného vzorce

kde R, a R, jsou atomy vodiku nebo organické radikély, které mohou byt spojeny, nebo obecného
vzorce

Ry Rz

0
0 o /

kde R; a R, jsou organické radikaly, které jsou piednostné spojeny, a atomy vodiku jsou v
konfiguraci cis,

pti¢emz uvedena reakce vede k uplné inaktivaci enzymové aktivity.
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9. Chemicky modifikovany termostabilni enzym pfipraveny zpiisobem podle niroku 8.

10. Zpusob amplifikace cilové nukleové kyseliny ve vzorku, vyzna&ujici se tim, Ze
zahrnuje stupné

(a) kontaktovéni vzorku s amplifikadni reak&ni smési obsahujici primer komplementarni k cilové

nukleové kyseliné a chemicky modifikovany termostabilni enzym podle kteréhokoliv z naroki 1
az7a%a

(b) inkubaci vysledné smési ze stupné (a) pfi teploté nad 50 °C po dobu dostadujici k reaktivaci
chemicky modifikovaného termostabilniho enzymu a umoznéni tvorby produktii prodluZovéni
primert.

11. Amplifikaéni smés pro polymerazové fetézové reakce, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje par primerti a chemicky modifikovany termostabilni enzym podle kteréhokoliv z néroki
laz7a09.

12. Kit pro provedeni polymerdzové fetézové reakce, vyzmadujici se tim, Ze
obsahuje chemicky modifikovany termostabilni enzym podle kteréhokoliv z narokti 1 a2 7 a 9.

5 vykrest
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Obr. 1 anhydrid kyseliny cis-akonitovd

anhydrid kyseliny citrakonové
(o]
Ic"‘a - :CH{&-OH

Schéma reverzibilni reakce anhydridu kyseliny citrakonové

a lysinovymi zbytky
R'H; 0 . 6
5"' cn,\c,g—ou u/ﬂ—nu
e I I
—_ K3 CH, ciﬂ CR;—G
AN ) o
~HN-CH — KR N
6 b
CH, Ciq
anhydrid kyseliny . ‘l ‘I
cl : 0 C' '
City CHq
A5l —H§—CH—t
citrakonové
P
Ja -0n
CH * ot
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Obr. 2

HTLV amplifikace

primexy: ${ 114 SKL‘?,Q. y
templdt: e E 30kopis

standardy: ¢X iy [Rae

Taq TagHS

n OO0
EZSYI888

- cil
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Obr. 3
HTLV amplifikace

primery: SK145/SK431
templdt: 100 kopii

HS ! (derivatizovany)

Taq Taq UlTma . TaqGS rTth
goo QOOOOOO o O eNoNeNe
2EEBSSSEZESSSNSEELES

-— - e - e
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Obr. 4
AHIV amplifikace g AmpliTaqg, Hs

Primery" SK145/sK431
templdt: 100 kopi{

cis-akonitovy citrakonovy

90x  180x 80x  160x -
1263012630126 307263 0

cil

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

cykly
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Obr. 5

HIV amplifikace s AnmpliTag, HS

Primery" SK145/SK431
templdt: 100 kopii

cis 90x cis 180x cit 80x cit 160x
60 60 4843 39 60 6048 43 386060 48 433960 60 48 4339

Lo T T S

AP, ¥ s ea

-~ e gl B
- SIS Ry e LW e R W e GNP U O

- »-—

60=60 cykld po 12 min, 80 °C p¥edinkubace
60=60 cykld, ¥4dnd pY¥edinkubace
48=48 cykll, Z¥&dnd p¥edinkubace
43=43 cykld, %¥&dnéd pIedinkubace
39=39 cykll, %&dnd pIedinkubace

Konec dokumentu
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