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Zpisob detckee alespert jednoho cile zahrnuje: (a) uvidani
vzorku, ktery mitZe obsahovat uvedeny(é) cil(e) do kontaktu 8
kombinaci, kterd pted pfidanim tohoto vzorku obsahtge (i)
povrch, obsahujici vice prostorové odd&lenych oblast, z nich
alespoti dvé jsou v podstaté identické, pfitemz kazda oblast
zahrnuje (ii) alespoft dvé riznd mista kotev, pHicem? kotvy v
kaZdém misté jsou ka2d4 ve spojent s (jii} bifunk&nim
linkerem, ktery md prvni &4st, kterd je specifickd pro kotvy, a
druhou &4st, kterd zahrnuje sondu, kterd je specifickd pro
uvedeny(€) cil¢), za podminck, pti kierych se uvedeny(é)
cil(e) Géinné vite (viZou) na tuto kombinaci, akde dvé nebo
vice kotev umisténych v alespodt jednom misté oblasti jsou ve
spojeni s riznymi bifunéknimi linkery, majicimi rozdilnou
specifiénost pro cil.
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Zpiisob detekce alespoil jednoho cile

Oblast techniky

Vynilez se tyka zpisobu detekce alespoil jednoho cile, ktery spoéiva v tom, Ze zahrnuje uvadéni
vzorku, ktery muZe obsahovat uvedeny(é) cil(e) do kontaktu s dile popsznou kombinaci, za
podminek, pfi kterych se uvedeny(€) cil(e) udinné vaZe (vaZou) na tuto kombinaci, a kde dvé
nebo vice kotev umisténych v alespoit jednom mist& oblasti jsou ve spojeni s riznymi bifunké-
nimi linkery, majicimi rozdilnou specifi¢nost pro cil.

Dosavadni s ik
Vynélez se tyka napfiklad kompozice, pfistroje a zpisoby pouZitelné

pro soudasné providéni vét¥iho mnoXstvi biologickych nebo chemickych testd, ktery vyuZiva
skupin zkoulek. Pfitom se vyuZivd tada oblasti, z nichZ kaida obsahuje skupinu generickych
kotevnich molekul. Tyto kotvy jsou spojeny s bifunk&nimi linkerovymi molekulami, z nich? ka2-
da obsahuje &ést, kterd je specifické pro alespoii jednu kotvu a &ast, kterd je sondou, specifickou
pro pledmét zajmu. Vyslednd fada sond se pouZivd k analyze ptitomnosti jedné nebo vice
cilovych molekul, které interaguji specificky s uvedenymi sondami. Vynalez se tyka poli obsahu-
jicich fadu riiznych oblasti, které se od sebe li§i povahou interakce molekul, mezi které patti,
kromé jinych, hledani farmaceutickych u&innych latek, molekularni biologie, biochemie, farma-
kologie a diagnostickd technologie v medicing.

Rada molekuldrnich sond uspofidand na povrchu neboli ,&ipt® je jit pouzivéna pH riznych
druzich biologickych a chemickych testil. Testy se provadgji za ulelem stanoveni nebo zjisténi
pritomnosti cilovych molekul, o které je zijem a které interaguji se sondami. Poté co se sondy
vystavi pisobeni cilovych molekul za zvolenych testovacich podminek, detek&ni zatizeni zjistu-
je, zda cilovd molekula interagovala s danou sondou,

Tyto systémy jsou uZitené pti fadé screeningovych metod pro ziskéni informace o sonddch nebo
o cilovych molekuldch. Tak napt. byly pouity pro hledéni peptidd potencidlnich [é&iv, kterd se
vaii k receptoru, o ktery je zdjem, mezi jinym; pomoct téchto metod byly testovdny vzorky napf.
na pfitomnost genetickych mutaci, variant allel v populaci nebo na urdity patogen nebo na urdity
kmen ur¢itych patogeni, a pro mnohé dal3i ucely; dale ke studiu genové exprese, napf. k identifi-
kaci mRNA, jejichZ exprese koreluje s nékterymi fyziologickymi stavy, vyvojovymi stavy nebo
pokrogilostf nemoci a tak pod.

Podstata vyndlezu

Pfedmétem tohoto vyndlezu je zpiisob detekce alespoil jednoho cile, jehoX podstata spodivé
v tom, Ze zahrnuje:

a) uvadénf vzorku, ktery miZe obsahovat uvedeny(é) cil(e) do kontaktu s kombinaci, ktera pfed
pfidinim tohoto vzorku obsahuje

i} povrch, obsahujici vice prostorové oddélenych oblasti, z nich¥ alespofi dvé jsou v podstaté
identické, pfitemZ kazda oblast zahrnuje

ii) alespofl dvé rizna mista kotev, pfitemZ kotvy v kaZzdém misté jsou ka2dé ve spojeni s
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iii) bifunkénim linkerem, ktery ma prvni &ast, ktera je specificka pro kotvu, a druhou &ast, ktera
zahmuje sondu, kter4 je specificka pro uvedeny(é) cil(e),

za podminek, pfi kterych se uvedeny(é) cil(e) u¢inné vaze (vaZou) na tuto kombinaci,

a kde dvé nebo vice kotev umisténych v alespoii jednom mist& oblasti jsou ve spojeni s riznymi
bifunkénimi linkery, majicimi rozdilnou specifi¢nost pro cil.

Vyhodné provedeni zpisobu podle vynalezu dile zahmuje uvadéni do kontaktu uvedené
kombinace a jakychkoli vézanych cild s alespofi jednim detekénim linkerem, ktery obsahuje
prvni ¢ast specifickou projeden vézany cil (jeden z vazanych cili) a druhou ¢4st specifickou pro
hlasici Cinidlo. Pfi tomto zplsobu je (&elné, pokud dale zahmuje vazani uvedené kombinace
a jakychkoli vazanych cilil s alespofi jednou detekéni sondou. Pfitom je acelné, pokud

prvni detekéni sonda se vaZe na prvni cil, vazany na kombinaci v prvnim mistg,
druha detekéni sonda se vaze na druhy cil, vazany na kombinaci ve stejném mistg, a
prvni detek&ni sonda a druha detekéni sonda se detekuji soudasné nebo postupné.

Jiné vyhodné provedeni zplisobu podle vynilezu spodiva v tom, %e uvedenym(i) cilem(y) je
(jsou) fragment(y) chranici detekovany cil pfed nukledzou, specificky(é) pro hledanou(é) nukleo-
vou(¢) kyselinu(y). K ugelnému provedeni vyndlezu patfi zpisob, pfi kterém uvedenym(i)
cilem(y) je (jsou) fragment(y) chranici detekovany cil pfed nukleazou, specificky(é) pro hieda-
nou(¢) nukleovou(é) kyselinu{y). Jinym ucelnym provedenim vyndlezu je zplisob, pii kterém
uvedenym(i) cilem(y) je (jsou) fragment(y) chranici detekovany cil pfed nukledzou, specificky(é)
pro hledanou(é) nukleovou(€) kyselinu(y).

Dalsi vyhodné provedeni zpisobu podle vynédlezu spolivd v tom, Zze kazd4 oblast obsahuje
alespoii osm riiznych kotev. Ugelnym provedenim vynalezu je zpiisob, pti kterém alespoti jeden
detekéni linker se zfedi blokovanym detekénim linkerem.

Jesté jiné vyhodné provedeni zpisobu podle vynélezu pro detekcei alespott jednoho cile na bazi
nukleové kyseliny spociva v tim, Ze zahruje:

a) uvadeni vzorku, ktery miZe obsahovat uvedeny(¢€) cil(e) do kontaktu s fragmentem(y)
chranicim(i) detekovany cil pfed nukleazou, specifickym(é) pro uvedeny(é) cil(e) a ktery(é) se
vaze(ou) na tento (tyto) cil(e), vystavenim vzorku uginku nukledzy schopné digestovat zbyvajici
jednovldknové nukleové kyseliny a potom se vysledny vzorek uvede do kontaktu s kombinaci,
ktera obsahuje

i} pavrch, obsahujici vice prostorové oddélenych oblasti, z nich% alesport dvé jsou v podstat®
identické, pfitemzZ kazda oblast zahrnuje

i1) alespoft dvé rizna mista kotev, pfiéemz kotvy v kazdém mist jsou kaZda ve spojeni s
ii) bifunkénim linkerem, ktery mé prvni &ast, kterd je specificka pro kotvu, a druhou &ast, ktera
zahrnuje sondu, kierd je specificka pro jeden z fragmentd chranicich detekovany cil pred

nukleazou,

7a podminek, pfi kterych se uvedeny(é) fragment(y) chranici detekovany cil pred nukleazou
udinné vaze (vazou) na tuto kombinaci, a

kde dvé nebo vice kotev umisténych v prvnim misté oblasti jsou ve spojeni s riiznymi bifunké-
nimi linkery, majicimi rozdilnou specifiénost pro cil, a
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b) detekovani tohoto (t&chto) vazaného(ych) fragmentu(h).

Utelnym provedenim vynélezu je zpiisob, ktery dale zahrnuje hybridizaci vazanych fragmenti se
specifickymi detek&nimi linkery a/nebo detek&nimi sondami, pfidemz se vytvéfi signél odpovi-
dajici ka?dé z uvedenych nukleovych kyselin. Jinym Gielnym provedenim tohoto vynilezu je
zplisob, pti kterém jeden cil je pFitomen ve vét3{ hojnosti neZ druhy cil v uvedeném vzorku a fady
uvedenych rozdilnych bifunkénich linkerd v prvnim a druhém misté jsou upraveny tak, Ze signaly
odpovidajici prvnim a druhym cilim jsou souhlasné upraveny a/nebo souhlasné upraveni téchto
signalii pouziva blokované detekéni linkery. Jeité jiné GZeiné provedeni tohoto vynalezu spociva
ve zpUsobu, ktery dale zahrnuje:

a) hybridizaci uvedené kombinace a jakékoli (jakychkoli) vazaného(ych) fragmentu(it)
chraniciho(ch) detekovany cil pfed nukledzou s alespoii jednim detek&nim linkerem, ktery
obsahuje prvni &ast, ktera je specifickd pro jeden z vazanych fragmentd chrénicich detekovany cil
pied nukleazou, a druhou &ést, kterd je specifickd pro hlasici &inidlo,

b) uvedeni do kontaktu tohoto (t&chto) detekéniho(ich) linkeru(it) s hldsicim Einidlem obsahuji-
cim signélni entitu, a

¢) detekovani uvedené signalni entity.
Dal3im G&eInym provedenim tohoto vynalezu je zpisob, pfi kterém

prvni detekéni linker se vaZe na prvni fragment chranici detekovany cil pted nukledzou, vazany
v prvnim mistg,

druhy detek&ni linker se vaZe na druhy fragment chrénici detekovany cil pfed nukledzou, vazany
ve stejném misté, a

prvni detekéni linker a druhy detekéni linker se detekuji souéasné nebo postupné.

Rovné2 vyhodné provedeni tohoto vynalezu spotiva ve zplisobu, pfi kterém uvedené oblasti jsou
ve formé trubitky a mista na kotvach jsou uspotadana v linedrnim seskupeni v té€chto trubickach.
Ugelnym provedenim je zphisob, pfi kterém uvedené oblasti jsou ve formé trubitky a mista na
kotvéach jsou uspofadana v linearnim seskupeni v téchto trubi¢kach.

Jesté dal$i vyhodné provedeni zplisobu podle tohoto vynalezu spodiva v tom, Ze alespoii jednim
zcili je DNA molekula a alespoil jednim z cili je RNA molekula. Utelnym provedemm Je
zpiisob, pii kterém alespoit jeden z fragmentd chranicich detekovany cil pred nukledzou je speci-
ficky pro DNA molekulu a alespoii jeden z fragmenti chranicich detekovany cil pfed nukleazou
je specificky pro RNA molekulu. Jinym uéelnym provedenim Je zpiisob, pii kterém cilovy(é)
fragment(y) je (jsou) amplifikovan(y) pomoci PCR pfedtim neZ se vzorek(ky) uvede(ou) do
kontaktu s kombinaci. Dal$im G&elnym provedenim je zpiisob, ktery spodiva v tom, Ze se cil(e)
amplifikuje(i) pomoci PCR za pouziti dvou PCR primerd, pfi¢emZ jeden nebo oba z nich obsa-
huji chemickou modifikaci, ktera dovoluje primeru pfichytit se na tuhému povrchu.

Dalsi vyhodné provedeni zpisobu podle tohoto vynélezu spodiva v tom, Ze zahmuje uvedeni do
styku této kombinace a jakychkoli vazanych cilli se znatenou detek&ni sondou a detekovani této
znaéné sondy, pfiéemz tato znadena detekéni sonda obsahuje nekonvertovany fosfor. Utelné je
provedeni zpiisobu, ktery obsahuje:

uvedeni do styku kombinace a jakychkoli vazanych fragmentdi s alespoii dvéma detekenimi
linkery, z nichz kazdy obsahuje ¢4st specifickou projeden z uvedenych fragmenti a ¢ast specific-
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kou pro béznou 3' pfesahujici sekvenci na uvedenych fragmentech, ktera neni specificka pro
uvedené cile,

uvedeni do kontaktu téchto detekénich linkerd s hlasicim Ginidlem, které je specifické pro uvede-
nou bé2nou sekvenci a ktery obsahuje signalizatni entitu, a

detekovani uvedené signalizatni entity.
Jiné i¢elné provedeni zplisobu spo&iva v kombinaci, ktera obsahuje 25 aZ 1536 oblasti.

Jedté jiné vyhodné provedeni zplsobu podle vynalezu spotiva v tom, Ze kazda oblast obsahuje
alespoii osm riznych kotev. Uelnym provedenim j je zplisob, pfi kterém kazda oblast obsahuje
alespoit osm riiznych kotev.

Déle se uvadi podrobnéj$i popis pfedmétného vynalezu, soudasné s tdaji osvétlujicimi tento
vynalez v Sirich souvislostech a také se popisuji moznosti aplikace vynalezu.

PredloZeny vynilez umoZiluje feSit kompozice, pfistroje a zplsoby pro soudasné provadéni
vétitho pottu biologickych nebo chemickych testd a umoZiuje rychlé provedeni analyzy velkého
poctu vzorkd, jako naptiklad vzorki od fady pacienti, pokud se ma jednat o screeningové testy,
JejichZ cilem je diagnza, nebo pro testovani fady potencidlnich I€¢iv nebo terapeutickych piisad
a Cinidel, ktera se maji testovat pfi zpisobu hledani 1éku. Je vyfesena také kombinace, ktera je
vhodnd pro detekei jednoho nebo vice cilii ve vzorku. Tato kombinace zahrnuje povreh, ktery je
tvofen fadou navzajem oddélenych oblasti, které se mohou nazvat testovacimi oblastmi, pfidemz
tyto oblasti jsou napf. vytvofeny jako jamky, a pFitemZ alespoit dvé z nich jsou v podstaté
identickeé.

KaZdy povrch zahmuje alespoit dvé, vyhodné alespon dvacet nebo vice, napt. alespott asi 25, 50,
96, 864 nebo 1536 atd., v podstaté identickych oblasti. Kazda testovaci oblast definuje prostor
pro zavedeni vzorku obsahujictho (nebo potencidlng obsahujiciho) jeden nebo vice cilii a obsahu-
je skupinu biologickych nebo chemickych testii. (Véty jako je ,vzorek obsahujici cil* nebo
»detekovat ¢il ve vzorku“ nejsou mingny tak, Ze by mezi tyto Sinnosti nepatfily ptipady, kdy
vzorek nebo stanoveni (pokus o stanoveni) nevedlo ke zjisténi cilii nebo nebyl cil detekovan. V
obecném smyslu, tento vynilez zahrnuje matice, které slouzi ke stanoveni, zda cil je obsaZen ve
vzorku nebo zda neni obsaZen ve vzorku). Takovéto matice zahrnuje generické ,.kotvy“, z nichz
kazda je spojena s bifunk&ni molekulou linkeru, ktera obsahuje prvni &4st specifickou pro kotvu a
druhou &ast, kterd obsahuje sondu, kterd je specificka pro alespoii jeden cil nebo vice cild.
Kombinace podle tohoto vynalezu se uvede do kontaktu se vzorkem obsahujicim jeden nebo vice
cila, které po ptipade reaguji s molekulou (molekulami) detektory a poté se pomoci detekéniho
zafizeni stanovuje jaké reakce mezi cilovymi molekulami a sondami probéhly v testovacich
oblastech, pfi¢emZ se ziska alespoii jeden vysledek nebo vice vysledki testu.

Vynilez fesi zpisoby a kompozice, kieré jsou zejména vhodné pro vysoce vykonné biologické
testovani. V provedenich, kterd jsou zejména vyhodna, se da vynalez pouzivat pro vysoce
vykonny screening pro hledani lé¢iv. Tak napt. vysoce vykonny test se dé provést v mnoha (napf.
100) 96 jamkovych mikrodestickich najednou. Kazd4 jamka na desti¢ce miZe obsahovat napf.
36 riznych testd provedenych pomoci matice zhruba 36 kotev a linkerovych pari. To znamena,
100 destitek, 96 jamek na destitku a kazda jamka 36 testil, takZe je moZné dosdhnout celkového
poctu 345 000 testd; napt. kazdy z 9 600 riznych kandidatd na 1é&ivo se mize testovat soudasné
z hlediska 36 riznych parametrd testu. Vysoce vykonny testovaci systém poskytuje mnohem vice
informaci o kaZdé litce, ktera je kandidatem na 1éivo neZ pfi jednotlivych testech, kdy se
zjidtuje pouze jediny parametr. Tak napf. je moZno pfi jednom zahajovacim vysoce vykonném
screeningovém testu stanovit, zda uvedené navrzené 1éivo je selektivni, specifické a/nebo neto-
xické. Nevysoce €inné metody stanoveni vyZaduji extenzivni ndsledné testovani, pomoci
kterého se zjistuji parametry pro kazdou latku, ktera je pfedmétem zajmu a ktera je kandiditem
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na lédivo v daném ptipadé. Nekolik typhi vysoce vykonnych screeningovych testd je popsano
napf. v ptikladech 15 17. Schopnost provést simultanné 3irokou fadu biologickych testii a dosah-
nout mnoha testd najednou (). pfi velmi vysokém po&tu testil a velké rychlosti) pfedstavuje dvé
dilezité vyhody vynélezu.

V jednom provedeni se napf. pomoci 96 jamkovych DNA nosnych destitek (Coming Costar)
vyrobenych z polystyrenu s povrchem chemicky upravenym pro navazovani primarnich amind,
jako jsou napf. aminokyseliny nebo modifikované oligonukleotidy, je soubor 36 riznych oligo-
nukleotidi nanesen na povrch kazdé jamky kazdé desky, kterd ma slouZit jako kotva. Tyto kotvy
se pak mohou kovalentn€ napojit na chemicky upraveny polystyren, pficemz stejnych 36 kotev se
dé pouzit pro veskeré screeningové testy. Pro jeden konkrétni test je déan soubor linkerd, ktery se
dé pouzit k naprogramovani povrchu kazdé jamky, aby byl specificky pro aZ 36 riznych cild
nebo typil, které jsou ptedmétem zajmu testu. PFi tom se d4 na kazdou z 96 jamek na kazdé
desti¢ce piisobit jinym vzorkem. Stejny soubor kotev se di pouZit vicekrét a da se pfeprogramo-
vat povrch kazdé jamky pro jiné cile a jiné testy, které jsou pfedmétem zdjmu nebo se da pouzit
nékolikrét se stejnym souborem linkerd. Tato flexibilita a opakovatelnd pouZitelnost pfedstavuje
dal%i vyhody tohoto vynalezu.

Jedno provedeni vynalezu ptedstavuje kombinace pouZitelna pro detekci jednoho nebo vice cil
ve vzorku, pti¢em? toto provedeni zahrnuje, pfed pridanim uvedeného vzorku,

a) povrch, obsahujici fadu vzajemné oddélenych oblasti, pfidemz alespoii dvé z t&chto oblasti
jsou v podstaté identické, pti¢emZ kazda oblast obsahuje

b) alespoil osm odli$nych oligonukleotidovych kotev, z nichZ kaZda je spojena s

c) bifunkénim linkerem, ktery ma prvni &4st specifickou pro uvedenou oligonukleotidovou
kotvu a druhou &4st, kterd zahrnuje sondu, ktera je specifickd pro uvedeny cil nebo pro
uvedené cile.

Jinym provedenim podle vynalezu je kombinace pouZitelna pro detekci jednoho nebo vice ¢ili ve
vzorku, ktera zahrnuje, pfed pfidanim uvedeného vzorku,

a) povrch, obsahujici fadu navzajem odd&lenych oblasti, z nichz alespoit dvé jsou v podstatg
identické, pfidemz kazd4 oblast obsahuje

b) alespoit osm riiznych kotev, z nichZ kaZda je spojena s

¢) bifunk&nim linkerem, ktery mé prvni &ast specifickou pro kotvu a druhou &ast, ktera obsahu-
je sondu, ktera je specifické pro uvedeny cil nebo cile.

Podle dalgiho provedeni vynlez tesi zpisob detekce alespoii jednoho cile, pfi kterém se uvadi do
kontaktu vzorek, ktery obsahuje cil nebo cile s kombinaci, kterd je popsané shora, za podminek
efektivnich pro navézani uvedeného cile nebo cild na uvedenou kombinaci. Podle jiného
provedeni se fes{ zpiisob stanoveni exprimovaného vzorce RNA, pfi kterém se inkubuje vzorek,
ktery obsahuje jako cil nebo jako cile alespoil dv& molekuly RNA s kombinaci popsanou shora,
pFidemz alespoil jednou sondou v této kombinaci je nukleova kyselina (napf. oligonukleotid),
ktery je specificky (tj. selektivni) pro alespoil jeden nebo vice RNA cili, za podminek, které jsou
efektivni pro specifickou hybridizaci RNA cile (cilii) s¢ sondou (sondami). Dalsi provedenim je
zpisob pro identifikaci Cinidel (nebo podminky (podminek)), které moduluji exprimovany
vzorec RNA, pidemz tento zpiisob je stejny jako zpisob popsany shora pro stanoveni exprimo-
vaného vzorce RNA, a déle zahrnuje srovnavani exprimovaného vzorce RNA, ktery je produko-
vén za pfitomnosti uvedeného ginidla (nebo za podminky nebo za podminek) s exprimovanym
vzorcem RNA produkovanym pfi jinych podminkach.




20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 301618 B6

Pomoci ptikladu, obr. | a 2, jsou ilustrovany kombinace podle vyndlezu a zptisoby jejich pouZiti
k detekci mRNA cile. Povrch vytvofeny podle vynalezu, znizorn&ny na obr. 2, obsahuje 15
identickych testovacich oblasti; pfi vyhodném provedeni podle vynalezu je kazda z téchto testo-
vacich oblasti vytvofena v jedné jamce mikrotitrové destitky. KaZda z testovacich oblasti obsa-
huje $est riznych kotev, zde oznagenych jako &isla 1 aZ 6. Obrazek 1 schematicky znazoriiuje
jednu z takovychto kotev, kotvu 1, kterd je ve vétdiné provedeni podle vynilezu tvofena oligo-
nukleotidem. Ke kotvé | je navazana molekula linkeru, v tomto pfipadé linker 1, ktery zahrnuje
dvé &asti. Prvni ast, kterd je specificka pro kotvu, je na tomto obrazku oligonukleotid, ktery se
miize hybridizovat specificky vii¢i kotvé. Druhou &4sti, kterou je sonda specificka pro cil zdjmu
- zde, cilova mRNA 1 - je na tomto obrazku znazornéna jako oligonukleotid, ktery je hybridizo-
vatelny s timto cilem. Na tomto obrazku neni znazornéno, e ka2da ze zbyvajicich péti kotev se
miZe hybridizovat se svym vlastnim linkerem pies &ast specifickou pro kotvu; kazdy linker miZe
obsahovat ¢ast, kterd je tvofena sondou, specifickou pro napf. mRNA odli¥nou od (nebo stejnou
jako) mRNA |. Tato znézoména kombinace se d& pouZit k testovani aZ 15 riznych vzorkd
souasné na pritomnost mRNA | (nebo simultinné, pro mRNA cile, které jsou specifické
(programované) dalSimi péti sondami testu). Pii provadéni testu se kazdy vzorek, ktery je v tomto
ptipad€ vzorek RNA extraktu z, feknéme, jedné z 15 nezdvislych bunéénych linii, pfida v malém
mnoZstvi k jedné z oblasti nebo do jedné z jamek, a inkubuje se za podminek, které jsou efektivni
pro hybridizaci sondy a cile. Za G¢elem stanoveni, zda mRNA 1 je ve vzorku ptitomna, se
pomoci 2afizeni rozpozna, zda doslo nebo nedoslo k interakei specifické pro dané misto v kazdé
oblasti tak, Ze se zjidt'uje, zda je pfitomen nebo neni pfitomen urdity signal. Pokud se bunééné
linie inkubuji za podminek, ve kterych jejich mRNA jsou znadeny in vivo pomoci urdité znalky
a jestliZe je ve vzorku pfitomna mRNA 1, detektor zjisti signal vychézejici ze znatené mRNA na
misté definovaném souborem kotva/ komplex sond 1. Alternativné miZe byt mRNA piimo
znadena in vitro, coz se déje pfed nebo po jejim pfidanim k oblastem (k jamkém). Alternativng,
Jak je znazoméno na obr. 1, mize byt mRNA zna¢ena nepfimo pfed nebo po hybridizaci sondou,
tj. inkubaci RNA se znadenym ,detektorem™, coZ je oligonukleotid (cilové specificky oligo-
nukleotid), ktery je komplementirni k sekvenci jiné, neZ kterd ma byt rozpozndvana danou
sondou. Ve zndzornéném pfipade, je moiné analyzovat soufasné aZz 15 vzorki.. Vzhledem
k tomu, Ze sou¢asné |ze podle vyndlezu analyzovat minimaln& 20 nebo vice napf. aZ 1536 nebo
vice vzorki, jedné se o velice vykonny systém.

Termin ,cil*, jak je zde pouZivan, znamena latku, jejich2 pfitomnost, aktivita a/nebo mnoistvi je
potieba zjistit, a kterd ma afinitu pro danou sondu. Cile se mohou vyrabét uméle nebo to mohou
byt latky vyskytujici se v prirodg. Také lze je pouzit jejich nezmé&nény stav nebo lze tyto cile
sledovat ve formé agregétu s jinymi druhy. Cile se daji navazovat, kovalentné nebo nekovalentng,
na vazné Eleny, coZ lze &init pfimo nebo pres specifické vazaci latky. Piiklady cild, které se
mohou pouZivat pi tomto vynélezu, jsou mimo jiné, receptory (na vehikula, tuky, buné&né mem-
brany nebo riizné jiné receptory); ligandy, agonisté nebo antagonisté, které jsou vazany na speci-
fické receptory; polyklonalni protilatky, monoklonalni protilatky a antiséra reaguijici se specific-
kymi antigenovymi determinanty (jako jsou specifickd na viry, buiiky nebo jiné materidly);
l€¢iva; nukleové kyseliny nebo polynukleotidy (véetng mRNA, tRNA, rRNA, oligonukleotidi,
DNA, virové RNA nebo DNA, ESTU, cDNA, PCR—zesilenych produkti: odvozenych od RNA
nebo DNA a mutaci, variant nebo modifikaci uvedenych latek); proteiny (vEetng enzymi jako
Jjsou enzymy zplisobujici $té€peni neurotransmitérli, protedzy, kindzy apod.); nosi¢e enzymé; pep-
tidy; kofaktory; lektiny; cukry; polysacharidy; buiiky; buné¢né membrany; organely; atd. A
stejné tak miiZe jit o molekuly nebo jiné latky, které mohou existovat komplexni, kovalentné
vazané zesitované nebo dalii jiné form&. Zde se pouZivaji terminy nukleova kyselina, poly-
nukleotid, polynukleova kyselina a oligonukletid, coZ jsou terminy vzijemné zaménitelné. Cile se
také daji oznatovat jako anti-sondy.

Vyraz ,,sonda, ktery je zde pouzivin, je latka, napf. molekula, kterd mize byt specificky rozpo-
znana uréitym cilem. Typy potencionalnich dvojic sonda/cil nebo cil/sonda s navazanymi dal3imi
¢astmi zahmuji také dvojice receptor/ligand; ligand/antiligand; interakce nukleovych kyselin
(polynukleotidil) mezi které patii DNA/DNA, DNA/RNA, PNA (peptidové nukleova kyselina)/-
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nukleova kyselina; enzymy nebo jiné Katalyzitory nebo jiné litky, se substrity, malymi mole-
kulami nebo efektorovymi molekulami; atd. Pfiklady sond, které jsou napi. uvaZovany pro pou-
#iti podle tohoto vynalezu, mimo jiné, jsou organické nebo anorganické materialy nebo polyme-
ry, véetné kovil. chelatadnich &inidel nebo jinych sloutenin, které interaguji specificky s kovy,
plasty, agonisty a antagonisty pro bun&&né membrény a jejich receptory, toxiny a venomy, viralni
epitopy, hormony (napt. opioidni peptidy, steroidy, atd.), receptory hormond, lipidy (v¢etné
fosfolipidii), peptidy, enzymy (jako jsou proteazy nebo kindzy), noside enzymi, kofaktory, 1é€i-
va, lektiny, cukry, nukleové kyseliny (v&etn& oligonukleotidi, DNA, RNA, PNA nebo modifiko-
vané nebo substituované nukleové kyseliny), oligosacharidy, proteiny, enzymy, polyklonalni a
monoklonalni latky, protilitky s jednim fetdzcem nebo fragmenty uvedenych latek. Polymerni
sondy mohou byt linearni nebo cyklické. Sondy mohou rozliSovat mezi fosforylovanymi a
nefosforylovanymi proteiny, bud’ zd4nlivou, nebo skuteéné odlidnou aktivitou nebo odli¥nym
zplisobem bandy. Sondy jako jsou lektiny mohou rozlifovat mezi glykosylovanymi proteiny.
Vyrazy nukleové kyselina, polynukleotid, polynukleova kyselina a oligonukleotid jsou zde, jak
jsou pouzivany, zaménitelné. Jakékoliv latka pospani shora jako ,sonda“ mie slouZit také jako
il a naopak.

Podle vynalezu lze pouzit jakékoliv kompatibilni povrchy. Povrch (obvykle pevny) mize byt
jakoukoliv varietou organickych nebo anorganickych materialii nebo jejich kombinacemi, véetné
napt. formou pfikiadu, plasti jako jsou polypropylen nebo polystyren; keramiky; kiemiku; (napo-
jeného) oxidu kfemititého, kfemene nebo skla, pfitem2 tyto povrchy mohou mit tloustku napf.
mikroskopické sklenéné folie nebo sklenéného povlaku; papir jako napt. filtralni papir; diazoto-
vana celuldza; nitrocelulozové filtry; silonové membrany; gelové vrstvy polyakrylamidového éi
jiného typu, napifklad lehtené bublinkové folie nebo lehené perlitky, vyrobené z aerogelu, ktery
je naptiklad ve form& vysoce porézni pevné latky, vEetné filmi, které se pfipravuji sudenim
vlhkého gelu jakymkoliv zndmym zpiisobem. Substraty, které jsou prihledné, jsou vhodné pro
provadéni testll, jejich? soudasti je optickd detekce. Ve vyhodném provedeni jsou plastové
povrchy vicejamkové, napt. se miiZe jednat o tkafiové kultury tvotici kotoude, napf. mize jit o
24— 96—, 256—, 384—, 864—, nebo 1536— jamkové desky (napi. miZe jit o upravené desky jako je
Corning Costar DNA deska). Kotvy mohou byt ptipojeny, napt. vazbou, pfimo na povrch nebo
mohou byt spojeny s jednim typem povrchu napi. se sklem nebo mohou byt umistény do
kontaktu s druhym povrchem napf. uvnitf plastové ,jamky* na mikrotitrovou plosku. Tvar povr-
chu neni kriticky. Podle vynalezu se da cely povrch vytvofit jako Ctverec, obdélnik nebo kruh
nebo miize byt trojrozmérny, napfiklad mizZe jit o &dstice loZe, precipitity, sraZeniny, trubky,
kuli¢ky a pod.

Tak napf. pfi vyhodném provedeni mohou byt oblastmi jamky nebo jejich soubory umisténé na
kotoudich, napft. 24—, 96—, 256—, 384—, 864~ nebo 1536 jamkové desky. Alternativnd mize jit
o sklen&né povrchy, které mohou byt déleny takZe maji napf. 864 nebo 1536 oddélenych jamek.
Alternativné mohou tyto povrchy obsahovat oblasti, které nejsou nijak od sebe oddéleny, nebo
mizZe jit o jamky. V takovém pfipad® také miZe byt povrch hladky, napi. mitze jit o plastovy
kousek, sklo nebo papir a jednotlivé oblasti se mohou déle oddglit od sebe materialem, ktery se
nanese na tento povrch (napi. plastovy nebo sklenény materidl). Tento naneseny material potom
oddéluje od sebe jednotlivé oblasti. Povrch miiZe také jiz byt pfedem opatfen mfizkou nebo
kotvami, nebo mohou byt kotvy jiZ napojeny na linkery pfed tim, neZ se jednotlivé oblasti od
sebe odd&li. V jiném provedeni mohou byt mfiZky kotev uvnitf kaZdého regionu vytvofeny vzi-
jemnym oddglenim prazdnymi prostory na povrchu, pfidem? v téchto odd&lovacich prostorech
nejsou Zadné kotvy nebo miZe jit o odd¥leni chemickymi bariérami jako je vosk nebo silikonové
plasty, &imZ se zabréni rozSifovani nanaSenych kapek. Podle daldiho provedeni jsou oblasti
definované jako trubitky nebo kanalky, kterymi miiZe protékat regulované tekutina, napf. mohou
byt vytvoteny takto oblasti pro test provadény pfi pritoku tekutiny, jak je popsano napt. v publi-
kaci Beattie et al (1995). Clin. Chem. 4, 700-706. Trubitky mohou mit libovolnou velikost,
naptiklad mohou mit primér jako Kapilary nebo vétsi, mohou umoZiiovat pritok kapalin nebo
mohou byt parcidlng nebo iplné& ucpany gelem, naptiklad agar6zovym nebo polyakrylamidovym,
kterym mohou byt sloudeniny transportovany (mohou prochézet, protékat nebo se mohou skrz
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néj Cerpat) napiiklad elektroforeticky. Ve vyhodném provedeni je trubice naplnéna gelem a tento
gel je aktivovan, takie je schopen navazovat kotvy. Riizné kotvy se nechaji prochazet gelem
postupné, coZ umoZiiuje vytvoieni linedrniho uspofadani (matice) kotev uvnitf gelu. Linkery, cile
atd. se nechavaji prochazet gelem postupng. Oblasti uvnitt povrchu, nebo na povrchu a pod. se
také mohou od sebe oddélit modifikaci povrchu jako takového. Tak napf. plastovy povech miZe
obsahovat ¢asti vytvofené z modifikovaného nebo chemicky upraveného plastu, ktery mize
slouZit napf. jako mista pro adici specifickych typd polymerii (napt. PEG se miZe pFipojit na
polystyrénovy povrch a pak chemicky upravit karboxylovymi nebo aminovymi skupinami, dvoj-
nymi vazbami, aldehydy a pod.). Alternativng miZe plastovy material zahrnovat roztavené struk-
tury jako napf. vystupujici vy¢nélky, které mohou slouZit jako zakladny pro navazani kotev. V
Jjiném provedeni mohou byt oblasti tvofeny gelovymi vrstvami, napiiklad polyakrylamidovymi
gelovymi foliemi nebo leh&enymi foliemi, které jsou na povrchu, napfiklad sklenéném, uspoia-
dany do pozadované matice, nebo jsou vrstveny mezi dvéma povrchy, napfiklad mezi sklengnou
a kfemennou destitkou. Kotvy, linkery a podobné mohou byt imobilizoviny na povrchu téchto
podioZek nebo mohou byt navazany uvnitt. Rada takovychto uspofadani je odbornikiim v oboru
ziejma a mnoho se jich d4 ziskat rutinnim zpisobem, znimymi metodami. Relativni orientace
testovacich regionli miize mit fadu forem véetng, kromeé jinych, paralelnich nebo kolmych mfizek
uvnitf Etverce nebo obdélniku nebo jiného tvaru, miZe jit o piimo prodlouzené mfiZky uvnitf
kruhového nebo jiného povrchu nebo o linedrni mfizky a tak pod.

Prostorové oddélené oblasti podle vynélezu jsou pfitomny ve vice kopiich. To znamena, e jsou
pritomny alespori dv&, vyhodné alespoii dvacet nebo alespon 24, 50, 96, 256, 384, 864, 1536,
2025 nebo vice a pod. v podstaté identickych, prostorové odd&lenych (separovanych) oblasti.
Vyssi podet opakovani oblasti mize umoznit pfes vy$3i priichodnost rychlost provad&ni testu.
V podstaté identické oblasti, jak jsou zde pouZivany, znamenaji oblasti, které obsahuji identické
nebo v podstaté identické m¥fZky kotev a/nebo komplexy kotva/linker. Termin v podstaté identic-
ké, jak je zde pouZivan, znamend, ze mfizka oblasti je vytvofena tak, Ze slouZi v podstaté pro
stejnou funkci jako jind mifzka nebo oblasti v kontextu analyzy cilovych latek ve smyslu vyna-
lezu. OdliSnosti, které v podstaté neovlivni funkei, to je schopnost detekovat cile, jsou napt. drob-
(slab3i schopnost povrchu vazat linkery) a tak pod., které v rdmei pfesnosti testu vyrazné neov-
livituji vysledky, kterymi je stanoveni cilové latky nebo funkce.

Pochopitelné odbornik v oboru pozna, Ze viechny oblasti na povrchu nemusi byt v podstaté
identické. Napf. pokud jsou testovany dva riizné soubory matic soudasné, mize byt vyhodné
zahmout oba soubory matic na jediny povrch. Tak napt. dva rizné soubory matic mohou byt
uspofadany v podobé stfidajicich se pruhi, ¢imz se docili srovnani mezi nimi. V jiném provedeni
miiZe v praxi nastat poZadavek zahrnout do testu jednu nebo dvé nebo vice oblasti, které mohou
byt detekovany odliSnym zpiisobem z jiné oblasti na povrchu a tim mohou byt pouzity jako
~registratni region (regiony)“. Tak napt. registraéni region muzZe obsahovat oligonukleotidy nebo
peptidy, které vykazuji odli$ny zpisob fluorescence molekul, ktery miZe byt rozpoznan skeno-
vacim detek&nim zafizenim jako ,,vychozi bod“ pro nastaveni danych mist oblasti na povrchu.

Velikost a fyzikalni oddélovani testovacich oblasti neijsou nijak limitovany. Typickymi oblasti
jsou plochy asi 1az asi 700 mm’, vyhodn& 1 az 40 mm’ a jsou od sebe oddéleny mezerami o sile
0,5 az 5 mm. Jejich tvar se voli podle moznosti dané plochy. Ve vyhodném provedeni je vzdale-
nost oblasti asi 5 mm. Tak napf. kazda oblast mize obsahovat obdélnikovy rost, s napt. 8 fadami
a 6 sloupci zhruba kruhovych mist s kotvami, pfi¢emz tato mista maji primer asi 100 mikrometrd
a jsou od sebe vzdilena asi 500 mikrometri; takovéto oblasti mohou pokryvat asi 20 mm povr-
chu plochy. VEtsi a mensi oblasti a plochy a vét§i nebo mensi vzdalenosti od sebe jsou oviem
pochopitelné také mozné a jsou souéasti vynalezu.

Oblasti se mohou dale délit tak, Ze veskeré kotvy uvnitf oblasti nebo nékteré kotvy uvnitf oblasti
jsou fyzicky od sebe oddéleny zpisobem jako je napf. zafez nebo dilek. Tak napf. pocet pod-
oblasti v oblasti mbze byt 10 aZ asi 100 nebo vice nebo méné. Podle jednoho provedeni oblast,
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ktera je jamka s 1536 jamkovym kruhem se d4 jemnéji rozdélit na mendi jamky, napf. asi 4 aZ asi
900, vyhodné asi 16 aX 36 jamek, ¢imZ se vytvoi matice jamek uvnitt jamky. Viz obrézek 4.
Takovyto vroubkovany povrch ma niZ3i toleranci, kterd je vyZzadovana pro fyzické umisténi jedné
kotvy (nebo skupiny kotev) na urgité ptesné misto (lokalitu) a velikost plochy obsahujici kotvy je
jednotn&j¥i, &imZ se dociluje lepsf detekee cil, které se vazi na sondu.

Termin ,kotva“, jak je zde pouZivan, znamena jakoukoliv entitu nebo litku, napf. molekulu
(nebo ,,skupinu® v podstaté identickych takovychto latek (viz napt. obrézek 7)), ktera je spojena s
(napt. imobilizovéna navazéna kovalentné nebo nekovalentné) s povrchem nebo kterd je sougasti
takového povrchu (napf. &asti chemicky zménéné, nalézajici se na plastovém povrchu) a ktera
miZe podstoupit specifickou interakei nebo asociaci s linkerem nebo jinou latkou, jak je zde
popsano. Termin kotva/komplex linkert, jak je zde pouZivan, pfipada v Gvahy tehdy, kdyZ kotva
a linker se kombinuji prostfednictvim molekuldmi asociace specifickym zpiisobem. Interakce
s linkerem miize byt bud’ ireversibilni, jako je takov4, ktera probiha pies urdité kovalentni vazby,
nebo reversibilni, jako je hybridizace nukleové kyseliny. Ve vyhodném provedeni je kotvou
nukleova kyselina, kterd mize byt jakkoli dlouha (napf. mitZe jit o oleonukleotid) nebo mize byt
libovolného typu (napf. DNA, RNA, PNA nebo PCR produkt RNA nebo DNA molekuly).
Nukleova kyselina se d4 modifikovat nebo chemicky upravit (napf. pokud obsahuje pfirodné se
vyskytujici nukleotidy jako je napf. inosin; pfipojené riznymi zndmymi viastnimi zbytky jako je
sulfamat, sulfamid, fosforothionat, metylfosfonat, karbamat atd. nebo semisyntetické molekuly,
jako je napf. konjugit DNA-—streptavidin atd.). Vyhodné jsou nukleové kyseliny s jednim
Fetézcem. Kotvou miZe také byt peptid nebo protein. Tak napf. mizZe jit o polyklonalni nebo
monoklonalni protilatku molekulu nebo fragment této molekuly nebo této protilitky nebo o proti-
litku s jednim fetdzcem nebo jeji fragment, kterd se vaze specificky k ¢asti linkeru, kterym je
antigen nebo molekula protilatky; v jiné obmé&né mize byt kotvou peptid a éast linkeru, ktera se
véze k tomuto peptidu miize byt tvotena protilitkou nebo podobng. V dalsim provedeni miiZe byt
kotvou lektin (jako je konkanavalin, a nebo aglutininy z organizmu jako je Limulus, podzemnice
olejna, fazol zlaty, fazol, obilné kligky atd.), které jsou specifické zejména pro cukry. V dalsim
provedeni miZe byt kotvou organickd molekula, jako je molekula modifikovana nebo chemicky
zménény plastovy polymer, ktery miZe slouZit napt. jako stadium specifické chemické syntézy
oligonukleotidu v pevné fazi. V tomto pifpadé se chemicky zm&nény plast distribuuje jako
miizka na diskrétnich chemicky zménénych mistech, kterd jsou vytvofena integrilné do
plastového povrchu kombinace pfi procesu vyroby. V jiném provedeni miiZe kotva mit vyhodu
specifické preferen&ni vazby mezi kovovymi ionty, napt. Ni, Zn, Ca, mg atd. a uritymi konkrét-
nimi proteiny nebo chelatadnimi &inidly. Tak napf. kotvou miiZe byt polyhistidin a &asti specific-
kou pro kotvu, ktera pfedstavuje linker, mZe byt nikl, ktery je napojen pies nikl pfes chelatacni
ginidlo na cilov& specifickon sondu. Alternativng md¥e byt chelataéni Cinidio kotvou a poly-
histidin miiZe byt &asti spojenou se sondou. Alternativné miize byt kotvou anorganicka latka.
MiiZe to byt napt. kov jako je vapnik nebo hofétk a ¢asti linkeru, kterd je specifickd pro kotvu
miZe byt vhodné chelataéni Cinidlo jako je EDTA nebo EGTA, pfitemz toto chelatatni &inidlo
je ptipojeno k sondé, ktera je specifickd pro uréity cil. Odbornik v oboru snadno rozpozna, Ze
jako kotvy mohou byt pouzity nejriznéjdi molekuly, kterych je velké mnozstvi a tyto obecné typy
se také diskutuji ve spojeni s cily a sondami.

Podet kotev v testovaci oblasti miZe byt nejméng 2, vyhodné od asi 8 do asi 900 (méné nebo vice
je také mozZno), vyhodn&j§i je, aby jich bylo 8 aZ asi 300 a je$t& vyhodnéjsi mezi 30 a asi 100
(napt. asi 64). V né&kterych vyhodnych provedenich je pouzito 16, 36, 45 nebo 100 kotev/testo-
vaci oblast pro povrch s 96 testovacimi oblastmi (napf. jamkami) nebo asi 9, 16 nebo
25 kotev/testovaci oblast pro povrch s 384 testovacimi oblastmi (napf. jamkami). Ve vétSing
provedenich m# ka?d4 kotva v testovaci oblasti oproti ostatnim kotvdm v mfiZce odli$nou
specifitu. Nicmén& dvé nebo vice kotev mii¥e pokryvat stejnou specifitu a veskeré kotvy také
klidn& mohou byt identické. V jednom provedeni, ve kterém je zahrnuta kombinace hodné
velkého podtu testovacich oblasti (napt. asi 864, 1536 nebo vice) tak, Ze s¢ zAroveii provadi velky
podet testil, miZe byt zdjem testovat takové vzorky, Ze se pro kady vzorek poZaduje pouze velmi
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omezené mnozstvi parametri (napi. asi 2, 4, 6 nebo 9). Jinymi slovy, pro kombinace zahrnujici
hodné velké pocty oblasti, mize byt vyhodné mit pouze 2 a¥ 9 kotev na oblast.

Fyzikdlni odd&leni a relativni orientace kotev v nebo na testovaci oblasti nejsou omezeny.
Obvykle je vzdalenost mezi kotvami asi 0,003 a2 asi 5 milimetrd nebo mensi, vyhodné mezi kot-
vami asi 0,003 a% asi 5 milimetri nebo mensi, vyhodn& mezi asi 0,03 a asi 1. Vzdalenosti mezi
kotvami (a plochami) mohou byt také vétdi nebo mendi. Kotvy mohou byt uspofadiny
v libovolné orientaci jedna viiéi druhé i vii¢i hranicim jednotlivych oblasti. Tak napf. mohou byt
uspofadany v dvourozmémé orientaci, jako napf. ve &tverci, obdélniku, $estithelniku nebo
v jiném geometrickém tvaru, nebo v kruhovém tvaru, pfi¢emZ kotvy v takovém p¥ipadé sméfuji
od stfedu v radialnich liniich nebo v soustfednych kruzich. Kotvy také mohou byt uspofidany
v jednorozmérném, lineArim tvaru. Tak napf. oligonukleotidy se mohou hybridizovat ve speci-
fickych pozicich podé]l DNA nebo RNA sekvence, &¢imZ tvofi supramolekulami uspofadani, nebo
v linearnim uspofédani pti prichodu gelem. Alternativné mohou byt kotvy také uloZeny v miiz-
kovité nebo zebritkovité formaci. (Viz. obr. 6). Tak napi. kotvy mohou byt uloZeny jako dlouhé
rovnob&mé linie, které leZi jedna vedle druhé. Vzdalenost mezi nimi nebo délka ka%dé této linie
mohou byt riizné podle nejlepsi cesty k ziskani jednoduchého rozpoznatelného vzorce jako je
Zebfitek, mfizka a pod., pfi€emz prvni a tfeti linie miZze byt dvakrat tak dlouha jako zbytek, nebo
miiZe byt jedna linie vypudtén4, atd. Jedna prazdna linie navic se miiZe umistit po posledni linii,
aby se odlidila jedna testovaci oblast a Zebfitkovity nebo mfiZkovity tvar se miliZze opakovat v
oblastech usp&snych testd.

V jednotlivych oddélenych testovacich jamkéch (testovacich oblastech) nebo v oddélenych
testovacich mistech, nemusi byt uspofadani kotev vidy ve stejné pozici, Vyraz ,testovaci pozice*
je pouzivan tak, Ze oznaduje mista, na kterych lze na povrchu provadét test, a na ktera se nanaeji
testované vzorky. (Tyto pozice mohou byt uréeny moZnosti umisténi oddélenych kapek testova-
ného vzorku nebo umisténi jamek nebo pomoci jakychkoliv odd&lovacich prostfedki, uréujicich
jednotlivou testovaci jamku nebo tvoficich mnohojamkovou desku.) Uspofadani kotev samo
o sobé (napi. Zebfitkovity nebo miiZkovity tvar oligonukleotidovych kotev) se pouziva tehdy,
kdy je tfeba umistit kazdou jednotlivou kotvu na pfesném mist& do daného tvaru — napf. jako je
v piipadg, Ze jednotlivé linie jsou uspotaddny Zebfitkovit® a jednotliva pozice je rozpozndvéana
vii€i ostatnim liniim svou polohou. Z tohoto diivodu prvni kotva nemusi byt na prvni hrang
Jjednoho rohu kazdé testovaci pozice. Prvni kotva se nalezne na zikladé rozpoznani rozlo¥eni, co
Jje vyhodnéj8i nez pokud se naléza na zakladé pozice, kterou maji vzdjemnou vi&i sob& pro
Jednotliva testovaci mista. Vzhledem k tomu, Ze plocha vyuZivand kazdou testovaci pozici (napf.
plocha kapky nebo plocha jamky) je dostatetné velka, aby byla schopna obsahovat alespoii jednu
celou jednotku opakovanych vzorli kotev, kazdy testovaci bod testuje vzorek dodany do jedné
testovaci pozice na viechny cile, které jsou specifikovany (miizkovitym nebo Zebiitkovitym)
uspofadanim, pfitemz toto usporadani lezi uvniti plochy testovaci pozice.

Kotvy uvniti kaZdé testovaci oblasti nemusi byt umistény v piesné nebo dokonce fixni pozici.
Tak napf. kazd4 kotva méze byt pripojena k Castici, kordlku nebo podobné, pri¢ems se predpo-
klada, Ze uvniti testovaci oblasti miize byt pozice nahodn4. Umisténi kaZdé kotvy miZe byt deter-
minovano pouzitim napf. detekovatelné jmenovky. Tak napf. mize byt molekula linkeru specific-
ka pro kazdy typ kotvy a miZe byt znatena rtiznou fluorescenéni, luminiscenéni a podobnou
znackou. Pozice astice, ktera obsahuje konkrétni dvojici linker/kotva se ptitom miiZe identifiko-
vat povahou signalu, ktery vyzafuje linker, napf. excitadnim nebo emisnim spektrem. Odbornik v
oboru miZe pfipravit fadu linkerii s mnoZstvim riznych takovych pfipojenych ,,znadek®, pfiéemz
kazdd ma odliditelné spektrum. Alternativné mohou byt kotvy znadeny pfimo. Tak napf. kazdy
typ kotvy miiZze byt znaen znackou, kter fluoreskuje riznym spektrem, které se lidi od znaky
jinych typii nebo kotev. Alternativné se mohou ¢&astice nebo perlicky navzajem od sebe ligit
velikosti nebo tvarem. Jakékoliv znateni a detekéni metody zde popsané se daji prakticky pouzit.
Tak napt. fluorescence se da zjistovat zobrazovacim systémem zaloZzenym na velké CCD, skeno-
vacim fluorescenénim mikroskopem nebo fadi¢em bunék aktivovanym fluorescenéné (FACS).
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Kotvy mohou interagovat nebo se mohou spojovat specificky s jednou &asti — s Casti specifickou
pro kotvu — s molekulou linkeru. Terminem ,,interagovat” nebo ,.spojovat* se zde mini, Ze dvé
latky nebo sloudeniny (napf. kotva nebo &ast linkeru specifickd pro kotvu, testovaci ast a jeji cil,
nebo cil a hlasi¢ specificky pro cil) jsou spojeny (napf. navdzany, svazény, hybridizovany,
ptipojeny, nataveny, kovalentné navaziny nebo jinym zpiisobem spojeny) jedna s druhou tak, Ze
je to dostaduji pro provedeni zamyslenych testd. Terminem ,,specificky” nebo ,,specificky®, se
zde mini, Ze dvé slo¥ky (napf. kotvy nebo oblasti linkeru specifické pro kotvu, testovaci &asti
a jejich cile nebo cil a cilové specificky hlasi&) se vézi selektivné jedna k druhé a v nepfitomnosti
jakékoliv chranici techniky, ne obecné s jinymi sloZkami, které nejsou urfeny k navazini na
predmétné komponenty. VyZadované parametry k dosaZeni specifickych interakci se mohou
zjistit rutinnim zpisobem, napk. pouZitim b&éznych metod znamych v oboru,

Pro nukleové kyseliny napf. odbornik v oboru mie experimentiln¢ stanovit znaky (jako je
délka, sloZeni hlavni &asti a stupeii komplementarity), které budou schopny nukleovou kyselinu
(napt. oligonukleotidovou kotvu) hybridizovat s jinou nukleovou kyselinou {napf. ¢asti linkeru
specifickou pro kotvu) za podminek pfesné zvolenych tak, aby se minimalizovaly nespecifické
hybridizace s jinymi latkami nebo molekulami (napf. jiné oligonukleotidové linkery). Obvykle se
DNA nebo jind nukleokyselinova sekvence kotvy, &asti linkeru, nebo detek¢niho oligonukleotidu
jevi dostatetnou komplementaritu, aby se jeji partner k navézani byl schopen hybridizovat za
selektivnich pfesnych podminek a T, bude v oblasti 10 aZ 20 °C nad pokojovou teplotou (napf.
asi 37 °C). Obecné mize mit oligonukleotidova kotva od asi 8 do asi 50 nukleotidii, vyhodng asi
15, 20, 25 nebo 30 oligonukleotidi. Jak je zde pouZivano, ,vysoce piesné hybridizaéni pod-
minky* znamend, ¥e jsou to jakékoliv podminky, za kterych se projevi hybridizace, ktera se
uskuteéni alespoit v 95 %, vyhodné v 97 aZ 100 %, nukleotidové komplementarity (identity) mezi
dvéma nukleovymi kyselinami. Nicméng& v zavislosti na poZadovaném (¢elu, mohou byt hybridi-
zatni podminky voleny tak, Ze vyZaduji mensi komplementaritu, napt. asi 90, 85, 75, 50 % atd.
Mezi hybridiza®ni reakéni parametry, které mohou variovat paifi koncentrace soli, pufru, pH,
teplota, doba inkubace, mnoZstvi a typ denaturaéniho prostiedku, ktery je pfitomen napf.
formamidu atd. (viz napi. Sambrook at al.(1989). Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2d ed.) Vols. 1- 3, Cold Spring Harbor Press, New York; Hames et al. (1985). Nucleic Acid
Hybridization, IL Press; Davis et al. (1986), Basic Methods in Molecular Biology, Elsevir
Sciences Publishing, Inc.,New York). Napf, nukleova kyselina (napf. linker oligonukleotidi) se
miiZe pfidat do testovaci oblasti (napt. jamky vicejamkové destitky — ve vyhodném provedeni je
to 96 nebo 384 nebo vicejamkova destitka) v objemu, ktery se pohybuje od 0,1 do asi 100 nebo
vice ul (ve vyhodném provedeni asi 1 aZ asi 50 pl, nejvyhodngji kolem 40 1), pfi koncentraci,
kterd se pohybuje v oblasti od asi 0,01 do asi 5 pM (ve vyhodném provedeni asi 0,01 pM),
v pufru jako je napf. 6X SSPE-T (0,9 M NaCl, 60 mM NaH,PO,, 6 mM EDTA a 0,05 % Tritonu
X—100), a hybridizuje se s vaznym partnerem (napf.oligonukleotidovou kotvou nebo povrchem)
po dobu asi 10 minut a asi aZ alespoil 3 hodin (ve vyhodném provedeni je to nejméné asi
15 minut) pii teploté, ktera se pohybuje v oblasti od asi do asi 37 °C. (ve vyhodném provedeni pfi
pokojové teplot®). Podminky se mohou volit tak, aby umo#iovaly vysoky vytéZek a reakéni
rychlost pti fedeni podle vynélezu, reak&ni podminky se pfiblizng shoduji s fyziologickymi pod-
minkami.

Volba jinych typil latek nebo molekul (napf. polypeptidy, lektiny atd.), které mohou napf. slouZit
jako kotvy nebo jako ¥asti linker a reakénich podminek, které jsou vyzadovany pro dosaZeni
uritych specifickych interakci s pisluinymi vaznymi partnery, jsou rutinni a jsou bézné v oboru
(naptiklad jak je popsano v publikacich Niemeyer et al (1994). Nucl. Acids Res. 22, 5530-3539;
Fodor et al (1996). Patent US 5 510 270; Pirrung et al (1992), Patent US 5 143 854). Mezi
inkuba&ni parametry patii pufry, koncentrace soli, pH, teplota, doba inkubace, pfitomnost nosice
a/nebo &inidla nebo podminek ke sniZeni nespecifickych interakci atd. Tak napf. do testovaci
oblasti (napf. jamky, vicejamkové destitky ve vyhodném provedeni 96 nebo 384 jamkové nebo
vétsi), kterd obsahuje jako kotvy protilatky, s¢ mohou piidat anti-protilatky (antigeny nebo
protilatkové specifické sekundamni protilatky) v objemu, ktery se pohybuje v oblasti od asi 0,1 do
asi 100 nebo vice ul (ve vyhodném provedent asi 1 az asi 50 pl, nejvyhodné&ji asi kolem 40 pl),
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pfi koncentraci v oblasti od asi 10 pM do asi 10 nM (ve vyhodném provedeni asi 1 nM), v pufru
Jako je napf. 6X SSPE-T, PBS nebo fyziologicka solanka a inkubuje se s kotvami na povrchu po
dobu 10 minut aZ alespori 3 hodiny, (ve vyhodném provedeni nejméné asi 15 minut) pii teploté,
ktera se pohybuje od asi 4 do asi 45 °C (ve vyhodném provedeni asi 4 °C). Pro peptidové kotvy
Je vyhodna délka asi 5 aZ asi 20 aminokyselin.

V n&kterych provedenich vynalezu miZe kazda kotva v uspofadani interagovat s specifickou &asti
(pro urditou kotvu) jejiho odpovidajiciho linkeru na v podstaté stejny stupei jako reaguje jina
kotva v tomto uspofadani, pokud jsou zvoleny urgité reakéni podminky. Tato skutednost miize
zajistit, ze specifika kotev, je v podstaté jednotnd pro linker a tudiZ i pro jednotlivé testovaci
oblasti.

Kotvy uvnitf testovaci oblasti mohou byt umistény ,,genericky®, kdy kazdé kotva miiZe interago-
vat s jednim nebo vice riiznymi linkery, ptitemz kazdy z linkeri m4 ast specifickou pro kotvu,
ale s rfiznou ,,sondovou testovaci* &dsti; takZe pfi tomto jednom uspotadéni generickych kotev se
mohou pouzit k programovani nebo k definovani souboru riznych test. Pruznd povaha takového
generického uspofadani kotev se da ilustrovat s odkazem na obr. 1 a 2. Obrazek 2 ilustruje
povreh, ktery zahrnuje 15 testovacich oblasti, pficemz kazda z téchto oblasti obsahuje uspofadani
6 riznych kotev, které jsou v tomto piikladé pfedstavovany oligonukleotidy. Obrazek 1 schema-
ticky znazorfiuje jednu z téchto (oligonukleotidovych) kotev, kotvu 1, ktera se v kontaktu s linke-
rem 1, ktery zahrnuje jednu &4st, kterd je specifickd pro kotvu 1 a druhou ¢4st, ktera je specificka
pro cilovou mRNA 1. Alternativné jedna z nich miiZe byt substituovana, napf. linkerem 2, ktery
podobné jako linker |, obsahuje ¢ast specifickou pro kotvu 1, ale ktery zahrnuje druhou &4st,
ktera je specificka pro cilovou mRNA 2 misto cilové mRNA 1. TakZe, kotva | se miize pouZit ke
specifikaci (nebo programovini nebo definici nebo determinovani) testd pro bud’ pro dva; nebo
vice riznych cilovych mRNA. Zpiisob generovani a navazovani vysoce vykonnych uspofadani
oligonukleotidis nebo peptidi miiZe byt drahy, miiZe spotiebovat velmi dlouhou dobu a/nebo
fyzicky obtiZny. Schopnost pouZit pfedem zformované uspofadéni kotev k programovani fady
riznych sond ti uspofadani sond je v pfipadé tohoto vyndlezu velkou vyhodou.

PfestoZe je na obr. 2 zndzornéno uspofddéni generickych kotev pro oligonukleotidové sondy,
identické uspofadéni kotev by se také mohlo pouzit k programovani uspofddéni jinych sond,
napf. receptori proteind (viz napf. obr. 3). Je jasné, Ze je v tomto pfipadé mozné obrovské mnoz-
stvi permutaci, které je dino po¢tem typa interakci kotva/linker, napf. komplexnéjsi vrstva ,,send-
viova™ nebo ,nesenych sond* jako jsou kombinace protein/protilatka. TudiZ povrch kotev podle
tohoto vynalezu sam o sobg, nabizi nové vyhody.

V jednom zmoZnych provedenich podle tohoto vynalezu mohou interagovat kotvy s linkery
reverzibilng; tudiZ genericky soubor kotev se mitZe opétn& pouZivat k programovani fady soubort
testd. Tak napt. oligonukleotidové kotva se mize oddélit od oligonukleotidové &asti linkert napf.
tim, ze se povede zahfati, které zpisobi, Zze dva oligonukleotidy disociuji a miZe dojit potom
k navazini druhého linkeru. Schopnost opétného pouziti uréitého uspofadani kotev, které miie
byt drahé, jeho ptfiprava miZe spotfebovat mnoho &asu a/nebo miZe byt fyzikdln& obtiZné toto
uspofadani p¥ipravit, je dal$i velkou vyhodou tohoto vynalezu.

Kotva nemusi nutné interagovat s linkerem. Tak napiiklad kotva miize byt spojena (pfimo nebo
nepiimo) s detekovatelnou molekulou, jako je fluorochrom a miZe timto zpisobem slouZit
k lokalizaci plodky v mfiZce, napf. za G&elem pfeneseni informace mezi povrchem a detektorem.
Alternativné mize byt kotva znalena zndmym mnoZstvim detekovatelnych molekul tak, aby to
mohlo slouZit k vnitfni kvantifikaci markeru, napf. pro aéely kalibrace.

Termin ,linker jak je zde pouZivan znamena bifunkéni latku, kterd zahrnuje prvni &ast (nebo

skupinu nebo {ast), ktera je specificka pro zvolenou (ozna&enou) kotvu nebo podsoubor kotev
(.specifické pro kotvu“) a druhou &ast, ktera je sondou specifickou pro cilovy zdjem (,,specificka
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pro cil). Tyto dv& ¢asti linkeru se mohou napojit pfes kovalentni nebo nekovalentni vazbu
a mohou byt pfipojeny ptimo nebo pies mezitlen.

Chemické4 povaha &asti linkeru, specifické pro kotvu, je pochopitelng funkci kotvy nebo kotev,
s kterymi interaguje. Tak naptiklad, jestlife kotvou je oligonukleotid, tak &isti linkeru, kterd
interaguje s touto kotvou miiZe byt, napt. peptid, ktery se vaZe specificky k oligonukleotidu, nebo
nukleova kyselina, kterda miZe Ginné a specificky hybridizovat s touto Césti za zvolenych
presnych hybridizatnich podminek. Touto nukleovou kyselinou miZe byt napf. oligonukleotid,
DNA, RNA, PNA, PCR produkt, nebo substituovand nebo modifikovana nukleova kyselina
(napf. obsahujici neptirodné se vyskytujici nukleotid jako je napt. inosin; napojeny pies riizné
znimé vazby a miistky jako je sulfamat, sulfamid, fosforotionat, metylfosfonat, karbamat; nebo
semisyntetickd molekula jako je DNA- streptavidin novy konjugét atd.). Vyhodné jsou molekuly
s jednim fetézcem. Cast linkeru, kterd je specificka pro oligonukleotidovou kotvu miiZe obsaho-
vat asi od 8 do asi 50 nukleotidi v délce, vyhodng asi 15, 20, 25 nebo 30 nukleotidii. JestliZe
kotvou je protilatka, &dsti linkeru, ktera interaguje s touto protilatkou mize byt napf., protilatka,
antigen nebo men3i fragment jedné z takovych molekul, ktery miZe interagovat specificky
s kotvou. Latky nebo molekuly, které interaguji s jinymi typy kotev, popsanymi shora a které
mohou slouzit jako &sti linkeru specifické pro kotvu, jsou v oboru dostatedné znamé a mohou
byt navrzeny pomoci obvyklych postupi (napf. viz shora).

Chemicka povaha &asti linkeru specifické pro cfl je, pochopitelné, funkei cile, pro ktery je tato
sonda navriena a s kterym interaguje. Tak napi. jestlize cilem je urditd mRNA, &asti linkeru
specifickou pro cil mize byt, napf. oligonukleotid, ktery se vaZe specificky k cili, ale ne k rusi-
vym RNA nebo DNA za zvolenych hybridizanich podminek. Odbornik v oboru miZe s pomoci
metod, které byly vyvinuty v oboru, rozpoznat experimentalné znaky jakéhokoliv nukleotidu,
ktery bude hybridizovat optimalng s cilem, pfitemz se dodr?i minimalné hybridizace s nespeci-
fickymi, interferujicimi DNA nebo RNA (napt. viz shora). Obecné je délka oligonukleotidové
sondy pouZité k rozpoznani cilové mRNA piitomné na pofadi velkého prebytku necilovych RNA
miiZe byt od asi 8 do asi 50 nukleotidl, vyhodné asi 1 8, 20, 22 nebo 25 nukleotidii. Nukleotidova
sonda pro pouziti pfi biochemickém testu, pii kterém neni velké pozadi konkurenénich cilii, mize
byt krat¥i. Pomoci postupi vyvinutych v oboru (napf. potitatovy program BLAST), mohou
sekvence oligonukleotidovych sond byt voleny tak, aby nebyly vzajemné pfibuzné a aby nebyly
podobné potencidlng interferujicim sekvencim ve znamych genetickych databazich. Vybeér
hybridizagnich podminek, ktery umoZni specifickou hybridizaci oligonukleotidové sondy na
ngjakou RNA se miize povést na zakladé rutiny, pomoci zpisobu, které jsou znamy v oboru
(napt. viz shora). Tak napt. cilovd RNA /napt.celd RNA nebo mRNA extrahovana z tkni nebo
rostoucich bungk (a po pfipad® zpracovana pisobenim Cinidla podle potfeby) v jakékoliv
nadobg, jako napf. v jamce nebo ve vicejamkové mikrotitrové destiéce (napf. 96 nebo 384 nebo
vice jamek)/ se da pfiddvat k testovaci oblasti obsahujici oligonukleotidové sondy v uréitém
uspofadani (viz shora) v pufru jako je 6X SSPE-T nebo jiné, poptipadé obsahujici €inidlo k
redukci nespecifické vazby (napf. asi 0,5 mg/ml degradované DNA lososa nebo sledé nebo RNA
kvasinek), a inkubuje se pfi empiricky stanovené teploté po dobu v rozmezi mezi asi 10 minutami
a nejméné 18 hodinami (ve vyhodném provedeni asi 3 hodiny). Délka navazaného fetézce s
hybridizaci miize byt stejné nebo mensi v porovnéani s délkou pouzitou pii spojovani kotev s ¢asti
linkeru specifickou pro kotvu. Navrzeni a pouZiti jinych typti sond je také véci rutiny a znalosti v
oboru, napf. jak je diskutovano shora.

Casti specifické pro cil a &asti specifické pro kotvu pouZitého linkeru se mohou piipojit (navézat,
asociovat) jakymkoliv zpisobem kovalentnimi nebo nekovalentnimi vazbami, pfi¢emzZ neni tento
zplisob podstatny pro vynalez. Tyto dvé &asti se mohou napojovat pfimo nebo pfes molekulu
meziproduktu. V jednom z moznych provedent jsou v obou ¢astech linkeru oligonukleotidy, které
mohou byt napojeny kovalentnimi vazbami jako jsou napf. fosfodiesterové vazby, ¢imz vytvofi
jednu kolinearni nukleovou kyselinu. V daldim provedeni, ve kterém &ast specificka pro kotvu je
oligonukleotid a &ast specifickd pro cil je receptor, napt. receptor proteinu, se tyto dvé asti
mohou spojit pomoci interakce biotinové a streptavidinové molekuly, coz je ve formé piikladu

-13-




20

25

30

35

40

45

50

35

CZ 301618 Bé

znazornéno na obrdzku 3. Mnoho variaci takovychto vazeb je znamo (napt. viz Niemeyer et al
(1994). NAR 22. 5530-5539). Alternativn& mohou byt tyto dv& ¢asti spojeny ptimo, napf. oligo-
nukleotid mize byt amidovan a pak navazan pfimo (napt. zesifovan) k peptidu nebo proteinu
amidickou vazbou nebo miiZe byt pfipojen k membranovému ¢lenu pomoci amidické vazby nebo
tukové vazby. Zpiisoby k vytvofeni takovychto kovalentnich nebo nekovalentnich vazeb jsou
obvykl¢ a snadno se optimalizuji, coZ je véci rutiny odbornika v oboru.

Po spojeni dvou latek (napf. inkubaci dvou nukieovych kyselin, dvou proteinti, proteind plus
nukleové kyseliny nebo jinych ) a vznikne komplex (jako je napf. komplex kotva/linker) miZe
byt tento vysledny komplex po piipadé déle zpracovan (napk. promyvan) aby se odstranily nevé-
zané latky (napf. linkery), pfiemz se pouzivd podminek, které jsou empiricky stanovitelné, aby
se pfededlo specifickym neziadoucim interakcim, ale aby se odstranily nespecificky navazané
materily. Tak napf. reakéni smési se mohou promyvat jednou aZ desetkrat za stejnych nebo
podobnych podminek, které byly pouzivany pii tvorbé komplexd (napf. komplexu kotva/linker).

Kombinace podle tohoto vynalezu se mohou vyrobit rutinnim zpiisobem, s pouZitim znimé tech-
nologie.

Nekteré typy povrchi, které se mohou pouZivat pii vynalezu, jsou snadno dostupné od komerd-
nich dodavateli. Ve vyhodném provedeni je to povrch 96—, 384— nebo 1536 jamkovych mikro-
titrovych destiek jako jsou napf. prodivané modifikované destitky od Corning Costar.
Alternativné jde o povrchy, na nichz jsou vytvofeny jamky, které zahmuji odsazeni nebo dilky
a daji se formovat mikrozpracovanim latek jako je hlinik nebo ocel, pfi¢emz se pripravuje tave-
nina, pak mikroinjekéni plastové nebo podobné materialy, které se do formy nasttikuji a vznika
struktura jak je napf. znazornéna na obr. 4. Alternativng je takovato struktura na obr, 4 opatfena
sklenénymi, plastovymi, keramickymi nebo podobnymi dopliiky, napf. mohou tam byt t¥i
elementy jako jsou ty, které jsou zndzorngny na obr. 5: prvni sekce se nazyva separaéni val, (obr.
5a), pfiemZ tyto valy jsou vytvofeny mezi jednotlivymi jamkami pro vzorky; druha sekce zvana
podrozdélovag (obr. 5b), ktera tvofi pododdily nebo dal3i diilky v kaZdé testovaci jamce a tieti
sekce zvand bize (obr. 5¢), kterd tvofi zakladnu desti¥ky a niZ$i povrch testovacich jamek.
Separator miize byt napf. tvofen kouskem materidlu jako je silikon s otvory, které jsou proraZeny
skrz tento materidl tak, Ze kaZdy otvor netvoii okraje testované jamky, kdyz se spoji viechny tfi
Casti. Podrozdélovatem mize byt napf. tenky kousek materidlu napf. kfemiku, vytvarovany do
podoby sité nebo jemného sita. Tato béaze miize byt kouskem plochého materidlu, napi. skla
napt.v tvaru niZ8i &asti typické mikrodestitky pouZivané pro biochemické testy. Homni &ast povr-
chu baze mize byt plocha, jak je zndzornéno na obr. 5c, nebo mize byt vytvofena s vymezenimi,
které jsou vytvarovény jako podrozdilovade a zajistuji vytvoreni pododdilii nebo dilku uvnitf
kaZdé jamky pro vzorek. Uvedené tfi &asti mohou byt spojeny b&znymi zpiisoby, napf. zpisoby
pouZivanymi k sestaveni kiemikovych vyrobkd.

Oligonukleotidové kotvy, linkerové skupiny nebo detektory se mohou syntetizovat béXnou
technologii, napf. s pouZitim komernich syntetizérii oligonukleotidii a/nebo navazovanim sub-
fragmenti, které jiZ byly takto syntetizovany. V jednom moZném provedeni podle vynalezu se
vytvoti kotvy na bazi nukleovych kyselin, jako napf. oligonukleotidové kotvy a mohou se umistit
na nebo uvniti povrchu testovaci oblasti a pfipevnit tam jakoukoliv obvyklou technikou vetné
fotolitografie nebo chemického sit'ového naneseni, které se mize provadét technologii inkous-
tove tiskérny, kapilimné rastrovanim nebo pomoci &ipu s kanalky na tekutinu, elektrochemickym
vytvofenim vzoru pomoci soustavy elektrod, pfikladanim jehly nebo trubiky nebo denaturaci,
ktera nasleduje po ozafovani nebo zahfivani na filtrech (viz napf. Rava et al (1996). Patent
US 5545 531; Fodor et al (1996). Patent US 5,510,270; Zanzucchi et al (1997). Patent
US 5 643 738; Brennan (1995). Patent US 5 474796; PCT WO 92/10092; PCT WO 90/15070).
Kotvy se mohou pfemistit na vrchol povrchu testovaci oblasti nebo mohou byt napt. v pfipadé
loze z polyakrylamidového gelu uloZeny uvnité povrchu takovym zpiisobem, Ze nékteré kotvy
vy¢nivaji z povrchu a jsou pristupné interakcim s linkerem. Ve vyhodném provedeni jsou vytvo-
fené oligonukleotidové kotvy substituoviny v poloze 5’ volnou aminoskupinou, pfitemZ jsou
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rozpoustény pfi koncentraci, kterd se da empiricky rutinnim zplisobem zjistit (napf, asi | M)
v pufiu jako je 50 mM fosfatovy pufr, pH 8,5 a 1 mM EDTA a nandSeny pomoci zatizeni ,Pixus
nanojet dispenser (Cartesian Technologies) v kapitkdch asi 10,4 nanolitri na konkrétni zvolena
mista uvnitf testovaci jamky, jejiz horni povrch je Serstvé upraven, a tvofen suchou DNA vazeb-
nou destitkou (Corning Costar). V zavislosti na relativnim poméru oligonukleotidového pfipojeni
a odpafovéni, miiZe byt pozadovano, aby byla udrzovéna vihkost v jamce po dobu celé pfipravy.
Podle jiného provedeni mohou byt oligonukleotidové kotvy syntetizovany pfimo na povrchu
testovaci oblasti s pouZitim b&2nych metod, jako je napt. svétlem aktivované odstranéni chranéni
z prodluZovanych oligonukleotidovych Fetézcii (napt. ve spojeni s pouZitim maskovani na urci-
tém fizeném mist&) nebo vytvofeni soustavy nanolitrovych kapidek deaktivujici sloueniny
s pouzitim mikrotryskové zafizeni ,Nanojet dispenser”. Napf. se miiZe provést odstranéni chréng-
ni ze viech rostoucich sekvenci, které maji byt uréeny k navazini jednoho nukleotidu a potom
tento nukleotid p¥idat k celému povrchu.

Rutinnim zpisobem lze také generovat peptidové, proteinové, lektinové, chelataén& vytvofene,
plastové nebo jiné typy kotev nebo linkerovych skupin a kotvy se mohou umistovat na nebo
uvnitf povrchil, ptidemZ se miZe pouZit libovolné dostupné technologie (viz Fodor et al (1996).
Patent US 5 510 270; Pirrung et al (1992). Patent US 5 143 854; Zanzucchi et al (1997). Patent
US No. 5 643 738; Lowe et al (1985). Patent US 4 562 157; Niemeyer et al (1994). NAR 22,
5530-5539).

Pti nékterych provedenich podle vynilezu se pouZivaji popsané kombinace v fadé rastrovacich
metod a/nebo pro ziskani informace o drovni, aktivitd nebo struktufe sond nebo cilovych
molekul. Takovéto testy jsou nazyvany ,,Multi Array Plate Screen“ (MAPS) metody nebo testy
a povrchy obsahujici matice nebo kotvy nebo kotvy plus sondy, které se pouZzivaji pro tyto testy
jsou oznacovany MAPS matice nebo MAPS desti¢ky.

Slozky reak&ni smési, testy nebo fidkovaci metody se mohou spolu v rizném pofadi kombinovat.
Tak napf. kotvy, linkery a cile se mohou sestavovat postupné nebo cile a linkery v pfitomnosti
nebo absenci hlasitd, se mohou sestavit v roztoku a pak uvést do kontaktu s kotvami.

Podle jednoho z moZnych provedeni podle vynalezu jde o zpiisob detekce alespoii jednoho cile,
pfi kterém se:

a) uvadi do kontaktu vzorek, ktery miize obsahovat uvedeny cil nebo uvedené cile s bifunke-
nim linkerem, ktery ma prvni &ast, ktera je specifickd pro oligonukleotidovou kotvu a dru-
hou &4st, ktera zahrnuje sondu, kterd je specifickd pro uvedeny cil nebo uvedené cile, za
podminek G&innych k ziskani prvniho produktu hybridizace mezi uvedenym cilem nebo uve-
denymi cily a uvedenym linkerem.

b) uvadi se do kontaktu prvni hybridiza¥ni produkt s kombinaci za podminek Gginnych k ziska-
ni druhého hybridizagniho produktu, ktery je produktem hybridizace mezi uvedenym prvnim
produktem hybridizace a uvedenou kombinaci, pfidemZ uvedena kombinace zahmuje, pred
ptidanim prvniho produktu hybridizace,

1) povrch obsahujici mnozstvi oddélenych oblasti, z nichz alespolt dvé jsou v podstate
identické, ptitem2 kazd4 oblast zahrnuje

2) alespoit 8 riznych oligonukleotidovych kotev,

¢) uvadi se do kontaktu zminény prvni produkt hybridizace nebo uvedeny druhy produkt hybri-
dizace se znadenou detektorovou sondou a

d) detekuje se uvedena detek&ni sonda.
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Kazdy test nebo kazdy postup dale popsany se d provadét takovym zplsobem, Ze se dosahuje
vysokych po&td testii, pritemZ velky podet vzorkl (napf. tak velké mnoZstvi jako asi 864, 1036,
1536, 2025 nebo vice v zavislosti na poftu oblasti v kombinaci) se mizZe testovat na kaZdé
desti&ce nebo na povrchu rychle a soubézng, Dile mnoho desti¢ek nebo povrchi se dé zpracovat
najednou. Napk, pfi zpiisobech hledani novych G&innych latek se velké mnoZstvi vzorki, z nichz
kaZdy zahrnuje latku, ktera je kandidatem na uginnou latku (napf. ¢len knihovny kombinaéni
chemie, jako jsou varianty malych molekul, peptidi, oligonukleotidy nebo jiné latky) se mize
pridat k odd&lené oblasti kombinace, jak je popsana nebo se mize pfidat k biologickému nebo
k biochemickému vzorku, které jsou pak pfidavany do jednotlivych oblasti kombinace a inkubo-
vany se soustavou sond, umisténych v oblasti. Testy se v takovém pfipadé daji provadét s kaz-
dym vzorkem. § pFihlédnutim k soudasnému nastupu a pokracujicimu vyvoji mikrodestitek o
vysoké hustot& testovacich mist, DNA testovacich zafizeni a metod jako je laserova technologie
k piipravé a ziskévani dat z takovychto hustych mikrodesti¢ek, technologie vyuZivajici roboti
a diky zlepsenému zpisobu nakladani, promy$lenym detekénim systémim a softwaru k zpraco-
vani dat mohou metody podle vynalezu byt pouZivany k screeningu nebo analyze tisici a desitek
tisic nebo vice slou¢enin denné.

Tak napf. provedeni, pti kterém sondami jsou oligonukleotidy, miize byt testovana pro aely
diagnostiky nukleova kyselina nebo miZe jit o polynukleotidovy screening (napf. test na vazbu
nebo jiny test), pfitemZ se miZe zpracovat velky podet vzorkil na pfitomnost riznych genetic-
kych variaci nebo defektd (napf. polymorfismus nebo specifické mutace spojené s chorobami
jako je cysticka fibréza. Viz napf. litia et al (1992). Molecular and Cellular Probes 6, 505-512));
MuiZe jit o testy na patogenni mikroorganismy (jako jsou bakterie, viry, prvoci, jejichZ hostiteli
jsou Zivodichové véetné lidi nebo rostliny) nebo miZe jit mRNA transkrip&ni schémata, kterd
jsou diagnosticka pro urdité fyziologické stavy nebo choroby. Soubory sond na bazi nukleovych
kyselin zahrnuji &4sti, které obsahuji ESTy (v&etné kopii plné délky) mohou byt pouZity k hodno-
ceni transkripénich vzori, které produkuji buriky, od kterych jsou ESTy odvozeny (nebo jiné).
Sondy na bazi nukleovych kyselin mohou také detekovat peptidy, proteiny nebo proteinové
domény, které se vaZou specificky na urité sekvence nukleovych kyselin (a naopak).

V dal$im provedeni se dd kombinace podle vynalezu pouZit k monitorovani biochemickych
reakci jako je napf. interakce proteind, nukleovych kyselin, malych molekul nebo podobné
— napt. G¢innosti nebo specificky interakci mezi antigeny a protilatkami; nebo receptori (jako
jsou napf. preti§téné receptory nebo receptory vazané k buné&nym membranam) a jejich ligandu,
antagonistd nebo agonistii; nebo enzymi (jako jsou protedzy nebo kindzy) a jejich nosiéi nebo
pro stanoveni nebo k zvySeni nebo k sniZzeni mnoZstvi nosice, ktery je pfeveden na produkt,
azrovna tak v mnoha jinych dalSich pfipadech. Takovéto biochemické testy se daji pouiit
k charakterizaci vlastnosti sondy nebo cile nebo jako faze pro skreeningové testy. Tak napf.
prohledavani vzorkd na pfitomnost urditych protedz (napf. proteaz uplatiujicich se pfi srazeni
krve jako jsou proteazy Xa a Vlla) se mohou tyto vzorky testovat na kombinace, ve kterych jsou
sondy fluorogennich substratii specifické pro kazdou protedzu jednotlivé. Pokud se cilova
protedza vaZe k substritu a §t&pi jej, substrat bude fluoreskovat coZ je obvyklym vysledkem,
napf. §tépeni a separace mezi dvéma péry k pienosu energie a signal takto maZe byt detekovan.
V jiném piipadé pfi testovani vzorkil na pfitomnost ur¢ité kinazy (kinaz) (napf. Src, tyrosinové
kinazy nebo ZAP70) se mohou testovat vzorky obsahujici jedno nebo vice kindz na kombinacich,
ve kterych jsou sondami peptidy, které jsou selektivné fosforované jednou z kindz, o které mame
zajem. S pomoci metod, které jsou rozpoznatelné na zékladé znalosti z oboru a rutinné stanovi-
telnych podminek se vzorky mohou inkubovat s fadou substratd ve vhodném pufru a s nutnymi
kofaktory, pfi ¢emZ se empiricky stanovi doba této inkubace. (Pfi nékterych testech napf. pro
biochemické vyzkumy faktorl, které reguluji aktivitu kindz, o které mame zijem, miZeme
aktivitu kazdé kinazy upravit tak, Ze kazdy substrat se fosforuje podobnym zpiisobem). Po dal3im
oetfeni (napf. promytim) kazdého reakéniho produktu pki empiricky stanovenych podminkach
za O¢elem odstranéni kinaz a nezddoucich reakénich slozek (popiipad€) se mohou fosforylované
substraty detekovat napf. inkubaci s detekovatelnymi reak&nimi inidly jako jsou napf. fluores-
ceinem znadené antifosfotyrosinové nebo antifosfoserinové protilatky (napf. pfi koncentraci asi

-16 -




15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 301618 B6

10 uM nebo vétsi nebo mensi) a signél se miiZze detekovat. V jiném pfipadé se miZe provadét test
na schopnost navazovani, Tak napf. domény SH2 jako jsou GRB2 SH2 nebo ZAP70 SH2 se
mohou testovat na matici sond vhodné fosforylovanych peptidii; nebo se miiZe testovat krevni
sérum na matici uréitych receptorl za iéelem zji¥fovani ptitomnosti imunitnich nedostate¢nosti.
Také testy na navazani enzymi se mohou provadét v tomto maticovém formatu. Kombinace
podle vynalezu se mizZe také pouzit k detekci enzymovych mutanti, které jsou bud’ vice, nebo
méné aktivni neZ jejich divoké pfibuzné formy nebo pro hledani fady tinidel v&etn& herbicidd
a pesticidi.

MAPS testy se mohou provadét ke kvantifikaci (mé&feni, mnoZstvi) aktivnich cild ve vzorku,
ptitem? sonda neni plnd vyuZitd, to znamend, ne vice neZ asi z 90 % piistupnych sondovacich
mist se navaZe (nebo reaguje nebo hybridizuje) s cilem. Za téchto podminek se miize ¢il kvantifi-
kovat, protoZe mame vice cil, bude mit za nasledek v&t3i obsazeni sond. Na druhé strané za
podminek, kdy pfes 90 % dostupnych sond je obsazenych nebo se navaZe, nebude uz dale nist
mnoZstvi navazanych cilii z jejich koncentraci. Jakékoliv zde zminéné typy cili: se mohou kvanti-
fikovat timto zptisobem.Tak napt. piiklad 6 popisuje kvantifikaci oligonukleotidovych cili. Déle
tento piiklad demonstruje, Ze dokonce pokud je cil pfitomen ve vetkém ptebytku (napf. pokud je
pritomen v takovych mnoZstvich, Ze nasycuje velké mnoZstvi pFistupnych sond v matici sond
MAPS) se mize pfidanim znamych mnoZstvi neznagenych ciiii k vazné smési kvantifikovat za
wcitlivost posunti“ reakce, ¢imZ se umoZni mé&kit takovato velkd mnozstvi cili.

V dal3im provedeni se mohou kombinace podle vynalezu pouZit k hledéni ¢inidel, ktera moduluji
interakei cild a danych sond. Napf. jakékoliv Einidlo mi¥e modulovat i interakei cile se sondou
tim, Ze pfimo interaguje nebo nepfimo interaguje s n&kterou sodnou, cilem nebo komplexem
vytvofenym cilem a sondou dohromady. Modulace miize mit fadu forem vietng, nikoliv viak
vyluéné, zvySovani nebo sniZovani vazebné afinity k cili pro danou sondu, zvy$ovani nebo sniZo-
vani rychlosti jakou se cil a sonda vazi, konkurenéni nebo nekonkurenéni inhibice vazby sondy a
cile, nebo zvyfovani nebo sniZovani aktivity sondy nebo cile, které miiZe v nékterych ptipadech
vést ke zvy$eni nebo ke sniZeni interakce sonda / cil. Témito Einidly mohou byt inidla uméle
pfipravend nebo to mohou byt latky vyskytujici se v pfirodé. Také mohou byt takovato Cinidla
pouzivana v nezménéném stavu nebo ve formé agregitu s jinymi typy latek. Déale mohou byt tato
¢inidla pfipojena kovalentné nebo nekovalentné k vazebnému &lenu, coz maze byt bud’ piimé
pfipojeni, nebo mohou byt tato pfipojeni provedena pifes specifickou vazebnou latku. Tak napf.
k identifikaci potencidlnich ,krevnich sriZedel“ nebo &inidel, kterd interaguji s nékterym stupném
kaskady protedz, které zpisobuji sraZeni krve, smési protedz, o které je zajem a které mohou byt
testem hledany z fady kandidati na toto Cinidlo a déle testovany na aktivitu jak je shora popsano.
Jiné piiklady é&inidel, kterd mohou byt vyuZita v tomto vyndlezu jsou velmi riizné a zahrnuji
pesticidy a herbicidy. Pfiklady 16 a 17 popisuji vysoce vykonné testy na ¢inidla, ktera selektivné
inhibuji specifické kinazy nebo na selektivni inhibitory interakce mezi SH2 doménami a fosfory-
lovanymi peptidy.

V jiném provedeni se kombinace podle vynilezu mohou pouZivat k hledani &inidel, kterd modu-
luji vzorec genové exprese. Lze pouZit napf. matici oligonukleotidii, ktera miZe identifikovat
mRNA jednotlivych typu, jejichZ vzorec exprese ze souboru genit koreluje s urditymi fyziologic-
kymi stavy nebo vyvijejicimi se stadii nebo s chorobnym stavem (,,korelujici“ geny, RNA nebo
expresni vzorce). Terminem ,koreluje” nebo ,korelujici* je minéno, Ze syntézni vzorec RNA je
spojen s uritym fyziologickym stavem buiiky, ale neni to nutng vzdy tak, Ze exprese dané RNA
je zodpovédna za urdity fyziologicky stav nebo je jeho pfitinou. Tak napf. miZe se identifikovat
maly podsoubor takovych mRNA, které jsou exprimovany, pozitivné a/nebo negativné konverto-
vany v butikach, coZ slouZi jako model pro urity chorobny stav. Tento proménlivy projev
exprese, pokud je srovndvin se stejnou expresi u normélnich bun&k, které nevykazujici patolo-
gicky fenotyp, mize slouZit jako indikator nemoci nebo chorobného stavu (,indikator* gend,
RNA nebo expresni vzorce). Terminy ,korelujici* a ,,indikdtor” se mohou pouZivat tak, Ze se
mohou mezi sebou zam&nit. Tak napf. buiiky, které jsou odetfovany promotorem nadord jako je
forbol myristat mohou vykazovat expresi geni, kterd je podobna té, ktera je pozorovatelna pfi
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Casnych stadiich rustu nadordi. V jiném modelu rakoviny, se pouZiva bunék mysiho inzulinomu
(napf., bunééna linie TGP61), které pfi infikaci adenovirem vykazuji zvy3eni exprese napf. c—Jun
a MIP-2, pfi¢emZ exprese domacich gend, jako GAPDH a L32 zistava v podstaté neovlivnéna.

Cinidla, ktera po uvedeni do kontaktu s buiikou modelu uréité nemoci, bud’ pfimo, nebo nepiimo
a bud in vivo, nebo in vitro (napf. v tkaflové kultufe) moduluji expresni vzorec indikatoru,
mohou plsobit jako terapeutické prostfedky nebo 0¢inné latky na organismy {(napi. lidi nebo
zvitata nebo rostliny) trpici touto chorobou. Cinidla také mohou modulovat expresni vzorce tim,
7e se uvadgji pfimo do kontaktu s nukleovou kyselinou, napf. in vitro (testovaci trubitka),
expresniho systému. Vyraz ,,modulovat®, jak je zde pouZivdn, znamena piisobit zvy$ovani nebo
snizovani mnoZstvi a/nebo aktivity molekuly nebo podobné, kterd je soucdsti méfitelné reakce.
Kombinace podle vynalezu se mohou pouZit pro screening takovychto &inidel. Tak napf. fada
bunék (napf. zmodelu nemoci) se di uvést do kontaktu sfadou &inidel (napf. po dobu od
10 minut aZ do 48 hodin nebo i vice) a s pouZitim rutinnich v oboru dobfe zndmych metod (napt.
komerénd dostupnych souprav) lze extrahovat celou RNA nebo mRNA. Pokud je to Zadouci
zesili se mnoZstvi RNA standardnimi procedurami jako je RT-PCR zesileni, které mize byt
pouZito (viz napt. Innis et al es., (1996} PCR Protocols: A Guide to Methods in Amplification,
Academic Press, New York). Extrakty (nebo namnoZené produkty z téchto extraktd) se mohou
nechat plisobit (napf. spolednou inkubaci) na fadu v podstaté identickych matic, které zahrnuji
sondy pro vhodny indikator riznych RNA a jejich ¢inidla, kter jsou spojena se zménou expres-
niho vzorce téchto indikatord, se mohou v takovém pripadé identifikovat. Pfiklad 15 popisuje
testovaci systém s vysokou vykonnosti, jehoz &elem je hledat slouceniny, které mohou zménit
expresi genil, které jsou v korelaci s urditymi chorobnymi stavy.

Podobné se mohou rozpoznavat &inidla, kterd moduluji expresni vzorce spojené s uréitymi
fyziologickymi stavy nebo vyvojovymi stadii. Takovéto &inidla se mohou vyrobit uméle nebo
moZe jit o latky vyskytujici se v pfirodé, véetné faktord prostiedi jako jsou latky, které vznikaji
pfi embryonalnim vyvoji, nebo které se uplatiiuji pfi regulaci fyziologickych reakei nebo latky
dilezité pro zemédélskou vyrobu jako jsou pesticidy nebo herbicidy. Také mize jit o inidla,
ktera jsou vyuZitelnd v nezménéném stavu nebo jsou vyuzitelna ve formé agregatl s jinymi typy
latek. Tato ¢inidla mohou byt pfipojena v takovém pfipadé kovalentné nebo nekovalentné k nos-
nému ¢&lenu, coZ miize také byt pfimé nebo ptes specifické latky, které umoZiuji navazani nebo
mastek.

Daldim provedenim podle vynilezu je souprava, vhodna k detekci alespoii jednoho cile ve
vzorku, ktera zahrnuje:

a) povrch, obsahujici velké mnoZstvi navzajem oddélenych oblasti, z nichZ alespoil dvé jsou
v podstaté identické, kazd4 oblast zahmuje alespoii 8 riznych kotev (oligonukleotid nebo
jeden z dal3ich typi zde popsanych a

b} nadobu obsahujici alespoft jednu bifunkéni molekulu linkeru, kterd mé prvni &ist specific-
kou pro alespori jednu uvedenou kotvu (kotvy) a druhou East, ktera obsahuje sondu, ktera je
specificka pro alespori jeden uvedeny cil (cile).

V jednom provedeni se fedi povrch jako v a) shora a soubor instrukci pro napojovéni alespoi
jedné z uvedenych kotev k bifunk&ni molekule linkeru, ktery ma prvni &ast specifickou pro
alespon jednu uvedenou kotvu a druhou &4st, kterd obsahuje sondu, ktera je specificka alespoii na
jeden cil. Tyto instrukce mohou zahrnovat napf. (nikoliv viak vyluéné) popis kazdé z kotev na
povrchu, indikaci jak mnoho kotev je na povrchu a kde na povrchu jsou umistény a navod na
vytvofeni specifickych pfipojeni (asociaci, vazbu atd.) linkeru ke kotvam. Tak napf. pokud
kotvami jsou oligonukleotidy, instrukce mohou zahrnovat sekvenci kazdé kotvy, z které praktik
miZe navrhnout komplementarni skupinu linkerl specifickou pro danou kotvu, aby docilil
specifickou interakci s (napf. hybridizaéni) kotvami; jestlize kotvami jsou peptidy, instrukce
mohou zahmovat informaci napf. o tom, které protilatky specificky interaguji s danymi peptidy.
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Tyto instrukce mohou také zahrnovat navod k asociaci kotev a linkerll, napt. reakéni podminky,
¢inidla pro hybridizaci (nebo jiny typ spojeni) jako je teplota a doba inkubace, podminky
a tinidla pro odstranéni nepfipojenych molekul (napt. 14zn¢) a pod. Dale mohou kromé& toho
instrukce také informovat o vytvofeni a pouziti jakychkoliv typl kontrolnich linkeni zde diskuto-
vanych a o metodach napf. ke kvantitativnimu stanoveni, normalizaci, ,.jemnému doladéni“ nebo
kalibraci testi, které se maji provadét s danymi kombinacemi. Tyto instrukce mohou zahmovat
také jakékoliv parametry, podminky nebo provedeni, ktera jsou uvedeny v pfihlasce, které mohou
viechny byt provedeny rutinné s b&mymi postupy, které jsou znamy odbornikovi z oboru.

Jak je diskutovano v této ptihlasce, praktik miZe napojit k povrchu podle vynalezu, obsahujicimu
danou matici (nebo matice) kotev, $irokou fadu typd linkerd, ¢imZ naprogramuje jakykoliv
soubor sond. Krom¢ toho miiZze praktik odstranit urity soubor linkert z povrchu podle vynalezu
a pfidat k n&mu jiny soubor linkerd (bud’ stejny, nebo odlisny od prvniho souboru), coZ umozni,
Ze dany povrch se miiZze né€kolikrat opakované pouZivat. Tato flexibilita a opakovatelnd pouzitel-
nost piedstavuje dalsi vyhody feSeni podle vynalezu.

V dai§im provedeni mohou byt kombinace podle vynilezu pouzity k mapovani EST#
(.Expressed Sequence Tags®). To znamena, %e testy MAPS mohou byt pouZity k rozpoznani,
které ze skupin ESTa, pokud tam n&jaké jsou, byly generovany z riznych (nebo Cdstetn€ se
prekryvajicich) &asti stejného genu (stejnych gent), a které, pokud tam jsou néjaké, jsou nové.
Obr. 18, 19, 20 a 21 ilustruji takovy test, pfi€emZ v tomto pfipadé jde o stanoveni, které ESTy,
pokud Ze jsou néjaké, ze 16 jsou ,navaziny“ k b&Znému genu. Prvni stupeii testu (viz obr. 18)
spotiva v sestaveni matic, ve kterych kazdy z ESTU, které se maji stanovovat, je reprezentovan
alespoi jednou oligonukleotidovou sondou, kterd tomu odpovidd. Né&jaky podet matic ekviva-
lentnich (nebo v&tsi neZ) urlity polet ESTU, které se maji hledat, je rozloZeno v oddélenych
oblastech (napf. v jamkach) povrchu; v ilustraénim pfipadé povrch kombinace zahrnuje
16 jamek, z nichZz kazda obsahuje matici v 16 riznych oligonukleotidi specifickych pro EST,
olislovany 1 aZ 16, Oligonukleotid, ktery ,.koresponduje* EST (je ,,specificky pro EST®) je jed-
nim, ktery je dostateéné komplementirni k ESTu tak, Ze za zvolenych presnych hybridizatnich
podminek bude oligonukleotid hybridizovat specificky s timto ESTem, ale ne s jinymi ESTy, se
kterymi neni spojen. Nukleotid korespondujici s néjakym ESTem tohoto typu, se miize vazat
specificky (za optimalnich podminek) ke kédujicimu nebo nekédujicimu Fetézci cDNA syntetizo-
vanému z genu, ze kterého byl EST plvodn& generovin nebo k mRNA syntetizované z genu,
z kterého byl piivodné EST generovian. Faktory, které se maji fesit pfi navrhovani oligonukleoti-
di a hybridizaéni parametry, které se maji optimalizovat za ulelem dosaZeni specifické hybridi-
zace, jsou diskutovany v této prihlasce na jinych mistech. Za i&elem sestaveni matic se p¥ipravuji
molekuly linkeru, z nichZ kaZda zahrnuje skupinu specifickou pro jednu z kotev generické matice
plus skupiny obsahujici oligonukleotidovou sondu, ktera koresponduje s jednim z EST4, které se
maji mapovat; a linkery jsou pfipojeny ke kotvam, jak je popsano na jinych mistech pfihlasky.
V nésledujicim stupni se alikvotni podil vzorku obsahujiciho smés nukleovych kyselin (napt.
mRNA nebo jednu fetézcovou nebo denaturovanou ¢cDNA), ktery miiZze obsahovat sekvence,
které jsou komplementarni k jedné nebo vice oligonukleotidovych sond, ptida ke kazdé z oblasti
(jamek), které obsahuji matici sond; pak se smés inkubuje za podminek stanovitelnych optimainé
rutinnim zplisobem, &imZ se umoZni nukleové kyselingé, aby se navazala na komplementami
sondy. JestliZe je nékolik sond specifickych na EST komplementdmich k riznym &astem jedné
nukleové kyseliny, musi potom se nukleové kyselina vaZe na kazdé takovéto misto v matici, na
kterém jsou tyto sondy umistény.

V nasledném stupni se rlizné detektory oligonukleotidi (v ilustraénim pfikladé jsou to detektory
oznacované jako # | aZ 16) pridd ke kazdé oblasti (jamce) (viz obr. 19). Detektor nukleotidi se
navrhne pro kazdé ESTy, které se maji mapovat. Kazdy detektor specificky pro EST odpovida
jiné (alespofi &astedné se nepfekryvajici) asti EST neZ sonda oligonukleotidi, takZe se sondy
a detektory oligonukleotidii mezi sebou neinterferuji. Tak napf. ESTy ozna¢ené na obr. 21, které
koresponduji s ESTy 1, 2 a 6 obrazkid 18 az 20. Obr. 21 ukazuje, 7e ESTy #1 a #2 byly oba
ziskany z genu X (jsou ,navaziny“), pfi¢emz EST #6 byl ziskan z riznych, nepfibuznych geni.
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JestliZe alikvoty pfikladu obsahujici smés mRNA, vZetné toho, ktery je generovan v genu X, jsou
inkubovény s matici sond, znazorn&nou na obr. 18 az 20, dojde k tomu, 26 mRNA genu X bude
za optimélnich podminek hybridizovat na misté, kde jsou sondy | a 2 ale nebude hybridizovat na
mistech se sondou 6. (Pochopitelné kazda mRNA musi byt ptidiavana v molarnim pfebytku po¢i-
tano na sumu sond, se kterymi miZe hybridizovat). Pokud se piida detektor oligonukleotidu 1
k oblasti (jamce) 1 bude hybridizovat s genem s mRNA genu X, ktera je vazana na misté 1 a 2
matice sond, ale nebude hybridizovat na mist& 6. Podobng, jestlie detektor oligonukieotidu 2
bude pfidan k dal3i jamce - feknéme jamce #2 — bude se také vazat na mistech 1 a 2, ale nebude
na misté 6. Timto zpiisobem se da determinovat ve vysoké rychlosti, které ESTy jsou navaziny,
tj. kod pro &asti stejného genu a které ESTy jsou nové nebo odlisné. Jako hypoteticky pfiklad
jsou na obr. 20 znazornény prvni 3 ESTy kodujici &asti stejného genu, poslednich 5 ESTa
kodujicich &4sti jiného genu a zbylé ESTy, které by se nemély navazovat. Podminky hybridizace,
popf. promyvaci stupné&, metody detekce a pod. jsou diskutovany na jinych mistech této pfihlasky
ve vztahu k jinym testim MAPS. Za adelem ovéfeni Gdaji o vzniklych vazbich ziskanych
MAPS testem se daji uskute¢nit PCR reakce s pouZitim pani ESTové specifickych oligonukleoti-
dovych sond jako sense a anti-sense primerd. Kazdy par navazanych ESTG by mél poskytovat
jako vytézek PCR produkt. Je tieba poznamenat, Ze tyto parové PCR testy se daji provadét za
idelem stanoveni vazeb pfimo bez pouZiti navazovacich testi MAPS; nicmén& mnoho reakci by
vyzadovalo, a kazdy primér EST by mé&l byt syntetizovan jako sense a antisense Fetézce,
V ilustrovaném ptipadg by bylo vyZzadovano 180 takovych reakei.

Podle jednoho aspektu se vynalez tyka zpisobu stanoveni, které ze souborti ESTil jsou komple-
mentarni k dané nukleové kyseling, pti kterém se

a) inkubuje imobilizovana matice oligonukleotidovych sond, alespoii jedna z kterych odpovidd
kadému uvedenému ESTu, stestovacim pfikladem, ktery miZe obsahovat urditou
uvedenou nukleovou kyselinu, za iéelem ziskani hybridizaéniho produktu mezi uvedenymi
oligonukleotidovymi sondami a uvedenou nukleovou kyselinou,

b) inkubuje uvedeny hybridizaéni produkt s detektorem oligonukleotidu, ktery koresponduje
s néjakym ESTem, se kterym koresponduje jedna z vedenych oligonukleotidovych sond, ale
ktery je specificky pro jinou ¢st EST, neZ uvedena oligonukleotidova sonda a

c) detekuje se kterd oligonukleotidova sonda z uvedené matice je oznatena uvedenym detekto-
rem oligonukleotidu,

pri¢emz uvedena matice oligonukleotidovych sond se imobilizuje na oblasti tvofené kombinaci,
pfi¢emZ uvedena kombinace zahrnuje

1) povrch obsahujici urdité mnozstvi oddélenych v podstaté identickych oblasti, ekvivalentni
poétu EST1, které se maji studovat, pfi¢emz kazda oblast zahmuje

2) urdity polet ruznych kotev ekvivalentnich k urditému poétu EST{, ktery se ma studovat,
pti¢emz kazda kotva je spojena s

3) bifunkénim linkerem, ktery ma prvni &ast, specifickou pro kotvu a druhou &4st, ktera

obsahuje oligonukleotidovou sondu, ktera koresponduje alespori sjednim s uvedenych
ESTi.

V dal3im aspektu se vynalez tyka zpiisobu jako shora, pti kterém jeden nebo vice z uvedenych
ESTd mize byt komplementamni k uvedené nukleové kyseliné a kde kazdy z uvedenych ESTu
zahmuje dvé rizné oligonukleotidove sekvence, z nichZ prvni definuje oligonukleotidovou sondu
korespondujici s uvedenym ESTem a druhd definuje detektor oligonukleotidu korespondujici
s uvedenym ESTem, pii kterém se
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uvadi do kontaktu vzorek, obsahujici molekuly uvedenych nukleovych kyselin s alespon jed-
nou oblasti kombinace, pii ¢emZ uvedena oblast obsahuje matici oligonukleotidovych sond,
alespoii jedna z nichZ koresponduje s kazdym z uvedenych ESTa,

indikuje se uvedeny vzorek suvedenou oblasti, ¢&imZ se umoZni molekulam uvedené-
nukleové kyseliny navazat se na uvedené oligonukleotidové sondy specifické korespondujici
s uréitymi ESTy, které jsou komplementarni k ¢4sti uvedené nukleové kyseliny,

inkubuje se zminénd oblast obsahujici molekuly uvedené nukleové kyseliny navazané na
jednu nebo vice uvedenych oligonukleotidovych sond specifickych korespondujici s EST
s detektorem oligonukleotidu, ktery koresponduje s ESTem, se kterym je dani jedna oligo-
nukleotidovd sonda uvedené matice je spojena, ¢imZ se navaZe detektor oligonukleotidu
k molekuldm nukleovych kyselin, které se jiz navazaly na uvedenou oligonukleotidovou
sondu nebo na jinou oligonukleotidovou sondu, které jsou komplementimi k uvedené
nukleové kyseling,

detekuje se pfitomnost uvedeného detektoru oligonukleotidd, ¢imz se identifikuje, ktera
z oligonukleotidovych sond korespondujicich s EST zdané matice je komplementamni
k &asti nukleové kyseliny, kterd se vaZe na uvedenou sondu pro oligonukleotid korespondu-
jici s EST, &¢imz se identifikuje, které ESTy jsou komplementarni k dané nukleové kyseling,
piiemz uvedend matice oligonukleotidovych sond je imobilizovana na oblasti kombinace,
ktera zahrnuje

povrch obsahujici uréity polet odd€lenych, v podstaté identickych oblasti, ekvivalentnich
k uré¢itému pottu EST, které se maji studovat, pfiemz kazda oblast obsahuje

uréity podet odlidnych kotev ekvivalentnich k urditému poétu EST, které se maji studovat,
pri¢emz kazda kotva je spojena

bifunk¢nim linkerem, ktery méa &ast specifickou pro kotvu a druhou &ést, ktera obsahuje
oligonukleotidovou sondu, kterd koresponduje s alespoft jednim z uvedenych ESTA. Kompo-
nenty testu pro mapovani EST se mohou sestavovat v libovoiném pofadi. Tak napf. kotvy,
linkery a ESTy se mohou sestavovat sekvenéné; nebo linkery a ESTy za pfitomnosti nebo
v nepfitomnosti hlasi¢d, se mohou sestavovat v roztoku a pak piidat ke kotvam.

V jiném aspektu se vynalez tyka zplsobu stanoveni, ktery z fady ESTU je komplementdmi k dané
nukleové kyseliné, pfi kterém se,

a)

b)

inkubuje soubor bifunk&nich oligonukleotidovych linkerovych molekul, z nichZ kazda obsa-
huje prvni &ast, co? je sonda, korespondujici s alespoii jednim z uvedenych EST0 a druhou
ast, ktera je specificka pro oligonukleotidovou kotvu, s testovanym vzorkem, ktery miize
obsahovat uvedenou nukleovou kyselinu, za d&elem ziskani prvniho hybridizaéniho pro-
duktu mezi uvedenymi oligonukleotidovymi sondami a uvedenou nukleovou kyselinou,

inkubuje prvni hybridizani produkt s imobilizovanou matici oligonukleotidovych kotev,
pfitem% kazda kotva oligonukleotidu koresponduje s &dsti specifickou pro kotvu alespor
jedné uvedené molekuly linkeru, &im2 se vytvoti druhy hybridizaéni produkt, ktery obsahuje
uvedené kotvy, uvedené oligonukleotidové sondy a uvedené nukleové kyseliny a

inkubuje bud’ uvedeny prvni, nebo uvedeny druhy hybridizaéni produkt s oligonukleotido-
vym detektorem, ktery koresponduje s ESTem, s kterym koresponduje uvedena oligonukle-
otidova sonda, ale ktery je specificky pro jinou &ast ESTu, nez je uvedena oligonukleotidova
sonda a
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d) detekuje se, které oligonukleotidové sondy zuvedené matice jsou oznadeny zminénym
oligonukleotidovym detektorem,

pfi¢emz uvedena matice kotev oligonukleotidd se imobilizuje na oblasti kombinace, ktera obsa-
huje

) povrch obsahujict urdity pocet vzdjemné oddélenych v podstaté identickych oblasti ekviva-
lentnich poétu ESTU, které se maji studovat, pti¢emz kazda oblast obsahuje

2) urtity poet odlisnych kotev ekvivalentnich ESTU, které se maji studovat.

Pochopitelng shora zminéné metody pro mapovani EST se daji pouZit k mapovani testovanych
sekvenci (napf. polynukleotidi) na jakékoliv nukleové kyseling, o kterou je zjem. Tak napf. se
da stanovit, jestli dva nebo vice klonovanych DNA fragmentl nebo cDNA map patfi stejné geno-
mické DNA. Takovyto postup by mohi pfispét napt. k objasnéni struktury diouhych, komplex-
nich gend. Podobnym zpiisobem se da stanovit, zda je jedna nebo vice sekvenci, které jsou
vzdjemn¢ propleteny nebo mapy kddujicich sekvenci, pfisluinid ke stejné genomické DNA.
Takovéto stanoveni by se mohlo pouzivat napf. pfi diagnostickych testech k rozlieni mezi nor-
malnimi a chorobnymi stavy, které jsou charakterizovany odli¥né spfedenymi sestavami. Mnoho
dalsich aplikaci téchto mapovacich metod je evidentni t¥ém, kteti se zabyvaji timto oborem.

V dal3im aspektu se vyndlez tykd zpisobu stanoveni, které z fady polynukleotidd jsou komple-
mentdrni k dané nukleové kyseling, kde jeden nebo vice uvedenych polynukleotidii miZe byt
komplementarni k uvedené nukleové kyseling a kde kazdy z uvedenych polynukleotidii obsahuje
dvé& rizné oligonukleotidové sekvence, z nichZ prvni definuje oligonukleotidovou sondu, kores-
pondujici s uvedenym polynukleotidem a druhy definuje detektor oligonukleotidu korespondujici
s uvedenym polynukleotidem, pii kterém se

a) uvadi do kontaktu vzorek, ktery zahrnuje molekuly uvedenych nukleovych kyselin s alespoft
jednim regionem dané kombinace, pfiCemz tento region obsahuje matici oligonukleotido-
vych sond, z nichz alespoii jedna odpovida kaZdému z uvedenych polynukleotidi,

b) inkubuje uvedeny vzorek suvedenym regionem, &imZ se umoZni molekuldm uvedené
nukleové kyseliny navézat se na uvedené oligonukleotidové sondy, odpovidajici uvedenému
polynukleotidu, které jsou komplementarni k ¢4stem uvedené nukleové kyseliny,

¢) inkubuje uvedeny region, obsahujici molekuly uvedené nukleové kyseliny, vizané na jednu
nebo vice oligonukleotidovych sond, odpovidajicim polynukleotidu, s detektorovym oligo-
nukleotidem, které odpovidaji polynukleotidu, se kterym koresponduje konkrétni jedna
z oligonukleotidovvch sond uvedené matice, &imz se navazi detektorové oligonukleotidy na
molekuly nukleovych kyselin, které jsou jiZ navaziny na danou oligonukleotidovou sondu
nebo na jiné oligonukleotidové sondy, které jsou komplementirni uvedené nukleové kyse-
ling,

d) detekuje se pfitomnost uvedenych detektorovych oligonukleotidi, ¢imz se identifikuje, které
oligonukleotidové sondy, odpovidajici polynukleotidu, z uvedené matice jsou komplemen-
tammi Castem nukleové kyseliny, kterd se vaZe k uvedené dané oligonukleotidové sondé,
odpovidajici polynukleotidu, a tim se identifikuje, které polynukleotidy jsou komplementar-
ni k uvedené dané nukleové kyseling,

pfiCemZ uvedena matice kotev oligonukleotidi se imobilizuje na oblasti kombinace, ktera obsa-
huje

t) povrch obsahujici uréity polet vzajemné oddélenych, v podstaté identickych oblasti ekviva-
lentnich po¢tu polynukleotidi, které se maji studovat, piiemz kazda oblast obsahuje
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2) urdity potet riznych kotev, ekvivalentnich polynukleotidim, které se maji studovat, pficemz
kazda kotva je ve spojeni s

3) bifunkenim linkerem, ktery ma prvni &ast specifickou pro kotvu a druhou &ast, ktera obsahu-
je oligonukleotidovou sondu, které odpovida nejméné jednomu z uvedenych polynukleotidil.

Podle daliiho aspektu vynélezu zahmuji shora uvedené zpisoby k mapovani ESTd nebo jinych
polynukieotidii déle je$té odstrafiovdni nenavazanych podili vzorku mezi jednim nebo vice
stupni.

V daldim provedeni podle vynalezu se jeden nebo vice RNA cilil, o které jde (napf. mRNA nebo
jinych typli RNA) pfevadi na cDNA reverzni transkriptazou a tyto cDNA se potom hybridizuji na
matici sond. Tento typ testi je ilustrovin schematicky na obr. 8. RNA extrakty (nebo &isténa
mRNA) se pfipravuji z bungk nebo tkini jak je zde popsdno. Reverzni transkriptdza a oligo-
nukleotidové priméry, které jsou specifické pro tyto RNA, o které je zijem, se pak pfidaji
k vzorku RNA a s pouZitim podminek, které jsou v oboru zndmy a zpisobu, které se mohou
provést rutinn& i optimalizovat, se generuje prvni fetézec cDNA. Termin specificky primér
znamend, Ze je to takovy, ktery je dostatené komplementirni k mRNA, o ktery je zdjem, pfi
navazani na tuto RNA za zvolenych piisné hybridizaénich podminek a miiZe byt rozpoznan
reverzni transkriptzou, ale ktery se navdZe na nezidouci nukleové kyseliny (viz shora napf.
diskuse o vhodnych reakénich podminkach k dosaZeni specifické hybridizace). Rezidualni RNA
— mRNA, které nebyly rozpoznény specifickymi priméry a/nebo jinymi typy kontaminujicich
RNA v NA extraktu, jako jsou napi. tRNA nebo rRNA — se mohou odstranit jakoukoliv varietou
ribonukledz nebo chemickymi postupy, jako je napt. pisobenim alkalické latky, od3tépujici zadni
jednoduchy Fetézec cDNA, kterd se v podstaté uvede do kontaktu s matici MAPS. PouZiti
reverzni transkriptizy v tomto zpisobu minimalizuje potfebu extenzivniho nadmémého manipu-
lovani s RNA, kterd miZe byt senzitivni k degradaci nukledzami a tak se sni pracuje velmi
$patné. Dale pFidavna specifika, ktera se dosahuje specifickymi priméry reverzni transkriptazy,
dodava testu dali vrstvu specifiénosti.

Shora popsané cDNA se mohou popfipad¥ také namnoZit pfed hybridizaci, ¢imz se zesili signal
matice sond. Priméry oligonukleotidové reverzni transkriptizy popsané shora mohou obsahovat
na 5'zakondeni sekvence (které mohou byt zhruba 22 aZ 27 nukleotidl dlouhé), které specifikuji
iniciani mista pro RNA polymerazu (napf. T7, T3 nebo SP2 polymerdzu nebo podobné).
V ptikladé zndzornéném na obr. 8 byl pfidin T7 promotor sekvence k priméru reverzni
transkriptazy. Misto rozpozndvajici polymerazu se vklida do cDNA a pak slouZi jako
rozpoznavaci misto pro fadu transkripci vhodnou RNA polymerazou (in vitro transkripce neboli
SVT*). Popfipadé se mize mRNA, kterd byla takto generovand, namnoZit nebo zesilit dale
s pouzitim PCR a vhodnych primérii nebo cDNA sama o sobé se mitZe také zesilovat. Zpisoby
transkripce a PCR jsou rutinni a v oboru jsou dostate¢né zndmé,

Flexibilita PCR umoZituje mnoho variant zpisobu podle vyndlezu. P¥i jednom provedeni tvofi
jeden nebo oba priméry, které se pouZivaji k zesilovani cile, chemicka (prava, ktera umoZiuje
specifické nebo nespecifické pfipojeni vysledného PCR produktu k pevnému podkladu. Takovou
chemickou tipravou miize byt napfiklad 5'-amidace, kterd umoZiluje vazbu k povrchu podkladu
jako jsou naptiklad destitky ,.Costar's DNA Bind Plates“, (naptiklad takovych, které jsou modifi-
kovany N-oxysukcinimidesterem) nebo maleinanhydridem potaZené destitky jako jsou ,Reacti—
Bind plates“ od firmy Pierce, Rockford, IL). Zpiisoby vytvéafeni oligonukleotidi jsou rutinni a
v oboru znamé. PCR produkt, zahmujici takovy modifikovany primér, mize byt navizin k jaké-
mukoliv pozadovanému podkladu, véetné pevného podkladu, naptiklad k vnitfnim sténdm mikro-
titrové jamky, téliskim (napfiklad nemagnetickym nebo nemagnetickym téliskim) nebo
k jakymkoliv povrchim zde popsanym. Pochopitelné miZe byt PCR primér také navizin na
podklad dive, nez se iniciuje PCR reakce. N&kolik cykli PCR se miiZe opakovat bez promyvani,
ale s piebytkem navazaného priméru, aby vysledny produkt zistal navazany k podkladu. Toto
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pripojeni zesilené cilové sekvence usnadiiuje promyti (nebo iténi) cile, bud’ pred jeho uvedenim
do kontaktu (naptiklad hybridizaci s timto povrchem) s podkladem obsahujicim kotvy a/nebo
linkery, nebo po jeho uvedeni do tohoto kontaktu s naslednym uvolnénim z takového povrchu,
V jiném provedeni miize jeden nebo oba priméry, pouzivané pro zesilen{ cile, obsahovat jedno
nebo vice mist pro restrikéni enzym, kters umoziiuji zavedeni restrikénich mist, pfiléhajicich bud’
ke konci, (nebo k jeho blizkosti) cilové sekvence, kters je hledina. Restrik&ni mista se mohou
dodat do zesileného cile pomoci PCR bud’ pfed jeho uvedenim do kontaktu (nap#iklad za Gitelem
hybridizace stimto povrchem) s podkladem obsahujicim kotvy a/nebo linkery, nebo po jeho
uvedeni do tohoto kontaktu. Restrikéni misto(mista), zavedené(a) napfiklad timto zpisobem,
mohou usnadnit klonovani zesileného cile, poskytnutim klonovacich mist, kter sousedi s cilovou
sekvenci. Restrikéni mista také mohou usnadnit &i§t&ni zesilené sekvence. Tak napfiklad se miize
Jedna nebo né€kolik restrikénich mist umistit v PCR priméru mezi cilové specifickou sekvenci
achemickou dpravu, kteri umoZiiuje ptipojeni k podkladu. Po PCR zesileni ndjakého cile
pomoci modifikovaného PCR priméru a navazani k podkladu ptes chemickou tpravu se miize
kombinace promyt a pak rozstépit v restrik&nim misté (v n&kolika restrikénich mistech), &im2 se
uvolni promyty cil. Viz napfiklad obrazek 23.

Pfi zpisobech popsanych shora se pochopiteln€ daji pouZit jina $tépitelna mista neZ jsou mista
pro restrik¢ni enzymy, napriklad se da pou2it peptid, ktery se pak §tépi specifickou protedzou,
nebo se da pouzit jiny komponent, ktery se da $tépit a/nebo uvolnit fyzikdlnimi, chemickymi
a/nebo jinymi prostiedky.

V jiném provedeni obsahuje nejméné jeden z priméri, ktery se pouZiva k zesileni cile, sekvenci
(ktera nemusi nutné byt piitomna v cili), kterd je specificka pro, napfiklad, pro cilové specificky
hlasi¢ nebo detekéni linker.

Shora uvedené modifikace priméru mohou byt pochopiteln& pouzity spolu s jakoukoliv pozado-
vanou kombinaci, a mohou se pfidat do zesileného produktu v jakékoliv fazi testu.

Shora popsany zpisob, pfi kterém se mRNA cile pfevedou na ¢cDNA piisobenim reverzni
transkriptazy a/nebo se zesili pomoci PCR pfed testovanim na MAPS desti¢kdch, se dé pouzit
misto standardniho MAPS testu pro jakoukoliv soustavu testii zaloZenych na RNA, které je shora
popsana.

V jiném provedeni podle vynalezu se jeden nebo vice cili na bazi nukleovych kyselin, o které je
zajem, hybridizuji se specifickym polynukleotidovym chranicimi fragmenty a podrobi se nukles-
zové ochranné procedufe a tyto chréni fragmenty, které jsou hybridizované s cilem (s cily),
o ktery(é) je zajem, se pak testuji na destitkdach MAPS. JestliZe je cilem zijmu RNA a ochran-
nym fragmentem je DNA, mdZe nukledzova ochrana pfi MAPS testu (,,NPA-MAPS*) sniZit
niro¢nost na nadmérmou manipulaci s RNA, ktera mize byt citliva na degradaci kontaminujicimi
nukledzami, a tim milZe zplsobovat tézkosti pfi manipulaci. V takovéto NPA-MAPS testu jsou
sondami v matici oligonukleotidy o stejném zfetézeni jako cilové nukleové kyseliny, o které je
zdjem, coZ je vyhodnéj3i nez kdyZ jsou k nim komplementarni jak je tomu ve standardnim MAPS
testu. Jednim pfikladem testu NPA-MAPS je pfiklad, ktery je schematicky zndzornén na obr. 9.

Pfi testu NPA-MAPS miize byt cilem z4jmu jakakoliv nukleova kyselina napf. genomicka DNA,
cDNA, virovd DNA nebo RNA, rRNA, tRNA, mRNA, oligonukleotidy, nukleové kyselinové
fragmenty, modifikované nukleové kyseliny, syntetické nukleové kyseliny nebo podobné. Ve
vyhodném provedeni podle vynilezu je pouzivén zpiisob, ktery testuje jeden nebo vice cilovych
mRNA, které jsou pfitomny v tkini nebo extraktu buné&né RNA. Vzorek, ktery obsahuje cil
(nebo cile) zijmu se nejprve hybridizuje za zvolenych pfesnych podminek (viz shora diskuse
o vhodnych reakénich podminkach pro dosazeni specifické hybridizace) s jednim nebo vice
ochrannymi fragmenty. Ochrannym fragmentem je polynukleotid, ktery miize byt napf. RNA,
DNA (véetne PCR produktu), PNA nebo modifikované nebo substituované nukleové kyseliny,
které jsou specifické pro &ast nukleové kyseliny, kterd je cilem zajmu. Terminem ,specificky

-24 -




10

15

20

25

30

35

40

45

50

35

CZ 301618 B6

ochranny fragment je minén polynukleotid, ktery je dostatené komplementdmi k pfislusnému
zvolenému vaznému partnerovi, aby se za presnych zvolenych podminek navazal, ale aby se
nenavazoval k ostatnim nukleovym kyselinam, o které neni zdjem. Ochranny fragment miZe mit
délku nejméné 10 nukleotidi, vyhodné ma délku 50 aZ asi 100 nukleotidi nebo je asi tak dlouhy
jako celd cDNA. Ve vyhodném provedeni jsou ochranné fragmenty jednofetézcové DNA oligo-
nukleotidy. Ochranné fragmenty specifické pro 100 cilii nebo vice mohou vanikat jednou hybri-
dizatni reakei. Po hybridizaci se vzorek ofetfi smési jedné nebo vice nukledz tak, aby zni€ily
v podstaté viechny nukleové kyseliny s vyjimkou ochrannych fragmenti, které byly hybridizova-
ny s nukleovymi kyselinami, o které je zajem a (po ptipad¥) s ¢4stmi cilovych nukleovych kyse-
lin, které byly hybridizoviny a chrinény pfed napadenim nukleazou v pribéhu procedury
nukleazového chrangni (jsou ve zdvojeném hybridu). Napt. jestlize vzorek obsahuje bunétny
extrakt, nezadoucich nukleovych kyselin, jako jsou genomické DNA, tRNA, rRNA a mRNA,
které jsou jiné ne¥ cilové, mohou byt tyte litky v podstaté v tomto stupni znideny. Jakakoliv
varieta nukledz se d v tomto ptipadé pouZit, a to viemé pankreatickych RNA z nukledzy fazoli,
$1 nukleazy, RNAzy A, ribonukleazy T1, exonukleazy III nebo pod., podle povahy hybridizova-
nych komplexi a podle nezidoucich nukleovych kyselin, které jsou pfitomny ve vzorku. RNAza
H se miZe napt. pouZit pro odstranéni zbytkové navazané RNA na DNA chranicim fragmentu.
Reakéni podminky pro tyto enzymy jsou velmi dobfe znamé a mohou byt optimalizovany empi-
ricky. Také lze pouzit chemickych postupd jako je napf. alkalicka hydrolyza RNA. Jak je
pozadovano, vzorky mohou byt zpracoviny dile znimymi zpisoby, pomoci kterych se odstrani
nehybridizovany material a/nebo se inaktivuji odstranéné zbytkové enzymy (napt. extrakci feno-
lem, sra¥enim, filtraci na koloné atd.). Proces hybridizace, ktery je nisledovan nukledzou digesci
a (poptipad&) chemickou degradaci, se nazyvd nukleizové chranici procedura; tyto chranici
procedury jiz byly popsany (viz napt. Lee et al (1978). Meth Enzymol. 152 633—648. Zinn et al
(1983). Cell 34, 865-879). Vzorky se zpracuji nukledzovou ochranou, pak nasleduje (poptipad€)
procedura inaktivace nuklesz a pak se uvedou do kontaktu s matici sond MAPS a provedou se
obvyklé kroky testu na MAPS. Navazané chranici fragmenty se mohou detekovat hybridizaci, za
a&elem znadeni cilové specifickych hlasi&d, jak je popsano zde pro standardni MAPS testy, nebo
mohou byt chranici fragmenty samy o sob& znateny, kovaleniné nebo nekovalentné, pomoci
detekovatelné molekuly.

Ve vyhodném provedeni se pfimo znadi chranici fragment, coZ je lepSi nez kdyZ se znali
hybridizatni s cilové specifickym hlasitem, Tak nap. hlasi¢ je navazan na ochranny fragment
pomoci interakce ligand — antiligand, napf. streptavidinovy enzymovy komplex se piida k bio-
tinylovanému chrénicimu oligonukleotidu. V jiném piipadé se ochranny fragment modifikuje
chemicky (napk. pfimou kopulaci koiiské peroxidazy (HRP) nebo fluorescenéniho barviva) a tato
chemicka modifikace se detekuje, bud’ s pomoci &asti nukleové kyseliny chraniciho fragmentu,
nebo bez ni (napt. po ¥t&peni modifikace feknéme enzymaticky nebo chemicky). V jakékoliv ze
shora uvedenych metod se ochranny fragment znaéi pfed nebo po hybridizaci s korespondujici
molekulou linkeru.

Za G&elem kontroly, Ze nukledzov4 ochrannd procedura funguje spravné, tj. Ze nehybridizované
nukleové kyseliny byly digestovany jako neadouci, se d4 navrhnout jeden nebo vice ochrannych
fragmentd, ktery by obsahoval anti—sense (nehybridizovany) segment, ktery by se $tépil nuklea-
zou v pfipadg, %e procedura pracuje spravné. Pfitomnost nebo absence takového opatné funguji-
ciho kontrolnfho fragmentu se pak d4 stanovovat komplementérni hybridizaci, znadenou detekéni
sondou nebo anti-sense dilem chraniciho fragmentu, ktery miiZe byt jako takovy znaten, kova-
lentné nebo nekovalentné, pomoci detekovatelné molekuly. Tato kontrola se mize providét pfed
tim, nez je vzorek uveden do kontaktu s matici sond, nebo jako st test MAPS jako takovych.
Ptikladem takového kontrolniho testu je test popsany v pikladu 15. Pochopitelné vzhledem
k tomu, Ze riizné znafeni se mie snadno rozpoznat (napt. fluory s riiznym absorpénim spektrem)
je v tomto testu zahrnuto n&kolik moinych riznych znatenych oligonukleotidd. Dale se da v pri-
behu vyvoje testu pouZit standardni nukledzovy chranici test, ktery vyuZiva analyzy gelovou
elektroforézou, &imz se ovéFi, Ze chranici fragmenty jsou vyuZity a uplatiiuji se dle oéekavani.
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Po detekei cilil se mitZe signal detekéni sondy (napfiklad HRP—znagené) eliminovat (napiiklad
denaturaci, zabitim, ochlazenim, supresi, blokovanim), promytim desti¢ek se odstrani veskeré
zbytky reakénich ¢inidel, aktivnich latek nebo pufrii, které by mohly rusit nasledujici krok
(napiiklad denaturacénim Einidlo), a pak se to co zistalo mize detekovat odlisnou detek&ni
sondou (napiiklad opét zna¢enou HRP). Po aplikaci denaturace signalu se miize v kterékoliv fazi
testu provést navazani odlisné sondy se stejnou signaini skupinou. Pouiti dvou riiznych fluores-
cenénich sond a dvoubarevné detekce je mozné i bez denaturace ¢i blokovani signélu.

NPA-MAPS testy se mohou pouiit ke kvantifikaci mnoZstvi cile ve vzorku. Pokud se pfida
chranici fragment ve velkém molarnim piebytku oproti ¢ili za a&elem dosaZeni zcela komplet-
niho pribéhu hybridizaéni reakce, mnoistvi chraniciho fragmentu, které zistdvd po stupni
nukleazové ochrany, bude ovlivnéno tim, jak mnoho cile je pfitomno ve vzorku. Ptikladem tako-
vé reakce pro kvantitativni stanoveni jsou pfiklady 12 a 13.

NPA-MAPS testy se mohou pouzit k implementaci jakychkoliv metod, popsanych shora, které
vyuZivaji MAPS testi.

Ve vyhodném provedeni se polynukleotidové chranici fragmenty mé&f hmotnostnim spektro-
metrem, co? je vyhodn&j$i neZ na MAPS destitkach. V nejvyhodnéjsim provedeni se v pribéhu
hybridizace nebo v priib&hu stupiid nukledzové digesce nenavazuji zidné polynukleotidy
(pfipojené) k pevnému povrchu, Po hybridizaci se hybridizaéni cil degraduje, napf. nukledzou
nebo chemickym zpracovanim, pii¢emz se od3tépi chranici fragment ve stejném pomeéru v jakém
byl hybridizovan s cilem. Alternativné se d4 postupovat tak, aby se oditépila (jednotetézcova)
hybridizacni &ast cile, nebo se vytvoti duplex hybridizaci cile a chraniciho fragmentu, ktery se
déle analyzuje. Vzorky, které se maji analyzovat, se oddéli od zbytku hybridizaéni a nukleazové
smési (napf. sraZzenim etanolem nebo adsorpci nebo afinitni chromatografii atd.), eluuji nebo se
rozpusti a vstitknou se do hmotnostniho spektrometru opakovaci tryskou pro vysoky vykon. Ve
vyhodném provedeni, které se maji analyzovat (napf. ochranné fragmenty) adsorbuji k povrchu
a analyzuji se laserovou desorpci, pfidemz se pouZiva velmi dobfe znamych metod z oboru. Pro
dosaZeni vysoké citlivosti se pouzije spektrometru Fourier Transform Mass Spectrometry
(FTMS) nebo jiného podobného zafizeni vyspélé techniky, tak aby se mohl detekovat fragment
mnoZstvi na drovni femtomoli nebo méné.

Ochranné fragmenty, které se maji v jednom nebo vice vzorcich detekovat se mohou navrhnout
tak, aby poskytovaly jediny signal pro hmotnostni spektrometr, ktery se pouZivd. V jednom
z moznych provedeni kazdy zochrannych fragmentd mé stejnou molekulovou hmotnost po
hybridizaci a o3etfeni nukledzou, a jejich molekulové hmotnosti a ionizaéni vlastnosti a prib&h
fragmentace jsou dostatetné k mé&feni jejich koncentrace. Aby se dosahlo zvy3eni senzitivity
a zlepdila se analyza komplexnich smési, mohou se chranici fragmenty modifikovat (napf. se
mohou pfipravovat jejich derivaty) pomoci chemickych skupin, které se voli tak, aby poskytovaly
Cisty jednotny signal. Tak napf. kazdy ochranny fragment se mize pfeménit na derivat plisobe-
nim jiné ptirodni nebo neptirodni aminokyseliny, kterd se p¥ipoji pfes amidovou vazbu na oligo-
nukleotidovy fetézec v jedné nebo vice polohach podél hybridizalni &4sti fetézce. S pomoci
hmotnostniho spektrometru o vhodné energii se projevi fragmentace na amidovych vazbéch,
uvolni se charakteristické ¢asti aminokyselin. Tento typ pkistupu, pFi kterém se pouZivaji chemic-
ké skupiny s oderovanou velikosti (zhruba o molekulové hmotnosti 80 aZ 200) se pouZiva pti
hmotnostni spektrometrii zakonceni a je Zidouci, nebot’ molekuly o této velikosti se obecnd
snadnéji detekuji. V jiném piikladé se chemicka modifikace organické molekuly s definovanym
spektrometrickym signalem jako je tetraalkylamoniova skupina, kterd miZe byt napf. odvozena
od jiné molekuly, jako je napt. aminokyselina. V jiném piipadé je pozitivni nebo negativni ionto-
vy signél zesilovan reakci s jakymkoliv podtem &inidel. Tak napt. ke zvy3eni detekce pozitivniho
iontu se da pouzit reakce pyriliové soli (jako je napt. 2--4—diethenyl, 6—ethylpyryliumtetrafluor-
borat nebo mnoho dalSich) s aminem, ¢imz se vytvofi pyridinové soli; |ze také pouZit jakakoliv
Jind podplmna &inidla, kterd pozitivng ovlivni funkéni skupiny (viz napf. Quirke et al (1994),
Analytical Chemistry 66, 1302-1315). Podobné se miiZe uvést do reakce jakykoliv podet v oboru
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znamych &inidel, ktery podporuje vytvofeni negativniho iontu. Chemickd modifikace se miZe
detekovat pochopitelng bud’ po od$tépeni od nukleové kyseliny, nebo pfi asociaci s nukleovou
kyselinou. UmoZn&nim kadého chranici fragmentu, aby byl identifikovén odli$nym zpisobem,
je také moimé testovat (napf. provadét screening) velky pocet riznych cili (napt. 2, 6, 10, 16
nebo vice odlidnych cili) v jediném testu, Mnoho takovych testil se dd provadét rychle a snadno
pomoci vynalezu se takovéto testy nebo soubory testii mohou provadét, nebot se dosahuje vyso-
kého vykonu, jak je zde definovéno.

Pokud jde o pfipady, kdy se oligonukleotidy detekuji pfimo pomoci jejich hmotnosti nebo v pfi-
padé, ¥e se pouziji vzicnd molekularni zakondeni, signily kaidé molekuly, kterd se ma
detekovat, Ize pln& charakterizovat v &istych preparatech o znimych koncentracich. To umoZiuje
pro kazdy signal kvantifikovat (méfit, kvantitativn stanovit) pfesné. Pro kazdou molekulu, ktera
se ma detekovat pomoci hmotnostni spektrometrie se nemiZe intenzita a profil vidy pfedem
pfedpovédét pfesn&. Tato tendence molekul k ionizaci, citlivost viech chemickych vazeb uvniti
molekuly na fragmentaci, stupei, ve kterych se kazdy fragment multiplikuje nebo na jeden nebo
dva naboje se pro viechny komplexy miize predpovédét. Nicméné pfi pouiti urditého daného
zafizenf se stilou energii a s uréitou charakteristikon zpracovani vzorku jsou intenzita & profil
signlu velmi reprodukovatelné. Z t&chto diivodi Ize charakterizovat pro kazdou sondu signal
pomoci &istych standardii a signal, ktery poskytuje experiment Ize velmi pfesné kvantifikovat.

Podle jednoho aspektu se vynalez tyké zpiisobu detekce jedné nebo vice nukleovych kyselin,
o které je zajem analyzovat, pki kterém se podrobi vzorek obsahujici nukleové kyseliny, o které je
zajem analyzovat, nukledzové ochrang jednim nebo vice chranicimi fragmenty a detekei hybridi-
zovaného duplexu molekul nebo chranéné nukleové kyseliny nebo chréaniciho fragmentu, pomoci
hmotnostni spektrometrie.

Zphsoby analyzovani nukleovych kyselin hmotnostni spektrometrii jsou v oboru dobfe zname.
Viz napf. Alper et al (1998). Science 279, 20442045 and Koster, Pat. US 5 605 798.

Kromé toho, Ze lze vyuZit fadu vysoce vykonnych testi shora popsanych, je evidentni pro odbor-
nika v obory, Ze Ize vyuzivat i mnoho dalsich.

Vyhodou k pouZivani multisondovych testd je schopnost zalenit fadu ,kontrolnich sond do
kazdé matice sond, ktera se podrobuje stejnym reak&nim podminkdm jako funkéni experimen-
talni sondy. Tak napf. kaZd4 oblast v matici miZe obsahovat pozitivni a/nebo negativni kontroly.
Termin ,,pozitivni kontrolni sonda“, se zde pouZiva v takovém vyznamu, Ze znamend kontrolni
sondu, kterd je znim4 napf. tim, e vyrazné interaguje s cilem nebo interaguje s cilem v kvantita-
tivnim nebo kvalitativng znimym zpisobem, &imZ pisobi jako (interni) standard pro interakci
sonda/cil. Takovato sonda miZe napf. kontrolovat hybridizaéni 0&innost. Termin ,negativni
kontrolni sonda“ se zde pouziva tak, e ma vyznam kontrolni sondy, které mohou napf. kontro-
lovat hybridiza&ni specifitu. Jako piiklady typi kontrol, které se daji pouZit za ptedpokladu, Ze se
provadi test, pfi kterém se pouiva matice oligonukieotidovych sond k screeningu na ¢inidla
modulujici expresi souboru korelativnich gend na urditou chorobu. Jako interni normalizani
kontrola pro promé&nné jako je podet rozlozenych bungk u kazdého vzorku, spotfeba mRNA nebo
hybridiza¥ni (€innost miiZe matice sond zahmovat sondy, které jsou specifické pro jednu nebo
vice zakladnich hladin nebo konstitutivnich domacich gent, jako jsou strukturdlni geny (napf.
aktin, tubulin nebo jiné) nebo DNA vazné proteiny (napf. transkripci regulujici faktory nebo
jiné), jejichZ exprese se neotekéava, Zze by méla byt modulovana &inidly, ktera se testuji. Dile aby
se zjistilo, zda &inidla, kterd se testuji, zpisobuji nezadouci vedlej3i efekty, jako je napf. usmrco-
vani bun&k nebo toxicita, miZe obsahovat matice sondy, které jsou specifické pro geny, které
jsou znamé tim, e jsou indukovéany jako soucast procesu apoptdzy (programované smrti bunk)
nebo které jsou indukovany za podminek poranéni bungk (napf. proteiny tepelného Soku) nebo
buné&nou toxicitu {napf. geny p430).
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V matici mohou byt za déelem ,jemného doladéni* zahruty také jiné kontroly sondy, aby se
temné doladila citlivost testu. Tak napt. pokud se jednd o test na ¢inidla, které moduluji produkci
mRNA spojenych s uréitym chorobnym stavem. Jestlize pedchozi analyza indukovala, e jedna
z korelativnich mRNA (feknéme mRNA-A) v souboru je produkovéna v takto velkych mno?-
stvich ve srovnéni s jinymi, Ze jeji signaly vyzafuji jiné mRNA, mohou se linkery nastavit na
~Jemné ladéni“ testu tak, aby byly vyrovnany sily t&chto jednotlivych signald. ,,Blokované linke-
ry*, které zahmuji oligonukleotidové sekvence specifické pro kotvu, navrzené na mRNA-A cil,
ale kde chybi sekvence specificka pro sondu, se mohou pridat k roztoku smési uréitych cilové
specifickych linkerd a tak sniZit citlivost testu vidi této mRNA. Vhodné poméry blokovanych
a neblokovanych linkerti se daji stanovit rutinnim zpdsobem, konvenénimi metodami, které
mohou provést odbornici v oboru.

~Jemné ladéni* testu pro urdity cil ztedénim aktivniho elementu neaktivnim elementem se také
miZe provést v jinych fazich testu. Tak naptiklad se méZe provést na trovni detekce zfed&nim
znadeného, cilové-specifického hlaside ,,inaktivnim* cilové-specifickym hlasi¢em, naptiklad
takovym, ktery ma stejnou cilové—specifickou skupinu (nap¥iklad oligonukleotidové sekvence),
ale bez signalizatni entity nebo s deaktivovanou nebo inaktivni formou signalizagni entity. Ter-
min ,signalizani entita“, jak je zde pouZivan, znamen4 znaceni, charakteristicky zbytek, mole-
kula nebo jakékoliv latka, kterd emituje detekovatelny signal nebo je schopna takovy signal
generovat. MiiZe to byt napiiklad fluorescenéni molekula, luminiscenéni enzym nebo jakakoliv
varianta signalizani entity, ktera je zde zminéna. V mimofédné vyhodném provedeni se d4 ,jem-
né doladéni* provést ve stupni, ve kterém se uvadi do kontaktu komplex, obsahujici cil, s deteké-
nim linkerem {detekéni linkery jsou popsany dale, naptiklad v &sti popisu, kterd se tyka
detek&nich metod, vyuZivajicich vrstvené komplexy, piiklad 23 a obrézek 24). Soubor detekénich
linkerd se dé navrhnout naptiklad tak, aby se dosahlo jemného vyladéni citlivosti na kady
Jednotlivy cil, hledany v testu. Tak napfiklad jestlize o urtitém cili je znamo, Ze je pFitomen
ve vzorku ve velmi vysokych koncentracich, miZe se detekni linker pro tento cfl zfedit empiric-
ky—stanovitelnym mnoZstvim ,.blokovaného detek&niho linkeru®, ktery obsahuje skupinu, speci-
fickou pro tento cil (naptiklad oligonukleotidovou sekvenci), ale neobsahuje Zidnou skupinu,
specifickou pro hlasici inidlo (reportér), nebo obsahuje skupinu, specifickou pro skupinu, speci-
fickou pro hlasici &inidlo, kterd byla jiz pfedem navdzina na inaktivni hldsici &nidlo. To
znamend, Ze misto skupiny, specifické pro hlasici ¢inidlo, maZe tato skupina chyb#t nebo ji mize
byt zabranéno (napfiklad biokovanim) v interakci (napiikiad hybridizaci) s hlasicim inidlem.
Toto ,,jemné ladéni byva n&kdy oznadovano jako ,,zeslabovani®,

Pfiklady, které se maji testovat v testu podie vynalezu mohou byt jakékoliv cile shora popsané,
nebo jiné. Kapalné vzorky, které se majf testovat, mohou mit jakykoliv vhodny objem a velikost
testované oblasti se mitze pohybovat od asi 100 nanolitri do asi 100 mikrolitrii. Ve vyhodném
provedeni se tekuté kapky asi 1 mikrolitru nanaeji do kazdé jamky z 1536 jamkového mikro-
titrové desticky. Vzorky se mohou umistit do kontaktu s maticemi sond pomoci jakéhokoliv typu
metody vhodné pro vysoce vykonnou analyzu, napf. pipetovani, nastfikavani pomoci replikag-
nich jehlovych zatizeni. Vzorky se inkubuji za podminek (napt. koncentrace soli, pH, teplota,
doba inkubace, atd. viz shora) efektivni k dosaZeni vazby nebo jiné stabilni interakce sondy
acile. Tyto podminky jsou stanovitelné rutinnim zpisobem. Po inkubaci se vzorky popfipadé
JeSt& n€jak odetfi (napf. promyji), aby se odstranil nenavazany cil, pomoci podminek, které jsou
determinoviny empiricky se ponechaji specifické interakce, ale odstrani se nespecificky vézany
materidl. Tak napf. vzorky se mohou promyt mezi jednou a2 desetkrét nebo vickrat stejnym nebo
pongkud vice pfesné stanovenym roztokem, ktery se pouZiva k dosaZeni vazby sonda/cil.

Vzorky obsahujici cilové RNA, napf. mRNA, rRNA, tRNA, virovou RNA, celkovou RNA, se
mohou pfipravovat jakymkoliv typem zpisobu. Tak napf. bun&éné kultury in vitro, ze kterych se
extrahuje mRNA se mohou umistovat na povrchu oblasti jako jsou individualni jamky nebo
mikrotitrové destitky. Po ptipadé tyto buiiky mohou po dosaZeni *idané bundéné hustoty, byt
ofetfeny Linidlem podle potieby, jako je stimulagni &inidlo nebo potencialni terapeuticky prostfe-
dek, které se miiZe pfidat do bun€k jakymkoliv zndmym zpiisobem, nap¥. s replikatnim jehlovym
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nstrojem (jako jsou jehly dostupné od firmy Beckman 96 nebo 384) pipetovanim nebo ink—jet
podanim a inkubuji se s butkami po vhodnou dobu napf. 15 minut a aZ 48 hodin, v zavislosti na
povaze testu. Celkovd RNA, mRNA atd. extrakty z tkani nebo bunék z in vitro nebo in vivo
zdroje se mohou pfipravit rutinnim zpisobem metodami, které jsou znamy z oboru (napf.
komer&né dostupnymi soupravami).

Poptipadé mohou nukleové kyseliny, které jsou schopny hybridizace s RNA, o kterou je zijem
analyzovat, pouZit pro specifickou sondu (tj. genomickou DNA, rRNA, tRNA nebo mRNA, ktere
maskuji alespoil jednu parcidlni sekven&ni homologii s RNA, o kterou je zdjem. Ty mohou byt
alespoi &asteéné odstranény ze vzorku RNA pied zpracovanim vzorku s nukledzovou ochranou
(NP) pted podrobenim vlastni hybridizace. Nukleové kyselina (,.chranici fragment®, kterd mize
byt napf. RNA, DNA nebo PNA), kterd je komplementamni k alespoii jedné &asti RNA, o kterou
je zijem a jejiZ sekvence se &dstedn& nebo plng pekryvaji s témi, které md sonda, které jsou
specifické pro RNA, o kterou je zdjem analyzovat, se zavad&ji v pfebytku do vzorku a inkubuji se
za pesné zvolenych hybridizatnich podminek, ve kterych tento chranici fragment hybridizuje
specificky s RNA, o kterou je zijem analyzovat (viz shora diskusi o vhodnych reakenich
podminkéch). V tomto stupni se mohou ptidat chrénici fragmenty specifické pro jakoukoliv ze
viech RNA, o které je zdjem (napt. asi 100 nebo vice). Po hybridizaci se na vzorek pisobi smé&si
jedné nebo vice nukledz tak, aby se zni¢ily v podstaté v3echny nukleové kyseliny s vyjimkou
G4sti kazdé RNA, o kterou je zijem analyzovat, ktera je komplementarni k chranicimu fragmentu
(fragmentiim) nebo s vyjimkou duplexii vytvofenych mezi chranicimi fragmenty s chranénou
RNA. V nésledném stupni se chranici fragment (fragmenty) mohou eliminovat z takovych duple-
X1 denaturaci duplexii a digesci pomoci vhodného enzymu, ktery degraduje chrénici fragment
(y), ptitem2 ponecha chrénénou RNA v podstat® netknutou. Lze pouZit jakykoliv typ nukleazy,
napf. shora diskutovany stupesi digesce veetn& napf. pankreatické RNAzy, nukledzy z fazole,
RNAzy H, S nukledzy (za podminek digesce s vysokou nebo nizkou koncentraci soli), RNAzy
A, ribonukleazy T1, exonukleazy III, exonukleazy VIi, RNAzy CL3, RNAzy PhyM, Rnase U2, a
pod. podle povahy hybridiza&nich komplexd a neZddoucich nukleovych kyselin pfitomnych ve
vzorku. Reakén{ podminky pro tyto enzymy jsou velmi dobfe znameé v oboru a lze je optimalizo-
vat empiricky. Jak je pozadovano, vzorek se miZe osetfit zndmymi zplisoby, aby se odstranil
nehybridizovany material a/nebo inaktivovaly nebo odstranily rezidudlni enzymy (napf. fenolic-
kou extrakei, srazenim, kolonovou filtraci atd.). Oetfené vzorky se pak uvedou do kontaktu
s matici sond. Za G&elem kontroly specifické hybridizace a nasledné nukledzové ochrany se jevi
jako uzite¢né, kdyz se pouZiji znadené chranici fragmenty, které jsou souéasti této reakini smési.
Za itelem kontroly, Ze procedura nukledzové ochrany spravné funguje, tj. Ze se nehybridizované
nukleové kyseliny spotfebovavaji tak, jak je to Zidouci, se miZe navrhnout jeden nebo vic
chrénicich fragmenti, které obsahuji opaéné (nehybridizujici) segmenty, které by mély byt §t&-
peny nukleazami, pokud test spréavné pracuje. Ptitomnost nebo neptitomnost opaénych fragmenti
se miie stanovit hybridizaci s komplementarni, znatenou sondou, nebo opa¢nou &asti ochran-
ného fragmentu, ktery jako takovy miZe byt znaten detekovatelnou molekulou.

Pro mnoho zpiisobi podle tohoto vynalezu miize byt znateny (navézany) jakykoliv postup, ktery
je dobfe znamy v oboru a/nebo kiery je popsin kdekoliv zde v pfihlaSce (napf. pro detekcei
fragmenti nukle4zové ochrany). Tak napf. cilové molekuly se mohou kopulovat pfimo nebo
nepfimo s chemickymi skupinami, které poskytuji signél pro detekei, jako jsou chemoluminis-
cen¢ni molekuly, nebo enzymy, které katalyzuji produkei chemoluminiscenénich molekul, nebo
fluorescenénich molekul jako je fluorescein nebo cy5 nebo se miZe Fesit pomoci takového typu
fluorescenénich molekul, které vyuZivaji chelatované lantanidy, nebo radioaktivni slouceniny.
Alternativn® se cile mohou znadit poté, co jiz zreagovaly se sondou jednim nebo dvéma cilové
specifickymi hlasi¢i (napf. protilatky, oligonukleotidy jak jsou znézornény na obr.1 nebo
jakykoliv obecny typ molekul diskutovany shora ve spojeni se sondami a cili).

Jednim typem fluorescenéni molekuly miZe projevovat ,nahoru pfevadéjici fosforescenci®

(tj. svétélkovani, pti kterém latka absorbuje zafeni o dlouhé vinové déice, naptiklad infralervené,
a je timto zéfenim excitovana, nateZ vlivem excitace emituje zafeni o kratdi vinové délce, napfi-
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klad viditelné svétlo). JelikoZ fosforescenéni latky tohoto ,,nahoru pfevadéjiciho“ typu absorbuji
delsi vinové déiky neZ vétdina potencidlné rulivych materiali, pfitomnych obvykle v analyzova-
nych vzorcich, umoZiiuji tyto nahoru prevadéjici fosforescencia oproti fosforescentnim latkam,
absorbujicim krat§i vinové délky, omezit ruleni, zpiisobené materialem vzorku. Uzké emisni
spektrum vétSiny nahoru prevadéjicich fosforescenénich latek také umoziiuje soutasnou detekci
zafeni vétsiho poltu odli$nych nahoru prevadéjicich fosforescenénich latek. Nahoru ptrevadéji
fosforescencia jsou v oboru dobfe znamé a obvyk!é. Patfi mezi né naptiklad ionty kovt vzacnych
zemin, napfiklad yterbium (Yb), erbium (Er), thulium (Tm) a preseodym (Pr), zejména ve formé
oxysulfidovych soli. Bylo jiZ popsano asi 80 nebo vice nezavisle detekovatelnych, nahoru preva-
dgjicich fosforescenénich latek. (Viz naptiklad ,,Biological Agent Detection and Identification,
duben 27-30, 1999, DARPA, Biological Warfare Defense, Defense Sciences Office. Fosfores-
cenéni latky se mohou popfipad€ navazat na jakykoliv povrch, napfiklad na mikrokuli¢ku nebo
na latexové zrno. Stejné jako ostatni fluorescenéni znadeni, mohou se nahoru ptevadgjici fosfo-
rescencia detekovat jakymkoliv ptevedenim energie do znateni (nebo modulaci znadenim), které
na dostateéné blizkém linkeru, cili nebo hlasi¢i. Kromé toho se nahoru prevadéjici fosforencia
mohou, stejné jako jini signalizujici entity zde popsané, pouzit ke kvantitativnimu stanoveni
mnoZstvi cile a mohou se pouzit v jakékoliv varianté zde popsaného zpisobu, naptiklad k detekci
nukledzovych chranicich fragmenti.

Nahoru prevadéjici fosforescencia se pochopitelné mohou pouZit k detekci cild, které jsou na
povrchu rozmistény jakymkoliv zplisobem, napfiklad k detekei cili (v&etné nukleazovych chra-
nicich fragmentd), které jsou navazany pfimo na povrch, déle t&ch, které jsou navdzany piimo na
matici riznych oligonukleotidd na povrchu, nebo které jsou navazany pfes bifunkéni linkery ke
kotvam (rizné nebo v podstaté identické), rozloZzenym na povrchu v podstaté rovnomémé, &i
v jakémkoliv poZadovaném obrazci &i tvaru. Lze poutit jakykoliv povrch, napfiklad pritoény
systém, nebo pevny povrch napifklad na povrch perlicky. Tyto perlitky, pouZivané pfi uvede-
nych testech podle vynalezu, mohou byt libovolného typu, napiiklad vyrobené z libovolného
materialu, magnetického nebo nemagnetického, pfitemZ v jednom testu mohou byt pouZivany
perlicky v podstaté stejné, nebo rizné co do velikosti a/nebo tvard.

Da se také pouzit fada dalfich detekénich komplexnich postupi ,,sendvi¢ového“ typu. Tak napf.
cile se mohou hybridizovat s bifunk&ni moiekulou obsahujici prvni skupinu, ktera je specifickd
pro cil a druhou skupinu, kierd miZe byt rozpoznéna béinymi (tj. stejnymi) hlasicimi &inidly,
napf. znalenym polynukleotidem, protilatkou nebo podobné. Bifunkéni molekuly se mohou navr-
hnout tak, Ze mohou byt pouzZity pfi testu s jakymkoliv znamym hlasic¢em.

Pro jakekoliv varianty zplisobu podle vynélezu se daji pouZit ke znateni (napojeni charakteristic-
kého zbytku) rizné detek&ni zpisoby komplexniho sendviCového typu. Tak napfiklad cil mize
interagovat, napfiklad formou hybridizace, s bifunkéni (nebo multifunkéni) molekulou (tzv.
..detekénim linkerem*) obsahujicim prvni skupinu, ktera je specificka pro cil, a druhou skupinu,
ktera je specificka pro ,hlasici &inidlo“. Termin ,specificky pro®, jak je zde pouZivan ve smyslu
interakcf, napiiklad s sond a cil. Termin ,hlasici ¢inidlo®, jak je zde pouZivan, znamena znadeny
polynukleotid, protilatku nebo jakykoliv obecny typ molekuly, diskutované zde v souvislosti se
sondami a cily. Tyto dvé skupiny detekénich linkerit mohou rozpoznat piislusné vazebné partne-
ry (interagovat nebo asociovat s nimi), jakymikoliv zpisoby, shora diskutovanymi v souvislosti
se sondami a cily. Detekéni linker miiZe také obsahovat jiné sekvence, napfiklad sekvence, které
jsou specifické pro cil ale jsou odli§né (nepfesahujici) od cilové—specifické skupiny odpovidajici-
ho linkeru, navazaného na kotvu. Jakdkoliv sekvence, pfitomnd v detekénim linkeru, miZe slou-
zit jako rozpoznavaci sekvence pro detekéni sondu nebo hldsici ¢inidlo. Ve vyhodném provedeni
je detekénim linkerem polynukleotid.

Detekéni linkery se daji navrhovat tak, ze se v matici mizZe pouzit libovolny pozadovany pocet
obecnych hlisi¢h. Tak napfiklad se da navrhnout soubor detekénich linkerii tak, aby kazdy
detekni linker byl specificky pro jiny cil, ale obsahoval vazné misto pro stejny (obecny) cil,
nebo pro jedno z omezeného poétu hiasicich Einidel. Schopnost pouzit omezeny podet hlasicich
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ginidel (naptiklad jedno), pro znadeni vice ruznych cild v jediném testu poskytuje vyhodu
snizenych nékladi a niZSich pozadi. Pochopitelné detekéni kombinace linker/hlasié se da pouzit
k detekci cilii, které jsou rozmistény jakymkoliv zpiisobem na povrchu, napfikiad jak je popsano
shora pti popisu typi uspofadani cill, které se daji detekovat pomoci nahoru prevadgjicich fosfo-
rescenénich latek.

Ve vé&t8ing vyhodnych provedeni se detekéni linkery daji navrhnout tak, aby detekovaly nuklea-
zové chranici fragmenty takovym zpisobem, aby chrénici fragmenty, které byly nukleazou
z kontroly ,,pfekryvajicich se* sekvenci v pribéhu nukledzového chréniciho postupu (jak je
popsan v piikladu 15), byly preferentné oznadeny. Tento typ detekce je schematicky zndzornén
na obrazku 24. V tomto provedeni obsahuje detekéni linker prvni funkéni skupinu, kterd je
specificka pro cil, a druhou funkéni skupinu, kterd je specifickd pro béZnou kontrolni preénivajici
sekvenci, kterd je ve vyhodném provedeni na startu testu pfitomna v podstaté ve viech nukledzo-
vych chranicich fragmentech. Pokud, jak je to Zadouci, kontrolni pteénivajici sekvence se od3t&pi
od nukledzového chraniciho fragmentu jiz v priibéhu nukleazové chranici reakce, acilové—
specifickd skupina detek&niho linkeru se pak nenavaZe a zistane funkéni pro dal$i hybridizaci.
Na druhé strané, pokud se kontrolni pfe¢nivajici sekvence od chraniciho fragmentu neoditépi
(naptiklad z divodii neiplné digesce nukleazy v priubéhu nukledzové chranici procedury), obé
specifické funk&ni skupiny detek&niho linkeru (skupina specificka pro cil a skupina specificka
pro kontrolni pFe¢nivajici sekvenci) budou hybridizovat s chranicim fragmentem a nebudou pro
dal3i hybridizaci funkéni. Ve vyhodném provedeni se komplexy obsahujici nukleazové chranici
obsahuje signalizujici entitu (napfiklad fluorochrom, hapten, enzym nebo jakoukoliv dalsf mole-
kulu, nesouci detekovatelny signal nebo entitu, generujici signal) a funkéni skupinu (napf. oligo-
nukleotid), které je specificka pro skupinu detekéniho linkeru, specifickou pro kontrolni pfe¢ni-
kontrolni pfe¢nivajici sekvence nukledzového chraniciho fragmentu odstépena (tj. komplexy, ve
kterych je skupina detekéniho linkeru, specificka pro kontrolni pfe¢nivajici sekvenci, pfistupna
pro dali hybridizaci s hlasicim &inidlem).

Rada dal3ich obmén sendviZovych detekénich postupi je odbornikovi v oboru jiz zfejma.

Zplsoby, kterymi se mohou cile inkubovat s cilové specifickymi hlasi¢i za podminek (&innych
pro dosaZeni vazby nebo jinych stabilnich interakci, jsou stanovitelné rutinnim zptsobem (viz
shora). Tak napt. fluorescenéni oligonukleotidové hlasite (pfi koncentraci asi 10 nM aZ asi 1 uM
nebo vice, vyhodné asi 30 nM v pufru jako je 6X SSPE-T nebo v jinych) se mohou inkubovat
s navazanymi cili po dobu mezi 15 minutami a 2 hodinami nebo vice (vyhodné asi 30 aZ
60 minut) pfi teploté mezi asi 15 a asi 45 °C (vyhodné asi pti pokojové teploté). Po inkubaci se
mohou vzorky po piipadé jestd oSetfit (napf. promyt) za OEelem odstranéni nenavazanych cilové
specifickych hlasi¢i, za pomoci podminek, které jsou stanovitelné empiricky, ¢imz se ponechaji
specifické interakce nedotieny, ale odstrani se nespecificky vazany material. Tak napf. vzorky se
daji promyt jednou aZ desetkrat nebo vicekrét za stejnych nebo za pfesnych podminek, neZ jsou
ty, které byly dosazeny k ziskani vazby cil/hlasi¢.

Zakondeni znaenim pomoci cilové specifického hlasite se miZe také pouzit na pfidavné vrstvé,
kterou se dosahuje specifika k piivodni hybridizagni reakci. Napf. v ptipadé, kdy cilové speci-
ficky oligonukleotidovy hlasi¢ je zacilen na jiné ¢sti sekvence cilové nukleové kyseliny, neZ je
oligonukleotidova sonda nebo pfi kterém sonda a hldsiové protilatky mohou rozpoznat rizné
epitopy cilového antigenu. Déle zakondeni s cilové specifickymi hldsi¢i mize umoznit , ladéni*
senzitivity reakce. Tak napt. jestlize cilova mRNA, kterd je &astf korelativniho exprimovaného
vzoree, je exprimovana ve velice nizkych mnoZstvich, hladina signdlu se muze zvysit (zesileni
signalu) hybridizaci vazaného cile s nékolika (nap. asi 2 aZ asi 5 nebo vice) cilové specifickymi
oligonukleotidovymi hlési¢i, z nichZ kaZdy hybridizuje specificky s jinou &asti cilové mRNA.
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Schopnost detekovat dva typy oznadeni nezavisle umoziiuje dalii typ kontroly MAPS testi.
Neékteré (napf. asi 10 aZ asi 100 %) linkery navrZené na konkrétni mista kotev (obr. 7 ukazuje tfi
typickd mista kotev, kde ka?dé obsahuje fadu v podstaté identickych kotev (A, B nebo C))
mohou mit zna¢ku (napt. fluor) pfipojenou k jednomu konci. Tak napf. rhodamin nebo Cy5 fluor
se mizZe pfipojit na 5' zakonceni linkeru. Takové modifikované linkery jsou oznafovany jako
»kontrolni linkery*. Poté co byla smés linkerii a kontrolnich linkerii asociovina s kotvami a vzo-
rek obsahujici cil byl inkubovan s vyslednou matici sond, lze pouzit cilové specificky hlasi¢,
nesouci jiny fluor (napf. fluorescein nebo jiné detekovatelné znateni jako je chemolumi-
niscenéni) nebo lze také pouzit cil ptimo znadeny fluorem nebo jinou detek&ni znatkou); a pomér
dvou signdld se di vtakovém piipadé stanovit. Pfitomnost kontrolnich linkeri umoZiuje
kalibraci fady funk&nich (napf. schopnych interagovat s linkery) kotev uvnitf a mezi testovanymi
oblastmi (tj. testy kapacity kaZzdého mista matice na schopnost navazat cil za i¢elem normalizace
signall) slouZi jako zaklad pro kvantifikaci mnoZzstvi navazaného cile, pomoc pfi lokalizaci kotev
na urdité misto a/nebo poskytuje pozitivni kontrolu, napf. v pfipad&, kdy neni 24dny signal jako
vysledek nepfitomnosti cile ve vzorku. V jednom moiném provedeni podle vynélezu se také
miZe pouZit dvou rizné znatenych (napf. fluoroforem) molekul k detekei riiznych populaci cilo-
vych molekul; nicméné schopnost rozpoznat pitomnost cili oddélenymi signély umoZiiuje pou-
zit jeden typ znadeni pro rizné cilové molekuly.

Schopnost detekovat znadeni nezavisle (napiiklad fluorescenénim znacenim, které odliditelné
vinové délky, jako je napfiklad fluorescein a rhodamin, nebo riizné nahoru prevadégjici fosfores-
cenéni litky) umoziiuji zphsob podle vynalezu flexibilngé obméftovat. Tak napiiklad kazdy ze
dvou nebo vice cili miiZze byt pfimo nebo nepfimo znaéen, jeho vlastnim, jedine&né detekovatel-
nym znalenim. To umoZiiuje navic k (nebo misto), napiiklad identifikaci pozice lokalizovaného
cile na povrchu, nebo identifikaci cile podle velikosti perlicek, na kterych je cil lokalizovan,
detekovat cile na bazi znakd, specifickych pro tato znageni (napfiklad barva emitovaného svétla).
V jiném provedeni podle vynilezu se da na jednom misté v rAmei oblasti detekovat nezdvisle
vice cilii. Tak napfiklad na misté, které je definovano jednou skupinou (v podstat® shodnych)
kotev, se daji detekovat dva i vice cild (napf. 2, 3, 4, 5, 6 nebo vice). To znamen4, Ze se d4 pouzit
soubor linkert, z nichZ kazdy ma &ast, specifickou pro tutéZ kotvu a &ast specifickou pro jiny cil.
Pokud se pouZije soubor napiiklad &tyf takovych linkerd, mohou se viechny dtyHi tyto linkery
navazat na ¢leny skupiny kotev na jednom misté, coZ umoziiuje, aby se na tomto misté vazaly
rizné cile. Pokud je kaZdy z té&chto cili znaten (pfimo nebo nepfimo) jinym, odliditelnym znage-
nim, miZe vyzkumnik stanovit pfitomnost kazdého ztéchto cild na tomto misté nezavisle.
Z tohoto diivodu se matice napiiklad péti kotev (skupin kotev) v oblasti d& pouit ve scénéfi,
popsaném shora, k detekci aZ dvaceti riznych cild. Takovy test je ilustrovén v piikladech 24
a 25. Podobné se dé vétd{ mnozstvi cilii (80 nebo vice) detekovat nezavisle, kdyZ se kazdy jedno-
tlivy typ kotvy rozmisti, nikoliv na jedno misto, ale v jakékoliv potfebné podob& na pevném
povrehuy, jako je napfiklad povrch perlitky nebo v pritodném zafizeni. Ptitom se pro poskytnuti
informace o identité cile nebo o identité skupiny cili se dd pouZit jinych znakd, napfiklad veli-
kost perlicky nebo rozloZeni.

V jiném provedeni podle vynalezu se ,kotvy*, které jsou specifické pro cil (cile), o které je zijem
nespojuji s linkery, ale spile se asociuji ptimo s cili; cil(e) na druhé strané mize interagovat po
piipadé s cilové—specifickym hidsi¢em (hlasici). Cile, at’ jiZ jsou znatené nebo neznadené, se daji
detekovat kteroukoliv z fady projedu, které jsou rutinni a znAmé v oboru (viz. napf. Fodor et al
(1996). Pat US5510270; Pirrung et al (1992). Pat US 5 143 854; Koster (1997). Pat
US 5 605 798, Hollis et al (1997) Pat US 5 653 939; Heller (1996). Pat. US 5 565 322; Eggers et
al (1997). Pat US 5670 322; Lipshutz et al (1995). Bio Techniques 19, 442-447; Southern
(1996). Trends in Genetics 12,110-115). Detekéni metody, které zahrnuji detekce zaloZené na
enzymech, kolorimetrické metody, SPA, radiografii, hmotnostni spektrometrii, elektrické meto-
dy, detekei absorbance nebo luminiscence (vEetn& chemiluminiscence nebo elektroluminiscence)
a detekei z rozkladu svétla, napf. z mikroskopickych &astic, se pouzivaji jako kone¢né. Detekce
se také da provadét pomoci fluorescenénich znadeni, napf. zobrazovanim pomoci CCD nebo
fluorescenéni mikroskopii (napf. skenovinim nebo souosym fluorescenénim mikroskopem) nebo
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spojeni skenovaciho systému CCD matici nebo fotonésobitovou trubici nebo pouZitim technolo-
gie zaloZené na detekci matic (napf. povrchovy potencial kazdé desetiminutové Césti testovaci
oblasti s¢ miize detekovat nebo tivaz do povrchové plazmové rezonance, ¢imz se ziska dostate€na
pfesnost pro méfeni). Alternativné miZe matice obsahovat znalku (napf. sondu na bazi pfenosu
energie elektronového paru, jako napf. je fluorescein a rhodamin), které mohou byt detekovany
tim, 2e dochézi k pfenosu energie (nebo modulaci) znageni na linker, cil nebo hlasi¢. Mezi pouzi-
teiné detekéni systémy zaloZené na fluorescenci jsou intenzita fluorescence, polarizace fluores-
cence (FP), Easové odloZend fluorescence, pfenos fluorescenéni rezonanéni energie a homogenni
Sasové odloZena fluorescence (HTRF). Analyza opakujiciho se grafu se da provést analyzou gra-
fu (pfiemZ se najde vhodny skok nebo linie pro kazdy specificky znadeny cil je pozice viidi
jinym liniim nebo vrcholiim) nasledné se pak mize provést kvantifikace intenzity téchto znaleni,
Zatizeni na grafy a potitalovy software pro analyzu jedno nebo dvourozmémych matic jsou
rutinné vytvafeny a/nebo komeréné dostupné (napf. viz Rava et al (1996). Patent US 5 545 531).

Zplsoby vyroby pouZiti &astic matic podle vynalezu, vetn& ptipravy povrchi oblasti jako jsou
ty, které jsou zde popsany, syntéza ¢isténych a ptipojeni a sestavovani latek, jako jsou zde kotvy,
linkery, sondy a detek&ni sondy zde popsané a detekce a analyza znafenych nebo specificky
zakontenych latek jsou popsny zde a jsou velmi dobfe zndmou technologii. Kromé toho jsou
tyto metody popsany v odkazech citovanych shora, viz napf. v patentech, které byly udéleny
firmdm Affymax, Affymetrix, Nanogen, Protogene, Spectragen, Millipore and Beckman (jejichZ
produkty pouZitelné pro vynalez jsou dostupné); standardni piiru¢ky molekulimi biologie
a védecké knihy o proteinech, vietn¢ téch, které byly citované shora a Cozette et al (1991).
Pat. US 5 063 081; Southern (1996), Current Opinion in Biotechnology 7, 85-88; Chee et al
(1996). Science 274, 610-614; and Fodor et al (1993). Nature 364, 555-556.

Piehled obrizkd na vykresech

Obr. | znazoriiuje navrzené schéma pro oligonukleotidy, ve kterych linker 1 obsahuje &ast, ktera
je specifick pro kotvu 1 a jinou &4st (sondu), kterd je specificka pro cilovou mRNA 1 a ve které
matena detek&ni sonda 1 je specifickd pro sekvenci cilové mRNA 1, kterd je odli$na od sekvence
cilové specifické &asti linkeru.

Obr. 2 znazortiuje povrch, ktery zahrnuje 15 testovacich oblasti, z nichZ kaZda zahrnuje matici
$esti oligonukleotidovych kotev.

Obr. 3 znazoriiuje navrh linkeru pro test na vazbu receptoru, ve kterém se ¢ast linkeru specificka
pro kotvu asociuje se sondovou &sti (receptorovy protein) pies biotinovou a streptavidinovou
molekulu a ve kterém ligand specificky pro receptor je znalen fluorescenné znaenou moleku-
lou. B: biotin. SA: streptavidin. Rec: receptorovy protein. Ligand: pfirodni nebo synteticky ligand
pro dany receptor. *: fluorescenné zna¢end molekula p¥ipojena k ligandu.

Obr. 4 znazortiuje povrch, ktery zahrnuje 21 testovacich oblasti, z nichZ ka2d4 je dale podrozdé-
lena na 16 podoblasti {identity, zdvojeni).

Obr. 5a, 5b a Sc ilustruji tfi kousky, z nichZ mGZe byt sestaven povrch, jak je znazornén na obr. 4.
Obr. 5a predstavuje separdtor jamek; obr. 5b predstavuje podrozdélovad a obr. 5¢ pfedstavuje
bézi.

Obr. 6 predstavuje dvé& testovaci oblasti, z nichZ kaZdi zahmuje linearni matici sond (nebo
kotev), které jsou v ,,grafu podobné formaci.

Obr. 7 schématicky znazorfiuje testovaci oblast zahrnujici 3 kotvy (A, B a C), z nichz kazda je
ptitomna v fad& kopif (,,skupina“). Umisténi kazdé skupiny kotev se nazyva ,,misto®.
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Obr. 8 znézoriiuje test, ve kterém jsou ¢cDNA generovany specifickou reversni transkriptizou
a testovany desti¢kach MAPS.

Obr. 9 znizoriuje test, ktery vyuZivd postupu nukledzové ochrany (NPA-MAPS test). Vzorek
RNA se pfipravi z bunék nebo z tkan€ a je piedstavovén tenkou vinovitou ¢drou. Ke vzorku RNA
se piida skupina polynukleotidovych fragmentil, coZ je znazornéno tlustou tmavou a svétlou
Carou. Tmava &ast ochrannych fragmentt reprezentuje segmenty, které jsou komplementamni ke
specifické RNA cile a hybridizuji se s t&mito cili. Svétla &ast predstavuje opagnou &ast: sekvence,
ktere nejsou komplementdrni k tomuto cili. Ochranné fragmenty jsou ptidavany v prebytku. Po
hybridizaci vSech dostupnych cilil s chranicimi fragmenty se na vzorek piisobi vhodnou smés
nukledz a chemicky se tak zni¢i neZadouci nehybridizované RNA a nehybridizované polynukleo-
tidy. Tak napt. nukledza Si miiZe znicit jakoukoliv jednofetézcovou DNA, ktera je pFitomna.
Z toho plyne, ze prebytetny chranici fragment je hydrolyzovén tehdy, pokud se jedna o opaény
nehybridizovatelny dil tohoto fragmentu. RNA se miize hydrolyzovat ribonukleaz véetné ribo-
nukleazy H a/nebo zahftim vzorku v zasaditém prostiedi. Zistdva soubor $tépenych ochrannych
fragmentd, ktery odrazi, jak mnoho cilovych RNA bylo pfitomno ve vzorku. Zbylé ochranné
fragmenty se méfi pomoci MAPS hybridiza¢niho testu.

Obr. 10 znazoriluje hybridiza&ni specifitu pit MAPS testu.

Obr. 1! znézoriiuje kinetiku navazovani kotvy s linkerem.

Obr. 12 znézoriiuje test MAPS dvou oligonukleotidovych cili.

Obr. 13 znazoriiuje kvantifikaci posunu senzitivity.

Obr. 14 znazoriiuje stanovent teploty tkini pro 4 kombinace oligonukleotidovych linkeri/kotva.
Obr. 15 zndzorfiuje stanoveni teploty tkani pro 4 kombinace oligonukleotidovych linkeri/kotva.
Obr. 15 znazoriiuje mRNA test provadény pomoci NPA-MAPS.

Obr. 16 znazoriiuje rozpoustéci kiivku NPA-MAPS.

Obr., 17 znézorfiuje test pro detekei peptidd obsahujici fosfotyrozinové zbytky.

Obr. 18 znazorfiuje prvni stupef testu na map ESTy. Sestaveni linkeru odpovidajici kazdému
z ESTO, ktery se md mapovat na matricich generickych kotev na MAPS destitce. Na povrch
kaZdé ze 16 jamek mikrodesti¢ky se piipoji linkery obsahujicich 16 riiznych oligonukleotidovych

sond, uspofadané v matrici 4x4. Prvni misto mé oligo 1, které je komplementarni k &asti prvni
EST sekvence a tak je na 16 ESTech, které se maji testovat,

cDNA nebo mRNA generované z genil, ze kterych byly ESTy ziskdny, se pfidaji k viem
16 jamkém a umoimi se hybridizace za vhodnych podminek. Na zékladé toho cDNA nebo
mRNA, které obsahuji jednu ze 16 EST sekvenci, bude pripojena s mistem, kde je komplemen-
tarni sonda.

Obr. 19 zmazoriiuje nasledny stupeii v testu, kdy se maji mapovat ESTy: ptidani detektorovych
oligonukleotidi k destiécce MAPS. Kazda jamka destitky obdr?i oligonukleotidovy receptor,
ktery odpovida jednomu z ESTi, které se maji mapovat. Kazdym detektorovym oligonukleoti-
dem je oligonukleotid navazany na molekulu, pouZivanou pro detekci, nap¥, fluorescein, pokud
se pouZiva fluoresceinové zobrazovani. KaZdy oligonukleotidovy detektor je komplementarni
k jednomu z ESTA, ale odliny od sondy specifické pro EST tak, Ze sonda a oligonukleotidovy
detektor, které jsou komplementarni k jednomu ESTu se mohou oba vazat zéroveii.
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Po promyti se ptida ke kaZdé jamce jeden oligonukleotidovy detektor, jak je znateno na obrazku.
To znamend, oligonukleotidovy detektor se sekvencemi komplementarni k prvnimu ESTu se
pfid4 k prvni jamce atd.

Obr. 20a a 20b znazoriiuji vysledky testu na map ESTd zobrazenou na obr. 18 a 19. Po hybridi-
zaci oligonukleotidového detektoru a promyti za vhodnych podminek se 16 jamek mikrodesticky
zobrazi pomoci CCD fluorescenéniho zobrazovate. Obr. 20a ukazuje upravené vysledky.
Obekavé se, 7 kazdy EST-specificky oligonukleotidovy detektor by mél znadit mRNA nebo
¢DNA drZenou korespondujici EST~specifickou sondou. Tak napt. sonda 5 tak tomu je v piipadé
téchto dat, se viemi znatenimi detek&nich oligonukleotidi sestavené sondy. Kromé toho prvni tfi
oligonukleotidové detektory kaZdé znatené cDNA nebo mRNA jsou pfidrzeny prvnimi tfemi
sondami, coZ ukazuje, 7e tyto sekvence lei podél stejného genu. Podobné poslednich p&t EST0
se projevuje tak, Ze jsou spojeny. Vazby, které vyplyvaji z téchto dat, jsou uvedeny graficky na
obr. 20b.

Obr. 21 znazorfiuje usporadani sond oligonukleotidovych detektorii a ESTi #1, 2 a 6 zndzorné-
nych na obr. 18 aZ 20.

Obr. 22 znézoriiuje test s vysokou vykonnosti.
Obr. 23 znizoniuje zplisob pfipravy zesileného cile.
Obr. 24 nazorituje test s detek&nimi linkery a hlasicimi inidly.

QObr. 25 znizoriuje pouZiti riznych praski.

Ptiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1 Hybridiza¢ni specifita (viz obrazek 10)

A genericka destitka MAPS byla vyrobena spouZitim zafizeni s tryskami, systém Pixus
(Cartesian Technologies, Inc., Irvine, CA), aby se ziskala v kazdé¢ jamce mikrotitrové destitky
identickd sit DNA. Viechny oligonukleotidy byly koupeny od Biosource International
(Camarillo, CA). V ptipadé této destitky bylo vytvofeno sedm rizngch oligonukleotidovych
kotev v kazdé jamce, a to v uspofadani, které je zndzorn¥no jako KHE (leva strana obrazku).
Kazdy oligonukleotid byl nanesen jako 10 nanolitrova kapitka ve dvou te¢kich, oddelenych ze
2 pM roztoku, obsahujiciho 500 mM fosforeEnanu sodného o pH 8,5 a 1 mM EDTA, do jamek
DNA vazebné destitky (Corning Costar), a ponechan uschnout. Po ptilnuti byly jamky zabloko-
viny 50 mM pufru Tris pH 8, a pak byl oligonukleotid, ktery se kovalentné nenavézal k povrchu,
vymyt 0,1% SDS v 5x SSP pufru. K omyté desti€ce byly piidany fluorescenéné znafené oligo-
nukleotidové linkery a byly ponechany hybridizovat v éx SSPE s 0,1% Tritonu X-100 pfi
pokojové teploté po dobu ticeti minut. Tento postup je vyhodny pro pfipojeni linkerd. Oligo-
nukleotidové linkery byly v prib&hu syntézy substituovény cy5— a byly komplementarni
v segmentech o 25 bazovych parech ke specificky kotvenym oligonukleotiddm. Sekvence sedmi
kotev a linkeril byly ndsledujici (vechny znazornény mezi 3’ a 5'):
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#1 Kotva*: SEQ ID: 1
TCCACGTGAGGACCGGACGGCGTCC

Linker ** SEQID: 2
GTCGTTTCCATCTTTGCAGTCATAGGATACTGAGTGGACGCCGTCCGG
TCCTCACGTGGA

RNA model (my§ C-jun): SEQID: 3
CTATGACTGCAAAGATGGAAACGACGATACTGAGTTGGACCTAACAT

TCGATCTCATTCA

Detekéni oligonukleotid*** SEQID: 4
TGAATGAGATCGAATGTTAGGTCCA

#2 Kotva™: SEQID: 5
CACTACGGCTGAGCACGTGCGCTGC
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Linker** SEQID: 6
CTAGGCTGAAGTGTGGCTGGAGTCTGCAGCGCACGTGCTCAGCCGTA
GTG

RNA model (my$ MIP-2): SEQ ID: 7
AGACTCCAGCCACACTTCAGCCTAGGATACTGAGTCTGAACAAAGGC
AAGGCTAACTGAC

Detekéni oligonukleotid*** SEQID- 8
GTCAGTTAGCCTTGCCTTTGTTCAG

#3 Kotva*: SEQID: 9
GTCAGTTAGCCTTGCCTTTGTTCAG

Linker** SEQ ID:i0
ACCATGTAGTTGAGGTCAATGAAGGGCGCTCCCACAACGCTCGACCG
GCG

RNA model (my§ GAPDH): SEQ ID:11
CCTTCATTGACCTCAACTACATGGTGATACTGAGTGGAGAAACCTGCC
AAGTATGATG AC

Detek&ni oligonukleotid *** SEQ ID:12
GTCATCATACTTGGCAGGTTTCTCC

#4 Kotva*: SEQ ID:13
GAACCGCTCGCGTGTTCTACAGCCA

Linker** SEQ ID:14

CTACCGAGCAAACTGGAAATGAAATTGGCTGTAGAACACGCGAGCGG
TTC
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RNA model (my§ L32 protein): SEQ ID:15
ATTTCATTTCCAGTTTGCTCGGTAGGATACTGAGTGAGTCACCAATCC
CAACGCCAGGCT

Detekéni oligonukleotid**# SEQ ID:16
AGCCTGGCGTTGGGATTGGTGACTC

#5 Kotva* : SEQ ID:17
CTCGTTCCGCGTCCGTGGCTGCCAG

Linker** SEQ ID:18
CTGGCAGCCACGGACGCGGAACGAG

#6 Kotva™: SEQ ID:19
CGGTCGGCATGGTACCACAGTCCGC

Linker** SEQ ID:20
CGGACTGTGGTACCATGCCGACCG

#7 Kotva*: SEQ ID:21
CGCGCCGCGTTATGCATCTCITCG

Linker** SEQ ID:22
CGAAGAGATGCATAACGCGGCGCCG
Vysvétlivky:

*  Kotvy byly syntetizovany pomoci spaceru C12 s amidem na zakonZeni 5’

** Linkery byly syntetizovany pomoci Cy5 navazaného na zakonéeni 5'

*** Oligonukleotidové detektory byly syntetizovany s pouZitim biotinu, navazaného na
zakongeni 5'

Do kaZdé jamky byl pfidan bud’ jeden linker, nebo byla smés linkeri v celku (jak je znizornéno
na obrazku). (Do jamky oznaceni ,viechny“ byla pfiddna smé&s viech sedmi linkeri.), Po
nasledné inkubaci a trojim promyti 5 x SSP byl ziskan pomoci zobrazovage ,,Tundra“ (IR, St
Catherines, Ontario) fluorescenéni obraz, znazornény v pravé &asti obrazku. Jak je moino vidét,
linkery se samy sestavily na povrchu podle specifické asociace s komplementdrnimi, jim
pfisluinymi, kotvami.

Tento proces se opakuje s tim rozdilem, Ze se do kaZdé jamky umisti osm kotev a s nimi se

nasledné vyhodné spoji linkery. Cely postup se opakuje s 36, 64 atd. riznymi kotvami v kaxdé
jamce na 24, 96, 384, 864 nebo 1536 jamkové destidce.
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Priklad 2 Kinetika navazovani {viz obrazek 11)

Na obrazku je znazornéna rychlost hybridizace CyS-substituovaného linkeru &islo 1 s kom-
plementarni kotvou pro riizné koncentrace linkeru. Genericka destitka MAPS byla pfipravena
podle obrizku 1, s tim rozdilem, Ze kotva 1 byla navdzina na &tyfi mista v kazdé jamce. Inkubace
byly provadény pii pokojové teploté v 5x SSP s 0,1% Tweenu—20, jamky byly promyty 3 krat
s pouZitim 5x SSP, a byla méfena navizana fluorescence. Fluorescenéni obraz byl ziskan pomoci
zafizeni ,,Tundra®, pozadi bylo odetteno a pro kazdou tetku uvnitf kazdé jamky byla pomoci
softwaru ,,Tundra“ vypoétena integrovand intensita. Vyneseny jsou i priimér a standardni odchyl-
ka pro uvedenou integrovanou intensitu u &tyf teéek uvnitt kaZdé ze dvou duplikatnich jamek.

Piiklad 3 Fluorescenéni linker

A generické destitka MAP se pfipravi s pouZitim jednoho kotviciho oligonukleotidu nateCkova-
ného bud’ po 1 tedce na jamku (horni dv& fady), po 4 teckich na jamku (nasledujici &tyfi fady),
nebo po 16 tetkach na jamku (niZ$i dvé fady), podle metod, které jsou diskutovdny shora. Do
kazdé jamky se komplement4drné navaZe fluorescenéné znadeny linker, s pouZitim vyhodného
postupu popsaného v piikladu 1. Fluorescenéni obraz byl po promyti ziskan pomoci zobrazovace
»Tundra®. Intenzita fluorescence kaZdé tetky informuje, do jaké miry je kazdy funkéni linker p#i-
stupny hybridizaci s cilem. Intenzita signalu te¢ek je pii opakované detekci vysoce reproduko-
vatelna.

Ptiklad 4 Ktivky kinetiky navazovani.

Do destiéek, pfipravenych podle postupu, popsaného v ptikladu 3, se ptidaji rizné koncentrace
cilového oligonukleotidu. Linker, ktery je asociovan obsahuje 25-merni sekvenci komplemen-
tami k &4sti cile. Cil se pfidd 5x SSC s 0,05% SDS v celkovém objemu bud’ 30, nebo
100 mikrolitrd, a desti¢ka se zakryje a inkubuje p¥i 50 °C pfes noc. Po hybridizaci cile k pfipoje-
nému linkeru se cil vizualizuje pomoci vyhodného postupu s pouzitim chemiluminiscence. Pfida
se biotinylovany detek&ni oligonukleotid, obsahujici a 25-memi sekvenci komplementarni
X oddélené &asti cile (ne ke stejné Easti komplementéarni k linkeru) v koncentraci 30 nM. Biotiny-
lovany detektor se miZe pfidavat po dobu 30 minut po vyplachnuti pfebytetnych nenavizanych
¢illi, nebo se miiZe pfidat spolu s cilem a ponechat pEes noc k hybridizaci. Po navazani detektoru
se povrch opléchne dvakrat pomoci 5x SSC, jednou pomoci 1 x SSP obsahujiciho 0,1% Tweenu—
20 a 1% PEG (SSPTP), a pii pokojové teploté se ptidava po dobu 5 hodin zfedény (1:50 000)
roztok 250 pg/ml kfenové peroxiddzy konjugované se streptavidinem (HRP:SA, od Pierce,
Rockford, II1.) v SSPTP. Jamky se promyji &tyfikrat pomoci SSPTP, a jednou oplachnou, naez
se inkubuji s &inidlem Super Signal Ultra (Pierce). Po n&kolika minutach se ziska luminiscendni
obraz napftiklad pomoci zafizeni ,,Tundra®. Tento obrazek se miZe akumulovat v CCD matici po
dobu péti minut. Nizké hladiny cile se mohou vizualizovat v nékterych jamkach pfi koncentraci
cile aZ tak malé, jako ~5 x 10" M; Intenzita signdlu se obecné stava nasycenou pti koncentraci
~107° M. Intenzita signélu tetek je pfi opakované detekci vysoce reprodukovatelna.

Piiklad 5 Test dvou oligonukleotidi (viz obrazek 12)

KF¥ivka navazovani ukazuje ptipad, kdy MAPS hybridizaéni test, pfi pouZiti vyhodného protokolu
z postupu diskutovaného shora, byl aplikovan pro dva rizné cilové oligonukleotidy. Genericka
desticka MAPS byla pfipravena se ¢tyfmi rliznymi kotvicimi oligonukleotidy, z nichz kazdy byl
natedkovan &tyfikrat uvnitt kazdé jamky. Na druhé a &tvrté kotvé byly oligonukleotidové kom-
plementami linkery sestaveny piimo na povrchu, jak je popsano. Do kazdé jamky byly pridany
dva cile v uvedené koncentraci do 40 mikrolitri jak je popsano, a inkubovany pfi 50 °C pfes noc.
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MnoZstvi ka?dého navézaného cile bylo vizualizovéno pripojenim biotinylovaného detek&niho
oligonukleotidu specifického pro kazdy cil s ndslednym chemoluminiscenénim zobrazenim
HRP:SA, jak je popsano. Na niz$im panelu byla intensita vyzafovani stanovena kvantitativné. Ve
viech pfipadech obrazk v liniich mezi $ipkami, znazornénymi na hornim panelu, byl pro naske-
novani intenzity pouZit software, ktery je soudasti zafizeni ,, Tundra Imager*. Pro nejnizsi koncen-
trace cile, 1,1 pM, ukazuji naskenované obrazy kazdé tetky Gaussovu kfivku tvaru piku, defino-
vanou jamkou, pfi¢emz u vzorku apIné vlevo, kde byla koncentrace cile nulova, nejsou na pozadi
viditelné zadné rozpoznatelné piky.

Pfiklad 6 Posun sensitivity (viz obrazek 13)

Hybridizaéni test MAPS se da pouZit pro méfeni koncentrace souboru oligonukleotidd, pomoci
navazani k povrchu a znateni. Tento pracovni postup je vhodny pro ty oligonukleotidy, které jsou
v mensi nebo nizké koncentrace. Dva vzorky Ize odlisit v takovém pfipadé i tehdy, pokud jeden
vzorek obsahuje vice oligonukleotidu, protoZe bud vice vazat. Na druhé strang, jestlize koncent-
race cilového oligonukleotidu je pro dany povrch nasycena (1. jestiiZe je dostateén& vysoka, aby
obsadila vSechna vazebn4 mista), pak v ptipadg, e se koncentrace zvyii, nemie se #4dny dalii
navazat, takze mnoistvi nelze zméfit. Nicméné, kfivky navazovani cile se mohou posunout
pfidanim nezna¢eného konkurujictho ligandu. Data charakterizujici rovnovahu a pritb&h navazo-
vani se ziskaji pro &tyfi rizné oligonukleotidové cile, z nichZ viechny nasycuji povreh (tj. dosa-
huji maximalniho navazani) pfi koncentraci zhruba 3 nM. Pfidanim neznadenych konkurujicich
cild do vdech jamek se rovnovéha navazovani znadeného oligonukleotidu posune tak¥e se pfi
niz3{ koncentraci navaZe méné cilového oligonukleotidu a hladina, pii které se dostavuje nasyce-
ni se posune na vy$3i hodnotu koncentrace. Tak se mohou pFidat konkurenZni oligonukleotidy,
konkurujici napiiklad cilim 1 a 3, ale nekonkurujici napfiklad cilim 2 a 4. Takto se posunou
sensitivity testil pouze pro cile 1 a 3. Touto cestou se daji méFit koncentrace oligonukleotidovych
¢ili ve znaéném rozsahu v jedné testovaci jamce, jestliZe je znamo otekavané relativni mnozstvi
oligonukleotidu.

Data se mohou kvantifikovat, jak je vysvétleno shora, pro navazovéni jednoho z oligonukleo-
tidovych cilii. Obrézek 13 ukazuje kvantitativng, e pfidani konkurenéniho oligonukleotidu pfi
testu posunuje kfivky navazovani, zkoumané pfi tomto testu pro uréity cil, k vy$§im koncentra-
cim.,

Ptiklad 7 Teplota téni ity sond (viz obrizek 14)

Je vynesena zavislost vétSiho mnozstvi &ty riznych fluorescentng zmadenych oligonukleo-
tidovych linkerdi, specificky hybridizovanych na kotvy oligonukleotidi pfi MAPS testu, na
rostouci teploté. Tyto &tyfi oligonukleotidy byly nejprve ponechény hybridizovat pfi 50 °C po
dobu 1 hodiny pfi koncentraci 300 nM. Pak byly jamky vymyty SSC bez sond, a bylo zméfeno
navazané mnoZstvi fluorescenci, jak je popséno shora (50 °C). Pak byly povrchy inkubovany pti
55 °C po dobu 30 minut a byla zméfena intenzita navazané fluorescence, coz se provedlo stejné
pro viechny teploty, které jsou uvedeny.

Pfiklad 8

Byly pfimo srovnévany dvé detekéni metody, nasledujicim postupem: k destitce MAPS, na které
jsou ve forme Etyfech teCek na jednu jamku navéazany &tyfi oligonukleotidové kotvy, se pFidaji
dva oligonukleotidy do kazdé jamky, pficemZ oba vietn& kovalentn& ptipojenych cy5 skupin
nebo oba obsahujici biotinovou skupinu. Provede se epifluorescenéni méfeni, jak je popsano
v &asti o prohlizeni a mefeni fluorescencnich linkerd. Chemoluminiscenéni méfeni se provede
tak, jak je popsano pro MAPS test s pouzitim nasledného ptidani HRP:SA a chemoluminis-
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cenéniho substratu. Generované signaly jsou zhruba srovnatelné. Nicméné, pro geometrii mikro-
desticek, které obsahuji valy, odd&lujici jednotlivé jamky, a popfipadé bublinky tekutiny nebo
rozhrani tekutin, mohou odrazy v epifluorescenénich obrazech piisobit rusivé na interpretaci dat.

Ptiklad 9 Chemoluminiscenéni produkty

Srovnévé se pouZiti dvou vyrobki, dostupnych jake chemoluminiscenéni substraty pro kienovou
peroxidézu, pro MAPS test. Destitka MAPS se pfipravi postupem, uvedenym pro piiklad 8,
ainkubuje se s biotinylovanym oligonukleotidovym linkerem. Pak se pfida bud’ alkalicka
fosfatiza, navazand na streptavidin (AlkPhos:SA), nebo HRP:SA, nadez nasleduje promyvani
s pfidavkem bud’ CDP-Star (Tropix) do jamky spolu s AlkPhos:SA, nebo ECLPlus do jamky
s HRP:SA. Pro Glely znaleni zdpadnich tedek je navrhovano vyrobci poufiti SA navazanych
enzymii a substratd. Tyto dv& (jak jamka, tak i dalii pfistupné substraty) se mohou ob& pouit
k umoZnéni oligonukleotidové hybridizace na MAPS destickach.

Ptiklad 10

Rychlost sougasného systému pro analyzu pomoci MAPS byla testovéna tak, Ze se pfipravila
MAPS destitka se étyfmi rliiznymi oligonukleotidovymi kotvami na jamku, z nich2 kazdy byl
natetkovén &tyFikrét na jamku, s vydldzdénim (vzdalenost stted—stied) 0,6 mm. Pak se hybridi-
zuje bud’ cy5—navazané linkery, nebo biotinylované linkery a provede se detekce a skenovani, jak
je uvedeno shora. P tomto epifluorescendnim méfeni je rychlost vy83i (dlazdéni by mohlo byt
patrn& zmen3eno). PH chemoluminiscen&ni detekci nejsou sousedni te¢ky ipiné oddéleny, takze
se musi Fesit oddéleni jednotlivych pikd jednoznaéné piepotem hodnot pocitatem.

Piiklad 11 Protokol testu pii pouZiti nukleazové ochrany.

PFi testu, ve kterém se maji zjisfovat optimalni podminky pro hybridizaci a nukledzové pisobeni
pro postup pii nukledzové ochrany, pfi pouZiti soupravy ,Nuclease Protection Test kit* od firmy
Ambion (Austin, Texas). Tim se stanovi podminky, pufry a enzymy. V jednom ze tfi pufri se
pipravi osm vzorki. ,Hyb Buff 1“ je 100% Hybridiza¢ni pufr (Ambion); ,Hyb Buff 2“ je 75%
Hybridizatni pufr a 25% hybridizagni rozpou3téci pufr (Ambion); a ,,Hyb Buff 3“ je 50% smés
viech. Byl syntetizovan 70-memni oligonukleotid, ktery obsahoval 60 zbytki komplementarnich
k hledané mRNA (Biosource International, Camarillo, CA) a byl znaten pomoci psoralenfluores-
ceinu (Schleicher a Schuell, Keene, NH) s pouZitim protokolu, jak je doporuden pro znateni
psoralenbiotinem firmou Ambion. Zjednodusené fe¢eno, ochranny fragment byl zfedén na kon-
centraci 50 pg/ml ve 20 pl TE pufru (10 mM Tris, | mM EDTA, pH 8), vafen 10 minut, a rychle
ochlazen ledovou vodou. Byly pFidany &tyfi pl 130 ug/ml. Déle byl pfidan psoralenfluorescein
v DMF a vzorek byl osvétlen 45 minut pfi 40 °C ruéné drzenym dlouhovinnym LTV zdrojem.
Volny psoralenfluorescein byl odstranén extrakei nasycenym butanolem. Pouzitd mRNA byla
GAPDH anti-sense mRNA, pfipravend z anti—sense plasmidu (pTRI-GAPDH-my3i anti~sense
kontrolni $ablona (Anti—sense Control Template) od firmy Ambion) s pouZitim T7 promotoru a
soupravy MaxiScript (Ambion). Kratky chrénici fragment je 60-merni komplementarni Cast
syntetizovana oddélené a znatena podobné. Tyto sekvence chranicich fragmentd byly v pokusu
nasledujici:
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Chranic{ fragment piné délky: SEQ ID: 23
CGAGAAATATGACAACTCACTCAAGATTGTCAGCAATGCATCCTGCAC
CACCAACTGCTTGCT TGTCTAA

Kratky chranici fragment: SEQ ID: 24
CGAGAAATATGACAACTCACTCAAGATTGTCAGCAATGCATCCTGCAC
CACCAACTGCTT

Hybridizace se provede misenim chréanicich fragmentt pfi koncentraci 20 nM s GAPDH mRNA
pfi koncentraci 60 nM v 10 p! finalniho objemu po dobu dvou hodin pti 22 nebo pfi 37 °C. Po
hybridizaci bylo ptidano 200 pl smési nukledz podle instrukci vyrobee (ndzev pouZité soupravy:
»~Ambion Nuclease Protection Kit“, pouzité fedéni smési nukleaz bylo 1:200) a inkubace byla
provadéna opakované pfi stejnych teplotach po dobu 30 minut. Hydrolyza byla pak zastavena
hybridiza¢nim inhibiénim pufrem (Ambion), a oligonukleotidy byly vysraZeny a promyty ethano-
lem. Pak bylo pfidano 10 ul gelového pufru 1x (Ambion) a oligonukleotidy byly oddéleny na
15% TBE urea gel. Gel byl michan v tekutém pufru 30 minut, umist&n na plastovou desticku
a byl zobrazen pomoci ,,Tundry” s pouzitim fluoresceinovych filtri pro selekei excitaéné emito-
vanych vinovych délek. Obrazek byl akumulovan na CCD matici po dobu 2 minut. Nejlepsi se
ukazaly byt ty podminky, kdy vzorky byly inkubovény v ,Hyb Buff 2* pi#i 37 °C nebo
v ,.Hyb Buff 3“ pfi 22 °C. V téchto vzorcich neziistal Zadny detekovatelny chréanici fragment piné
délky a bylo viditelné signifikantni mnoZstvi &asti chraniciho fragmentu piné délky o zfeteln&
stejné velikosti, jakou ma kratky chranici fragment,

Ptiklad 12 Test na mRNA pomoci NPA-MAPS. (viz obrazek 15)

Byl pouiit cely protokol NPA-MAPS, s pouzitim podminek pro hybridizaci a nukledzy podob-
nym zpracovanim jako je popsan v ptikladu 11. Pro tento test byly pfipraveny vzorky. VSechny
obsahovaly stejné mnoZstvi 70-memiho oligonukleotidového chraniciho fragmentu a rizna
mnoZstvi GAPDH mRNA. Hybridizované vzorky byly 10 ul v 50% hybridizaéniho pufru a 50%
rozpoustéciho pufru obsahujici 0,08 mg/ml Yeast RNA (Ambion) byly zahtivany na 90 °C po
dobu 6 minut, kritce odstfed&ny, zahidty na 70 °C po dobu 5 minut, ponechény ochladit na 19 °C
a inkubovany po dobu 19 hodin. Pak bylo ptidino ke kazdému vzorku 200 ul smési nukleaz a
ponechano pisobit po dobu 30 minut pfi 19 °C. Z kazdého vzorku byl odebrén alikvotni podil
60 ul pro test MAPS. Byly pfidany 2 pul 10N NaOH a 2 ul 0,5 M EDTA a vzorek byl zahfat na
90 °C po dobu 15 minut, na 37 °C po dobu 15 minut, a pak ponechén usadit pii pokojové teploté
20 minut. Pak byly vzorky neutralizovany pomoci 2 pl 10M HCI a bylo k nim pfidéno 12 pl 20x
SSC, obsahujiciho 2M HEPES o pH 7,5 a 200 nM biotinylovaného detek&niho oligonukleotidu,
specifického pro pfisludny chranici fragment spolu s 1 pl 10% SDS. Vzorky byly michany,
zahiaty na 80 °C po dobu 5 minut a 35 ul alikvoty kazdého vzorku byly odpipetovany do dvou
Jamek na desticce MAPS (kaZdy vzorek byl rozdélen do dvou testl, provadénych duplicitng na
jedné MAPS desti¢ce). Destitka byla pted tim pfipravena podle standardniho MAPS protokolu,
s pouzitim vlastniho sestavovaného linkeru specifického pro uréity chranici fragment, vidy
navazaného na CYS5. Desticka MAPS byla zakryta a inkubovana pti 50 °C pfes noc, nakez byla
provedena detekce a luminiscence jak je popsano. K poslednimu vzorku nebyly pfi tomto testu
pridany Zadné nukleazy, coz slouzilo jako kontrola, kterd umoZiluje vizualizovat, jak by byl
samotny chranici fragment detekovan na MAPS. Na niZ3i 3asti obrazku je zobrazena naskeno-
vand intenzita (jak byla analyzovana zobrazenim horni fady jamek). Mnozstvi GAPDH mRNA,
ptitomnych ve vzorku (to je mnozstvi v kazdém alikvotnim opakovéni v jamce na MAPS destig-
ce) je uvedeno na obrazku.
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Otigonukleotidy, pouZité na MAPS destitkach, byly nasledujici:
Kotva¥*: SEQID: 25
CGCCGGTCGAGCGTTGTGGGAGCGC

Linker** SEQ ID: 26
CTTGAGTGAGTTGTCATATITCTCGGATACTGAGTGCGCTCCCACAAC
GCTCGACCGGCG

Chranici fragment SEQ ID: 27
(komplementdrni my$i anti-sense mRNA pro GAPDH)
CGAGAAATATGACAACTCACTCAAGATTGTCAGCAATGCATCCTGCAC
CACCAACTGC TTGCTTGTCTAA

Detek&nf oligonukleotid*** SEQ ID: 28
- znafeny na zakonéeni 5' biotinem
AAGCAGTTGGTGGTGCAGGATGCAT

Vysvétlivky:

*  Kotvy byly syntetizovany pomoci C12 spaceru s amidem na zakonéeni '

**  Linkery byly syntetizovany pomoci Cy5, napojeného na zakonceni 5’

*** Detekéni oligonukleotidy byly syntetizovany biotinem, napojenym na zakon¢eni 5’

Priklad 13 Rozpoustéci charakteristiky, NPA-MAPS (viz obrizek 16)

Data diskutovana v pfikladu 12 a zobrazena na obrazku 15, byla kvantifikovana a vynesena jako
rozpoustéci charakteristiky. Prim&mé a standardni odchylky po viech osm mist dvou duplicit-
nich jamek jsou vyneseny pro kaZdou koncentraci mRNA. Kfivka navazovani je zndzornéna
v superpozici ve formeé:

Frakéni navazani = Maximalni navazini* 1/(1 +Cs /L)

kde ,Maximalni navazani“ je maximum navazani p¥ nasyceni, ,Frakéni navazani“ je mnoZstvi
navazané pfi koncentraci ligandu L, a ICs, je koncentrace ligandu, p¥i které je Frakéni navazani
rovno polovind Maximalniho navizini.Znézornéna tetkovani kiivka na obrizku, ziskana
s nejvyhodn&jii hodnotou ICs, = 4,2 femtomolil, ma prib&h vyznafeny na obrazku.

Piiklad 14 NPA-MAPS test GAPDH mRNA v (iplném RNA extraktu mySich jater.

Upiny extrakt my&i RNA se testuje na GAPDH mRNA s pouZitim NPA-MAPS testu a jako
kfivka se vynese se rozpoustéci charakteristika. Uplny extrakt RNA z my3ich jater se pFipravi
pomoci soupravy Qiagen. RNA se vysrazi v 70% EtOH pusobenim 0,5M octanu hofecnatého
a resuspenduje se v 10 pl 5x SSC s 0,05% SDS s 1,8 nM chréaniciho fragmentu. Timto chranicim
fragmentem, ktery se pfidava, je oligonukleotid, o déice 70 bazi, z nichz 60 bézi je komplemen-
tarnich k mySimu GAPDH. Bud’ se pouzije fragment komplementirni k my3i GAPDH mRNA
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{,.chranici fragment“), nebo se pouZije komplement k sekvenci jako negativni kontrola
(,.anti-sense fragment").

RNA vzorky s chranicimi fragmenty se zahfivaji na 90 °C po dobu 5 minut, a provedou se
hybridizace pfivedenim vzorku na teplotu 70 °C a ponechanim pomalu ochladit na pokcjovou
teplotu pfes noc. Pfida se S1 nukleaza (Promega) pii zfedéni 1:10 ve 30 pul | x $1 nukleazového
pufru (Promega} na 30 minut pfi 19 °C, natez se reakce zastavi [,6 ul 10N NaOH a 2,7 pl 0,5 M
EDTA. Vzorky se zahfivaji na 90 °C po dobu 15 minut a poté na 37 °C po dobu 15 minut, aby se

denaturovaly a znigila se RNA, neutralizuji pfidavanim 1,6 pl 10M HCI, a inkubuji na destitkdch
MAPS pies noc v 5 x SSC spolu s 0,05% SDS dopinénym 200 mM HEPES pH 7,5, ke kterému
Jje ptidano 30nM biotinylovaného detekéniho oligonukleotidu. Oplachovani a vizualizace
SA-HRP se provadi, jak bylo popsano. Velikost signalu klesa podle toho, jak klesd mnoZstvi
my3i RNA ve vzorku (ve vzorcich je obsaZeno 500, 170, 50, 5 nebo 0,5 pg totilni my§i RNA.
Soutasn€ se testuji dva kontrolni vzorky, do kterych nebyla pfidana Zidna S1 nukledza, Signal je
vidét pouze pro komplementarni chranici fragment.

Poutzité oligonukleotidy:
Pro anti-sense kontrolu (stejné oligonukleotidy jako v pfikladé 12):

Kotva* : SEQ ID: 25
CGCCGGTCGAGCGTTGTGGGAGCGC

Linker** SEQ ID: 26
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CTTGAGTGAGTTGTCATATTTCTCGGATACTGAGTGCGCTCCCACAAC
GCTCGACCGG CG

Chrénici fragment SEQ ID: 27
(komplementarni k my¥i antisense mRNA pro GAPDH)
CGAGAAATATGACAACTCACTCAAGATTGTCAGCAATGCATCCTGCAC
CACCAACTGC TTGCTTGTCTAA

Detekéni oligonukleotid*** SEQ ID: 28
AAGCAGTTGGTGGTGCAGGATGCAT

Pro Sense GAPDH mRNA vzorky:

Kotva*: SEQ ID: 25
CGCCGGTCGAGCGTTGTGGGAGCGC

Linker** SEQ ID: 29
ATGCATCCTGCACCACCAACTGCTTGATACTGAGTGCGCTCCCACAAC
GCTCGACCGGCG

Chranici fragment

(komplementarni k my3f{ mRNA pro GAPDH): SEQ ID: 30
AAGCAGTTGGTGGTGCAGGATGCATTGCTGACAATCTTGAGTGAGTTG
TCATATTTCT CGGCTTGTCTAA

Detek&ni oligonukleotid ** SEQ ID: 31
CGAGAAATATGACAACTCACTCAAG

Vysvétlivky:

*  Kotvy byly syntetizoviny s pouzitim spaceru C12 s amidem na zakonZeni '
**  Linkery byly syntetizovany s pouZitim Cy5, navazaného na zakon&eni 5'
*++* Sondy byly syntetizovany s pouZitim biotinu, navazaného na zakonceni 5’

Ptiklad 15 Test MAPS vyuZivajici nukledzovou ochranu s kontrolami.
mRNA se extrahuje z my3ich jater nukledzova ochrana se provede v podstaté tak, jak je popsano
v ptikladu 14, jen s tim rozdilem, ¢ CADPH specificky chranici fragment zahruje 60 nukleo-

tidt, které jsou komplementarnimi my$i GAPDH, za kterymi nasleduje 15 ,.pfesahujicich*
nukleotidi na zakondeni 3' fragmentu, které nejsou komplementarni k cili. Po hybridizaci
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a nukledzoveé digesci se zbyly chranici fragment hybridizuje na desti¢ce MAPS, jak je naznateno
v pfikladu 14 jen s tim rozdilem, Ze se pro detekci imobilizovaného chraniciho fragmentu pouZiji
dva rlizné oligonukleotidové detek&ni fragmenty. Jeden detekéni fragment je komplementarni
k GADPH-specifické ¢ast chraniciho fragmentu, a druby, kontrolni, je komplementarni
k 15bazové ,preénivajici” &dsti chraniciho fragmentu. KaZdy detekéni fragment se pouZiva na
Jiném replikatu vzorku (tj., v riznych jamkéch), takZe oba detek&ni fragmenty mohou byt
znaceny stejnou detek&éni molekulou. V tomto ptikladu jsou oba fragmenty znageny pomoci HRP.
Bez pfidani nukleazy jsou signaly z obou detekénich fragmentd viditelné, zatimco kdyz se
provede nukleazova digesce, je detekovatelny jen signal, odpovidajici GAPDH sekvencim. Veli-
kost GAPDH-specifického signalu se sniZi s pfihiédnutim k signalu, ktery je pozorovéan v nepfi-
tomnosti nukleazové digesce, nebot’ chranici fragment se pfidava v piebytku, poéitdno na
mnozstvi pfitomné GAPDH mRNA. To umoziiuje, aby bylo mnozstvi GAPDH mRNA omezeno
na ochrannou hybridizaci, takZe mnoZstvi vytvofeného dvouvlaknového hybridu (a proto
mnoZstvi chraniciho fragmentu, ktery chranén pfed nukledzou) odrazi mnozstvi mRNA. Pokud
neni pfitomna v reakéni smési Zadnd mRNA, nedetekuje se, pokud se p¥idaji nukleazy, 2adny
signdl, Shota uvedena zjiténi ukazuji, Ze hybridiza&ni a digestivni stupn testu se projevuji, jak
je potiebné.

Pokud se pfi tomto testu pouZiji chranici fragmenty, korespondujici s v&t3im mnoZstvim cil, pak
kaZdy z chrénicich fragment miiZze obsahovat pfesahujici &4st, ve které je stejnych 15 bazi. To
umoZiiuje pouZit jeden detekéni fragment pro testovani ostatnich presahujicich &asti pro viechny
vzorky.

Piiklad 16 Transkripini screeningovy test na slouteniny, které mohon zménit expresi gend,
souvisejicich s chorobnym stavem.

PouZiva se bunéna linie, odvozend od lidského nadoru. Byla zjisténa vy3si hladina exprese
30 genil neZz u normélnich bunék. (To znamena, téchto 30 geni je pouZivanych k produkci
mRNA vice, neZ je tomu u normalnich bunék, a tak se produkuje protein, pro ktery pfedstavuji
tyto geny instrukce. Transkrip&ni test méfi, jak mnoho se tyto geny pouZivaji, tim zpisobem, Ze
méfi, jaké je pfitomno mnoZstvi mRNA pro kaZdy gen). S pouzitim nukledzové ochrany pti testu
na destitkach MAPS (NPA-MAPS) se testuje 8800 chemickych slou¢enin, aby se vidélo, zda
rist bunék v pfitomnosti téchto slou¢enin, miZe redukovat expresi n&kterych ze 30 korelujicich
geni bez ovlivnéni exprese Sesti normalnich (konstitutivnich, neboli ,,domécich®) gentl. Jakéko-
liv slouéenina, kterd mé tento idinek, mize byt v budoucnu uzite¢na pfi vyvoji farmaceutickych
prostfedkii k 1é¢eni tohoto typu nadoru.

Do kazdé jamky ve 100 96ti—jamkovych polystyrénovych destitek se prida asi 10 000 az 100 000
bunék, které se pak nechaji rist 2 dny, dokud nepokryji povrch kazdé jamky. V 8 jamkéch kazdé
destitky jsou buitky ponechdny rist bez ptisad. Ke zbyvajicim 88 jamkdm kazdé desticky se
ptidaji rizné chemické slouleniny tak, aby mohl byt testovan G&inek kadé sloudeniny
samostatn€. Do 100 destitek, pouzivanych najednou, se tak dd testovat, nebo screeningem hledat,
8800 sloucenin. Buiiky rostou 24 hodin za pfitomnosti testovanych slougenin, a pak se buiiky
sklidi pro test. Buriky v kadé destitce se o3etfuji podle instrukci pro ziskani RNA ve vzorku
z 96—jamkovych destitek (napfiklad pomoci soupravy ,Qiagen RNeasy 96 kit“). Po pFipravé
RNA se kvantitativné stanovi mnoZzstvi kazdé z 36 riznych druhi mRNA pomoci pFistupu
NFA-MAPS, vietné 30 korelativnich genti a 6 normalnich ,,domédcich® gent. 36 DNA oligo-
nukleotidové chranici fragmenty, kaZdy korespondujici s jednim z gend, o které je zajem, se pti-
daji do kazdé jamky a ponechaji se hybridizovat za pfesné zvolenych podminek s jim pfisluinymi
cilovymi mRNA sekvencemi. Pak se pfidd S1 nukleaza, aby se znitil pfebytek nehybridizované
DNA, a vzorky se chemicky ofetii, aby se zni€ila také RNA. Ponechan je oligonukleotidovy
chranici fragment pro kaZdy ze 36 genii v mnoZstvi, které je imémé tomu, jak mnoho mRNA
bylo v oetfenych buiikach piitomne v kazdém vzorku.
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Sto 96-jamkovych destitek, z nichz kazdéd zahrmuje matici skupin 36 riznych oligonukleo-
tidovych kotev v kadé jamce, se pFipravi pfidinim 36 riznych oligonukieotidovych linkerii do
kazdé jamky. Linkery sestavené na povrchu kaZdé jamky, méni generické destitky na MAPS
destitky, obsahujici specifické sondy pro kazdy ze 36 oligonukleotidovych chranicich fragment.
KaZdy linker mé &4st specifickou pro jednu z 36 kotev a €ast, specifickou pro segment jednoho
ze 36 chranicich oligonukleotidi. Z kadé jamky ze 100 vzorkovych destidek, se oligonukleo-
tidovy vzorek pFida do korespondujici jamky ze 100 MAPS destitek. Po hybridizaci za pfesné
zvolenych podminek a detekci oligonukleotidu pro kaidy cil se piidd chemoluminiscenéni
enzym, tak aby ka?dé specifické misto ka2dé jamky zatilo podle toho, jaké mnozstvi mRNA bylo
pfitomno ve vzorku. Jakékoliv jamky, které vykazuji sniZend mnoZstvi korelativnich geni
a nemaji Zadny vliv na 6 domacich gen, jsou zajimavé. Slouteniny pfidané k buikam v t&chto
vzorcich pfedstavuji moZné vychozi body pro vyvoj protinddorovych uginnych latek.

Ptiklad 17 Indukovana a konstitutivni genova exprese

RNA byla ptipravena v podstaté jak je opsano v piikladu 14, z jater mysi, které byly bud’ neinfi-
kované (,.kontrola®), nebo byly jednu hodinu po infikovéani (,.infikované*) adenovirem. Na kazdy
vzorek bylo pouZito 60 ug jaterni RNA, vzorky byly ptipraveny duplicitné. Kazda testovana
jamka obsahovala tfi sady duplicitnich mist, odpovidajici tfem geniim popsanym shora. Kazdé
misto obsahovalo kotvu, navazanou k linkeru, ktery obsahoval sondu, komplementarni k chrani-
cimu fragmentu, korespondujicimu s jednim ze tfi geni. Nukledzova ochrana byla provedena pfi
MAPS testu v podstaté jak je popsano na obrdzku 12, a obrazy byly ziskany a skenovany jak je
popsano, Pro kazdy ze tfi mRNA cili jsou zndzomény fady ziskanych obrazovych dat a
naskenované intensity pro duplicitni jamky. Tato &isla ziskana pfes skenované linie, se integruji
do hodnot intensit a vypoStou se standardni odchylky pro kady ptipad (n=4). Domici gen,
GAPDH, ktery se podle olekdvani nem& ménit, vykazoval mimé, 1,3-ndsobné, zvySeni u
infikovaného vzorku, které nebylo statisticky prikazné. Transkripce MIP-2 a C—jun byla zvy3ena
4 a 6-krat. Tato zjiSténi ukazuji, Ze dva geny, MIP-2 a C—jun, vykazuji ve srovnani s kontrolou -
konstitutivné exprimovanym genem — GAPDH - zvétienou expresi jako odpovéd’ na infekci
adenovirem.

Priklad 18 Enzymovy test, vhodny pro hledani sloudenin, které selektivné inhibuji tyrosinové
nebo serinové kindzy (viz piiklad 17)

Kindzy jsou enzymy, které spojuji fosfat s proteiny. Bylo prokdzdno mnoho pfipadi stimulace
riistu normalnich a neoplastickych bun&k. Odtud plyne, Ze sloueniny, které inhibuji specifické
kinizy (ale ne viechny kinizy) se mohou pouZit k testovani, zda jsou tyto kindzy soutdsti
patologického jevu, a jestlize je tomu tak, slouZi jako vychozi body pro farmaceuticky vyvoj.
Naptiklad, p&t tyrosinovych kindz, které se podileji na stimulaci riistu bunék nebo na regulaci
zanétlivych odpovédi, jsou src, Ick, fyn, Zap70 a yes. Kazda kiniza md nosi<, a tyto nosie jsou
tasteéné identifikovany jako kratké peptidy, které obsahuji tyrosin. N&které kindzové specifity se
ptekryvaji, takze riizné kindzy mohou fosforylovat nékteré peptidy stejné, ale nékteré pfednostné.
Pro uvedenych pét kinaz bylo vybrano 36 peptidovych nosi¢i, které vykazuji spektrum specific-
kych a prekryvajicich se specifit.

PouZivaji se 96ti—jamkové destitky; ka?da jamka obsahuje 36 generickych oligonukleotidovych
kotev. Ptipravi se 36 linkerii, kterymi se pfevedou generické oligonukleotidové matice (s pouhy-
mi kotvami) na matice obsahujici peptidové nosie. Uvedenych 36 peptidovych nositii bylo
syntetizovano a kazdy byl kovalentn& navézén, naptiklad amidovou vazbou, na oligonukleotid
obsahujici 5" aminoskupinu. Oligonukleotidy obsahuji sekvence, které se specificky hybridizujt
s kotvami, Tyto utvary o struktufe peptid/oligo linkery byly sestaveny na povrchu ptidanim do
viech jamek MAPS destitek.
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Pro screening bylo pfidano do kaZdé jamky pét kindz pfi vhodnych koncentracich (tak, aby
rychlosti fosforylace nosi¢i byly co nejvice vyrovnané), vidy spolu s jednou z 8800 riznych
sloudenin, které se mély testovat. Slou¢eniny byly testovany na schopnost pfimo inhibovat izolo-
vané enzymy. MnoZstvi fosforylace kazdého peptidu v matici se detekovala piidanim zna¢enych
protilatek, které vazi jen peptidy, které jsou fosforylované na tyrosinu. Jakékoliv jamky, které
vykazuji snizeni fosfotyrosinové te¢ky, ale ne viech tedek, jsou zajimavé. Sloudeniny, ktere byly
pfidany do této jamky, mohou byt sestavovany dale, s co nejvétsi selektivitou, jaka je mozna na
inhibitory nékteré z testovanych kinaz.

Schéma testu je znidzorn&no na horni ¢asti panelu na obrdzku 17. Piipravi se chimérickd linkerova
molekula, ve které je zahrnut oligonukleotid, obsahujici 25 pari bazi, komplementarni k jedné
z kotev, kfiZzové navazan k peptidovému nosiéi tyrosin fosfokinazového enzymu. Tento chimé-
ricky oligopeptidovy nosi¢ se sestavuje na matici oligonukleotidovych kotev, piitemz se k fosfo-
rylaci peptidové ¢asti chiméry pouZije kinazovy enzym a po prob&hnuti enzymatické reakce se
kvantitativni stupeii fosforylace peptidu stanovi antifosfotyrosinovymi nebo antifosfoserinovymi
protilatkami s pfipojenou detekei fluoroforu nebo enzymu.

Vysledky testu jsou zobrazeny na nizsim panelu. Homobifunkéni sitovaci &inidlo, DSS (Pierce),
bylo pouZito k navazani 5' aminoskupiny oligonukleotidového linkeru k N-zakon&eni peptidu,
syntetizovaného pomoci fosforylovaného tyrosinu. Sekvence peptidu v jednopismenovém kodu
byla: TSEPQpYQPGENL (SEQ ID: 32), kde pY znamena fosfotyrosin. Tato chiméra byla bud’
piimo dale pouZita, nebo byla nejprve upravena jeji reakce na pH 14 po dobu 60 minut, aby se
parcialné hydrolyzovala fosfatova skupina od tyrosinu. Fosforylované nebo parcidlné defosfory-
lované chimérické molekuly byly sestaveny na komplementarnich molekulach kotev na destiéce
MAPS pii znazornénych koncentracich, po dobu jedné hodiny. Po promyti a blokovani jamky
pliscbenim 0,3% BSA v SSPTP byly pfidany antifosfotyrosinové protilatky kfiZzové navazané
k HRP (protilitka 4610 z Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) ve zfedéném (1:3000)
roztoku v SSPTP po dobu 1 hodiny, a mnoZstvi navazané protilatky se detekovalo pomoci
chemoluminiscenéniho podkladu, (substrat ,Super Signal Blaze“). Znizornény obrazek byl
akumulovan na CCD matici | minutu. Podle ofekdvani byly v mnoZstvi fosfitu, navazaného
k oligopeptidu, pozorovany rozdily. Tento rozdil je zakladem pro test méfent, jak aktivni je
soubor kindz, pokud se na n&j plisobi riznymi moZnymi inhibitory.

Ptiklad 19 Test kinetiky navazovani pro detekei selektivnich inhibitori interakce SH2 domén
a fosforylovanych peptidi

SH2 domény slouzi jako zasobni podjednotky nékterych ristové regulaénich proteini. Domény
se vazi k fosfotyrosinu, obsahujicimu proteiny nebo peptidy s neiiplnou specifitou. To znamena,
ze nékteré fosfotyrosinové peptidy se vazi specificky k jednomu z mensiho podtu SH2 proteind,
zatimco jiné se vaZi divoce k mnoha SH2 proteiniim.

Pro tento test se linkery fosforyluji peptidy, kovalentné navazané k oligonukleotidim. Peptidové
skupiny se voli pro jejich schopnost, vazat se ke skupiné vybranych SH2 proteiniim. Linkery
konvertuji generické destitky MAPS na desticky s ligandy, specifickymi pro skupinu SH2
proteini. Tak se generuje sto 96—jamkovych MAPS destiéek nesoucich ligandy. Proteiny se
izoluji a znai se napfiklad fluorescen¢ni molekulou cyS5.

Pokud se hledaji inhibitory SH2 domén/fosfopeptidové interakce, tak se pfida ke kazdé jamce ze
100 96—jamkovych MAPS destiCek skupina znatenych SH2 proteind, a do kaZdé jamky se ptida
jina testovana sloucenina. Takto se dosahne toho, Ze se individualné testuje vliv kazdé slou¢eniny
na interakci SH2 proteind s jejich fosfopeptidovymi ligandy. Pfi testu se mé#i fluorescence
navazanych SH2 proteintl, spojenych s kazdym povrchové vazanym peptidovym linkerem. Pro
jakoukoliv jamku, znizorujici sniZzenou fluorescenci nékterych tefek, ne viak viech tedek, kde
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miZe byt pfidana sloudenina dile testovana jako nad€jny potencialni selektivni inhibitor
blokovani SH2.

Ptiklad 20 Vysoce vykonny screening (viz obr. 22)

Vyobrazeny jsou destitky MAPS pro vysoky vykon, na kterych je demonstrovana detekce
signalu z 96 jamek v jednom experimentu. Hybridizace se stejnym oligonukleotidem byla méfena
v 16 opakovanich v 80 jamkach. Jak je zobrazeno, reprodukovatelnost 1280 hybridizaénich testi
byla velmi vysoka. Krajni levy a krajni pravy sloupec slouzi jako kontroly ke standardizaci signa-
lu pro riizné koncentrace oligonukleotidu.

Podobnym zplisobem se d4 testovat 16 riznych oligonukieotidd v kazdé jamce, a tento test
opakovat v 80 riiznych jamkAch destitky. Pochopitelné, dé se testovat i vét3f polet oligonukleo-
tidi nebo riiznych sond, (napf. 100 nukleotidovych sond) v kazdé jamce, a mnoho destitek se déd
testovat souéasné (napf. 100 destiek, jako jsou 96ti jamkové mikrotitrové destifky). Velky pocet
testil, které se daji provadét na kazdém vzorku (napf. v kazdém z poslednich pfipadu asi 100 ruz-
nych testil) a velky potet vzorkil se da testovat souéasné (napt. v posledné jmenovaném pfipadé
96 x 100, nebo 9 600 riiznych vzorkh), ¢imZ se dosahne vysokého vykonu testovani.

Piiklad 21 Piiprava zesileného cile (viz Obrazek 23)

Na pevny podklad (naptiklad perlitky nebo reak&ni nadoby) se navaZe PCR primér (primér
jedna), coz se provede pomoci chemické modifikace, kterd se zavede na 5' zakonéeni oligo-
nukleotidového priméru. Tento primér obsahuje S’ aX 3’, chemickou modifikaci, misto pro
restrikéni enzym a sekvenci, kterd je komplementarni k hledanému cili (napfiklad cDNA kopie
mRNA, kterd je pfedmétem z4jmu). Cil se zesili pomoci PCR s pouzitim PCR primén s ptipoje-
nym primérem jedna a primérem dvé, které obsahuji 5’ a 3, sekvence specifické pro detekéni
oligonukleotid a sekvenci, kterd je komplementarni k jiné asti cile, neZ je primér jedna. Po PCR
zesileni se zesilend DNA promyje, aby se odstranil pfebytek reak&nich &inidel 2 uvolni se z pev-
ného podkladu od$tépenim pomoci restrikéniho enzymu, specifického pro zminéné restrikéni
misto na priméru jedna. Zesileny primér se tak uvolni do kapalné faze. K deaktivaci restrikéniho
enzymu a k denaturaci dvouvliknového DNA produktu se da pouZit zahtivani a/nebo chemické
pisobeni. Uvolnéné molekuly jednovldknové cilové DNA se¢ pak mohou uvést do kontaktu
s povrchem, obsahujicim kotvy a/nebo linkery a cil se miiZe detekovat pomoci detek&nich oligo-
nukleotidii, komplementarnich k specifickym detekénim sekvencim v priméru dvé.

Ptiklad 22 P¥iprava zesileného cile

Na pevny podklad (napiiklad perlicky nebo reakéni naddoby) se navaze PCR primér (primér
jedna), coz se provede pomoci chemické modifikace, kterd se zavede na 5' zakondeni oligo-
nukleotidového priméru. Tento primér obsahuje 5' aZz 3' chemickou modifikaci, peptidovou
sekvenci, kterd je §tépitelna proteazou a sekvenci, kterd je komplementarni k hledanému cili
(napfiklad cDNA kopie mRNA, ktera je pfedmétem z4jmu). Mist peptidu lze také pouzit jakyko-
liv jiny &len, ktery se da specificky 3tépit. Po PCR zesileni, jak je popséno napfiklad v piikladu
21, se PCR produkt, ktery je stale navazin na pevny podklad, denaturuje a (poptipad€) promyje,
pii¢emz se ponecha za jednovlaknovou molekulou, navazanou na podklad. Promyta, navazané
molekula se pak miZe $tépit a uvolnit (naptiklad pisobenim vhodné protedzy) a uvede se do
kontaktu s povrchem, ktery obsahuje kotvy a/nebo linkery, Alternativné se miZe fetézec
zesileného cile, ktery se uvolni po denaturaci, uvést do kontaktu s povrchem, obsahujicim kotvy
a/nebo linkery, V jiném ptipadé se miize uvadét do kontaktu pouze jeden fetézec zesileného cile
(napfiklad hybridizovany) s linkerem, &imZ se eliminuje konkurence hybridizace z protilehlého
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fetézce a sniZi se pozadi. Linker se pak di navrhaout tak, aby byl specificky pro jeden oba
tetézce zesilenych cilovych fetézci.

Pfiklad 23 Test s detek¢nimi linkery a hldsicim &inidlem (viz Obrazek 24)

Vzorek, obsahujici mRNA, ktera je pfedmétem zjmu, se podrobi nukleazové chranici procedufe,
pfiCemZ se pouZiva jako chranici fragment oligonukleotid, ktery obsahuje cilovou specifickou
skupinu a kontrolni presahujici skupinu, kterd neni komplementarni k mRNA. Pokud je to Zadou-
ci, miZe se kontrolni presahujici skupina pro nukledzové digesci od$tépit, jak je zndzornéno
v levé Easti obrazku, nebo pfesahujici ¢ast nepodiéha digesci, jak je to znazornéno v pravé asti
obrazku, Vysledné nukleazové chranici fragmenty se hybridizuji na detekéni linker, ktery obsa-
huje skupinu, specifickou pro cil, a skupinu, specifickou pro kontrolni pfesahujici skupinu.
V testu, znizoméném v levé &asti obrazku, zistdva kontrolni presahujici skupina detek&niho
linkeru nehybridizovana; a v kontrastu s tim, v testu, zndzoméném v pravé &asti obrazku, se
kontrolni presahujici skupina detekéntho linkeru hybridizuje na reziduilni kontrolni presahujici
sekvenci chraniciho fragmentu. V nasledujicim kroku testu se hlasici &inidlo, obsahujici skupinu
schopnou interagovat se skupinou, specifickou pro kontrolni ptesahujici skupinu, nechdvé
interagovat s komplexy. V testu, znazoméném v levé &asti obrazku, se hybridizuje hlasici &inidlo
se skupinou detekéniho linkeru, specifickou pro kontrolni pfesahujici sekvenci, kterd zistala
pfistupna pro hybridizaci a komplex se pak detekuje napfiklad pomoci signalizaéni entity na hla-
sicim ginidle. Na rozdil od toho v testu, znizornéném v pravé &asti obrazku, neni hlasici &inidio
schopno se navazat na komplex, nebot’ komplementimi sekvence nejsou pro hybridizaci pfi-
stupné, a tak s timto komplexem neni spojen Zadny signal.

V mnohg z t&chto testd podle vyndlezu miZe hlasici &inidlo interagovat s jakoukoliv sekvenci,
pfitomnou v detekénim linkeru, bez omezeni na sekvenci, specifickou pro kontrolni pfesahujici
sekvenci.

Ptiklad 24 Vice fluorescenénich latek (viz obrazek 25)

Na obrizku 25 je zndzornéna oblast, rozdélend na pét lokalit, A az E. Kazda lokalita zahrnuje
Jinou skupinu v podstaté identickych kotev, kotvy A az E. Na kotvy v lokalit# A jsou hybridizo-
vany &tyfi rizné typy linkeni, z nichz kazdy obsahuje skupinu, specifickou pro kotvu A. Nicméné
kazd4 z téchto kotev obsahuje skupinu, specifickou pro jiny cil: procil 1, 2, 3 nebo 4. Proto se po
hybridizaci cili na komplexy kotva/linker cile navazi na lokalité A. Podobné mohou byt &ty
rizné typy linkerd hybridizovény na lokalité B, pfidemz kaZdy linker obsahuje skupinu, specific-
kou pro kotvu B, ale jejich skupiny, specifické pro cile, jsou specifické pro cile 5, 6, 7 nebo 8.
Podobnym zpiisobem jsou cile 9 aZ 12 spjaty s lokalitou C, cile 13 az 16 s lokalitou D a cile 17 az
20 s lokalitou E. Jestlize kazdy z t&hto cild je znaden (ptimo nebo nep¥imo) jinym, nezivisle
detekujicim fluorogenem, jako je napfiklad nahoru prevadéjici fosforescenéni latka, tze nezavisle
detekovat viech 20 cilii na péti indikovanych lokalitéch.

PEiklad 25 Test na vysoce vykonné podobs

V tomto pfikladu se pouZiva transkripéni test podle vyndlezu pro detekci a kvantifikaci zmén
v genové expresi, a to ve formatu, upraveném pro vysoce vykonny screening. Vedkeré kroky
v testu se provadéji roboticky. Rutinni promyvani neni explicitng popsano. Veskeré reakce se
provadéji konven¢nimi postupy, které jsou bud’ v oboru znamé, nebo jsou zde popsany.

Na 96-jamkovych mikrotitrovych destitkach se Spifatymi jamkami, se nechaji v mnozstvi

50000 az 150 000 bunék na jamku rist lidské monocyty THP-1. Tyto butiky jsou bud’ neoset-
feny, nebo jsou rozdéleny pomoci 12-myristatu—13-acetitu forbolu (dle zkratka ,PMA“) po
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dobu 48 hodin, natez nasleduje aktivace lipopolysacharidem (LPS) po dobu 4 hodin. Po o3etfeni
se buiiky rozloi v guanidinisothiokyanatu a zmrazi do dalsiho pouZiti. mRNA se ziskd pomoci
streptavidinovych paramagnetickych &astic, ke kterym je navdzén biotin—poly dT. Alternativné se
ziska Celd RNA extrakei trojitym reakénim &inidlem (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
Vzorky, obsahujici bud’ mRNA, nebo celkovou RNA se podrobi nukledzové chrénici procedufe,
pritem2 se pouZije jako DNA chranicich fragmenti smés tfindcti 60-mernich jednovléknovych
oligonukleotid®i, z nichZ kazdy obsahuje 5' a2 3', 25-mer, specificky pro jeden z tfinacti cil,
které se hledaji (GAPDH, IL-1, TNF-a, katepsin G, cox-2, cyklin-2, vimetin, LD-78-, HMG-
17, osteopontin, B—thromboglobin, angiotensin nebo aktin); 10—merni spacer; 25-mer specificky
pro b&nou oligonukleotidovou detek&ni sondu; a 15-merni b&2nou kontrolni pfesahujici sekven-
ci. mRNA se tim pfevede na stechiometrické mnoZstvi ,,odpovidajiciho DNA chréniciho frag-
mentu*, ktery slouzi jako cil v testu. Kontrolni experimenty, pfi kterych se tyto ,.,odpovidajici
DNA chrénici fragmenty inkubuji se sondou, specifickou pro kontrolni pfesahujici sekvenci,
ukazuji, ze podle ofekavani se pti nukledzové digesci ukazuje, Ze v odpovidajicich chranicich
fragmentech jsou pfitomny v podstaté jen sekvence, specifické zvolené mRNA cile, o které je
zajem pfi testu, jak je to pozadovano.

Povrchy se ptipravi zpasobem podle vynalezu. V kazdé z 96—jamkovych DNA-navazovacich
destitek se vytvol matice Sestnacti riznych 25-mernich oligonukleotidovych kotev. PouZiva se
&trnéct riznych druht kotev. V kazdém ze tfi rohti matice se pouZije jeden druh kotvy a na
ostatnich lokalitich matice se pouZije 13 riznych druhd kotev, pfiSemz na kaZdé lokalité je vzdy
jen jediny druh. Kotvy se pak hybridizuji v definovaném kolmém uspotadani, s 60-mernimi
oligonukleotidovymi linkery, z nichZ kady obsahuje, 5' aZ 3', 25-mer, ktery odpovida jednomu
ze tFindcti hledanych cili, 10-memi spacer a 25-mer, specificky pro jednu zkotev. Tim se
doséhne toho, #e v kazdé z mnoha 16-ti mistnich matic je ka2dy ze tfinicti cilové-—specifickych
linkert lokalizovan v definované pozici (na stejném mist&) matice. Hustrace takového koimého
uspofidani je na obrizku 18. Linkery, odpovidajici GAPDH, konstitutivné exprimujici domaci
gen, slouzici jako vnitini normaliza&ni kontrola, jsou v kaZdé matici znazornény na tfech mistech.
Kontrolni experimenty ukazaly, Ze linkery, stejné jako chranici fragmenty a detektorové oligo-
nukleotidy pouZité v experimentu, vykazuji poZadovanou specifitu.

Vzorky obsahujici smési odpovidajicich chranicich fragmentii pipravené podle shora uveden¢ho
popisu, se hybridizuji na matice entit kotva/linker. PouZivaji se vzorky, odvozené od indukova-
nych kultur. Pfitomnost a mnoZstvi hybridizovanych chrénicich fragmentd na kazdém misté
matice se pak detekuje hybridizaci se znadenymi detektorovymi oligonukleotidy. Za ugelem
normalizace velikosti signilu na ka?dém mistd se detektorové oligonukleotidy zfedi vhodnym
mnozstvim blokovanych oligomeri, jak je zde popsano. Sila signalu v kaZdém misté se zpraco-
vévé a ziskané hodnoty se normalizuji na kontrolni GAPDH signaly. Ziskané idaje jsou podle
vysledktt v osmi opakovanich se stejnym vzorkem reprodukovatelné, a stejné tak u vzorkd,
pfipravenych ze t¥ nezavislych pokusd, provedenych v riznych dnech. Prehled relativnich
&etnostf tiindcti transkriptl pti jednom experimentu je zndzomén v ndsledujici tabulce.
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Tabuika relativnich intenzit (10° bunék/jamku)

Gen Kontrolni Indukované Koeficient
prumér CV(n=16) primér CV(n=16) intenzity
GAPDG 10110 7% 9833 9% 0.97
IL-1 527 36% 8124 38% 15,40
TNF 229 35% 2249 36 % 9,80
GAPDH 9591 11 % 10031 17 % 1.05
Katepsin G 16394 31 % 19648 46 % 1,89
COX-2Z 415 39% 3557 25 % 8,58
Cyklin-2 1728 23 % 2960 25 % 1,71
Vimetin 25641 25% 71074 20 % 2,77
LD78 1298 39 % 13437 20 % 10,35
HMG-17 §286 19% 2405 20 % 0,29
Osteopontin 5604 42 % 19053 46 % 3,40
Tromboglobulin  -53 - 31761 23 % > 100
GAPDH 10299 13 % 10136 12 % 0.98
Angiotensin 3575 28 % 6561 31 % 1,84
Aktin 12741 27 % 21802 23 % 1,71
(kontrola) 108 - 334 - -

Pfiklad 26 Algoritmus pro poéitalové zpracovani dat z vice matic

Vyhodny algoritmus hleda pozici viech mist na MAPS desti€ce a automaticky vypoéitava meto-
dou nejlepsiho vybéru nejpravdépodobné&jidi amplitudu signalu v kaZdém misté, které poskytuje
data. Vyhodné je tento algoritmus implementovan pro poéitad.

| — Vybere se &ast zobrazenych dat, okénko 40x40, obsahujici hodnotu intenzity pro jednotlivy
pixel (prvek v obrazku) zobrazené matice, ktery zahrnuje prvni jamku, ktera se ma zkoumat.

2 — Definuje se funkce, ktera vypocitava ofekavanou intenzitu na pozici kazdého pixelu, pti¢emz
se pouZiva 16 neznamych. Tyto neznamé jsou:

— amplitudy v kazdém ze 13 odliSnych bodi mikromatice (to je, jak jasné jsou skutetné
signaly na ka?dé pozici v DNA matici). ProtoZe ze 16 (=4x4) mist v kazdé jamce je 13
ruznych a ostatni predstavuji duplikaty nékterych cili.

—x —odchylka a y — odchylka, které definuji piesnou pozici matice 4x4 v konkrétni jamce.

—  intenzita pozadi obrazku matice v jamce.

Tato funkce vyhodnocuje pro pozici kazdého pixelu vzddlenost mezi pixelem a kazdym mistem,
a pfi¢ita k intenzité, pozorované na kazdém pixelu, uréitou hodnotu, zpisobenou povahou jednot-
livého mista, pfitemz tuto hodnotu vypolitdva nasobenim amplitudy v daném misté hodnotou,
ktera je funkei zavislosti odezvy impulzu na vzdalenosti pixelu od mista. Pro dand zobrazeni se
pouziva funkce odezvy impulzu, ktera je definovana souctem Gaussovych a Lorentzovych
smérodatnych (konstantnich) odchylek.

3 - zahaji se rychlé apravy hodnot pro danou jamku odhadem hodnot téchto parametri. Pfi tom
se vypogitava priméma intenzita obrazku pro kazdou ze 16 oblasti obrazku, ve které se ofekava
testovaci misto, Ubytek hodnoty pfi uréité poloze na kazdé koordinété a empiricky se tak ziskaji
konstanty pro Gpravu hodnoty v urdité vzdalenosti. Pak se matematickym prepottem pomoci
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téchto konstant upravi vysledky ze 16 mist s 13 riznymi amplitudami. Pro pozadi a odchylky se
pouZiji jakkoliv mala ¢isla.

4 - Optimalizuji se upravené hodnoty (pro 16 neznamych) Gpravou kfivky. Konkrétné byla pou-
zita metoda nelinedrni regrese pomoci nejmensich &tverci podle Marquardta, ptiemz se pro
uvedenych 16 neznamych ziskd 40x40=1600 rovnic (Pochopitelné ne viechny rovnice jsou
linearné nezavisle).

5 — PouZije se hodnota chyb x a y, vypodtenych pro danou jamku, k pfesnéj$imu odhadu, jak je
umistén rastr v dal3i jamce mikrodesti¢ky. Ta se oéekava ve vzdalenosti 9 milimetrt na koordina-
t& od sousedni jamky (vzdalenost ziskdna pfevedenim poétu pixela podle zvétSeni, které pouziva
dany zobrazovaci systém). Vzhledem k tomu, 7e vzdalenost mezi jamkami je viiéi velikosti des-
titky mala, pouZiti lokalnich odhadil pozice je nejpfesnéjsi.

6 - Pomoci zlep§eného odhadu pozice se definuje mensi ploska obrazku pro zpracovani signalii
z pixeli z dalsi jamky, a to 30x30. To vyrazné zrychli proces zpracovani hodnot.

Jdi na stupefi 2 a opakuj pro kazdou jamku.

Z predchoziho popisu muze odbornik v oboru snadno pochopit podstatné vlastnosti vynalezu,
a aniz by se odchylil od myslenky vynalezu a aniz by vyboéil z jeho rozsahu, miZe uskuteénit
ruzné obmény a modifikace vyndlezu, aby jej ptizpisobil riznému poutiti a riznym podminkam.
Bez dalsiho propracovani to mizZe odbornik, ktery ovidda obor, dle naseho minéni provést a jen
s pouzitim pfedchoziho popisu mize vyuzit vynalez v celém rozsahu. Popsana vyhodné provede-

ni byla min&na pouze ilustrativn&, a ne jako omezeni popisu v jakémkoliv sméru.

Cely popis viech aplikaci, patenti a publikaci, citovanych shora a veskera jejich vyobrazeni jsou
timto v&lenény do popisu formou odkazu.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpilsob detekce alespoii jednoho cile, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje:

a) uvadéni vzorku, ktery miZe obsahovat uvedeny(é) cil(e) do kontaktu s kombinaci, ktera pred
pridanim tohoto vzorku obsahuje

i)  povrch, obsahujici vice prostorové oddélenych oblasti, z nichZ alespori dvé jsou v podstaté
identické, pfitemz kazda oblast zahrnuje

ii) alespoi dvé riizna mista kotev, pfi¢emz kotvy v kazdém misté jsou kazda ve spojeni s

tii) bifunkénim linkerem, ktery ma prvni ¢ést, kterd je specificka pro kotvu, a druhou &ast, ktera
zahrnuje sondu, ktera je specificka pro uvedeny(é) cil(e),

za podminek, pfi kterych se uvedeny(é) cil(e) uéinn& vaze (vazou) na tuto kombinaci, a

kde dv& nebo vice kotev umisténych v alespori jednom misté oblasti jsou ve spojeni s riznymi
bifunk&nimi linkery, majicimi rozdilnou specifi¢nost pro cil.
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2. Zpiasob podle naroku I, vyznadujici se tim, Ze dile zahrnuje uvadéni do
kontaktu uvedené kombinace a jakychkoli vazanych cild s alespofi jednim detek&énim linkerem,
ktery obsahuje prvni &ast specifickou pro jeden vézany cil (jeden z vazanych cili) a druhou &ast
specifickou pro hlasici &inidlo.

3. Zpisob podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Ze dile zahmuje vazini uvedené
kombinace a jakychkoli vazanych cild s alespof jednou detekéni sondou.

4. Zplsob podle ndroku3, vyznadujici se tim, Ze

prvni detekéni sonda se vaZe na prvni cil, vazany na kombinaci v prvnim misté,

druhé detekéni sonda se vaze na druhy cil, vazany na kombinaci ve stejném misté, a

prvni detek&ni sonda a druhé detekeni sonda se detekuji soutasné nebo postupné.

5. Zpiisob podle naroku 1, vyzmnaéujici se tim, Ze uvedenym(i) cilem(y) je (jsou)
fragment(y) chranici detekovany cil pfed nukleazou, specificky(e) pro hledanou(€) nukleovou(é)
kyselinu(y).

6. Zpisob podle niroku 2, vyzna&ujici se tim, Ze uvedenym(i} cilem(y) je (jsou)
fragment(y) chranici detekovany cil pied nukledzou, specificky(¢) pro hledanou(é) nukleovou(g)
kyselinu(y).

7. Zpisob podle niroku 4, vyznadujici se tim, Ze uvedenym(i) cilem(y) je (jsou)
fragment(y) chranici detekovany cil pfed nukleazou, specificky(¢) pro hledanou(¢) nukleovou(é)
kyselinu(y).

8. Zpisob podie naroku 1, vyznadujici se tim, Ze kazda oblast obsahuje alesponi
osm ruznych kotev.

9. Zpisob podle niroku 2, vyznadujici se tim, Ze alespoil jeden detekéni linker se
zfedi blokovanym detekénim linkerem.

10. Zpisob podle naroku 6, vyznadujici se tim, Ze alespoii jeden detekEni linker se
ziedi blokovanym detekénim linkerem.

11. Zplsob podle narcku 7, vyznaéujici se tim, Ze alespoii jeden detekcni linker se
ziedi blokovanym detekénim linkerem.

12. Zpisob podle naroku 1, pro detekci alespoti jednoho cile na bazi nukleové kyseliny,
vyznalnjici se tim, Zezahrmuje:

a) uvadéni vzorku, ktery milze obsahovat uvedeny(¢) cil(e) do kontaktu s fragmentem(y) chré-
nicim(i) detekovany cil pted nukledzou, specifickym(¢) pro uvedeny(¢) cil(e) a ktery(€) se
vaze{ou) na tento (tyto) cil(e), vystavenim vzorku U¢inku nukledzy schopné digestovat zbyvajici
jednovlaknové nukleové kyseliny a potom se vysledny vzorek uvede do kontaktu s kombinaci,
ktera obsahuje

i)  povrch, obsahujici vice prostorové oddélenych oblasti, z nichz alespori dvé jsou v podstaté
identické, pfi¢emz kazda oblast zahrnuje

ii) alespofl dv& rlizna mista kotev, pfi¢emz kotvy v kazdém misté jsou kazda ve spojeni s
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iti) bifunkénim linkerem, ktery md prvni ast, ktera je specificka pro kotvu, a druhou &4st, ktera
zahmuje sondu, ktera je specificka pro jeden z fragmentii chranicich detekovany cil pred nuklea-
zou,

za podminek, pfi kterych se uvedeny(é) fragment(y) chrinici detekovany cil pted nukledzou
éinné vaZe (vaZou) na tuto kombinaci, a

kde dvé& nebo vice kotev umisténych v prvnim mist& oblasti jsou ve spojeni s riznymi bifunké-
nimi linkery, majicimi rozdilnou specifiénost pro cil, a

b} detekovani tohoto (téchto) vazaného(ych) fragmentu().
13. Zpisob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze dile zahrnuje hybridizaci vaza-

nych fragmenti se specifickymi detek&nimi linkery a/nebo detek&nimi sondami, pfitemZ se
vytvati signal odpovidajici kaZzdé z uvedenych nukleovych kyselin.

14. Zpusob podle naroku 13, vyzmaéujici se tim, Ze jeden cil je pfitomen ve vétsi
hojnosti nez druhy cil v uvedeném vzorku a fady uvedenych rozdilnych bifunkénich linkert
v prvinim a druhém misté jsou upraveny tak, Ze signaly odpovidajici prvnim a druhym ciliim jsou
souhlasné upraveny a/nebo souhlasné upraveni téchto signalli pouziva blokované detekéni linke-

ry.

15. Zpiisob podle ndroku 12, vyznaéujici se tim, Ze dile zahrnuje:

a) hybridizaci uvedené kombinace a jakékoli (jakychkoli) vazaného(ych) fragmentu(i) chrani-
ciho(ch) detekovany cil pfed nukleézou s alespoii jednim detekénim linkerem, ktery obsahuje
prvni &ast, kterd je specifickd pro jeden z vazanych fragment chrinicich detekovany cil pfed
nukleézou, a druhou &ast, ktera je specificka pro hlasici &inidlo,

b) uvedeni do kontaktu tohoto (téchto) detek&niho(ich) linkeru(d) s hlasicim &inidlem obsahuji-
cim signdlni entitu, a

c¢) detekovani uvedené signélni entity.
16. Zplsob podle ndroku 15, vyznadujici se tim, Ze

prvni detekéni linker se vaZze na prvni fragment chranici detekovany cil pted nukledzou, vazany
v prvnim mistg,

druhy detekéni linker se vaZe na druhy fragment chranici detekovany cil pfed nukleazou, vézany
ve stejném misté, a

prvni detekéni linker a druhy detekéni linker se detekuji sou¢asng nebo postupné.

17. Zpisob podle niroku 1, vyznaéujici se tim, Ze uvedené oblasti jsou ve formé
trubi¢ky a mista na kotvéach jsou uspofddana v linedrnim seskupeni v téchto trubickéch.

18. Zpisob podle ndroku 12, vyznadujici se tim, Ze uvedené oblasti jsou ve formé
trubi¢ky a mista na kotvach jsou uspo¥ddana v linearnim seskupeni v téchto trubi¢kéch.

19. Zplisob podle niroku 1, vyznadujici se tim, Ze alespoil jednim zcild je DNA
molekula a alespoii jednim z cilii je RNA molekula.
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20. Zpisob podie naroku 12, vyzmaéujici se tim, 3Ze alespoti jeden z fragmentd
chranicich detekovany cil pfed nukledzou je specificky pro DNA molekulu a alespoii jeden
z fragmentd chranicich detekovany cil pfed nukleazou je specificky pro RNA molekulu.

21. Zpisob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze cilovy(é) fragment(y) je (jsou)
amplifikovan(y) pomoci PCR pfedtim nez se vzorek(ky) uvede(ou) do kontaktu s kombinaci.

22. Zpisob podle naroku 21, vyznadujici se tim, Ze se cil(e) amplifikuje(i) pomoci
PCR za pouziti dvou PCR priméri, pfiemz jeden nebo oba z nich obsahuji chemickou modifi-
kaci, ktera dovoluje priméru pfichytit se na tuhém povrchu.

23. Zpisob podle naroku 1 nebo 12, vyznadujici se tim, Ze zahmuje uvedeni do
styku této kombinace a jakychkoli vazanych cil se znadenou detekéni sondou a detekovini této
zna¢né sondy, pfitemz tato znadena detekEni sonda obsahuje nekonvertovany fosfor.

24. Zpisob podle naroku 6 nebo 13, vyznacujici se tim, Ze obsahuje:

uvedeni do styku kombinace a jakychkoli vdzanych fragment( s alespoii dvéma detek&nimi linke-
ry, Z nichZ kazdy obsahuje ast specifickou pro jeden z uvedenych fragmenti a éast specifickou
pro bé&znou 3’ pfesahujici sekvenci na uvedenych fragmentech, kter neni specifickd pro uvedené

cile,

uvedeni do kontaktu t€chto detekénich linkerd s hldsicim Cinidlem, které je specifické pro uvede-
nou b&mou sekvenci a ktery obsahuje signalizaéni entitu, a

detekovéni uvedené signalizagni entity.

25. Zpusob podle naroku 12, vyznaéujici se tim, Ze uvedend kombinace obsahuje
25 a7 1536 oblasti.

26. Zpilsob podle niroku 1, vyznaéujici se tim, Ze ka?da oblast obsahuje alespot
osm riznych kotev. ;

27. Zpuisob podle naroku 12, vyznaéujici se tim, Ze kaida oblast obsahuje alespoii
osm riiznych kotev.

22 vykresi

- 56 -



Lt

..\..... AT L TS (S A M ST e TR g Lahat 1 ARl A RN L3t | AT

S BT,

S T
VY 7 7 Y

Wl L
Yy 7 7 Z Z.

{ “4da
T Uon0912(1 [ 10000y
el
A TEE by A 4 A oy A i) Eh & o s 1,3 (h
Gt ® Roddl W R . . n, . Ly R > .‘_”r 1y = b th Qs Q-

[ VR 98 TEL




CZ 301618 B6

-58-




CZ 301618 B6

o5

“ygdo

g5 "Yydo

-59.



1

11

6

OBR.

CZ 301618 B6

-60 -

7

OBR.




CZ 301618 B6

/{

o

7

LAL

—

ATBSSO09N

J

AJdury

8

S ddHO

-6] -




CZ 301618 Bé

SaSBOJONN

SSO0XG 18

SjotIoel,] U0jo9J0Id

-62-




CZ 301618 B6

[1e

CH 7# |

2o ol il on

T#

C#

0T ~¥dOo

poppV 1oUl]
e

IS ITRE[N |

eh IR L2

HERWN qoeq
Ul PoydenyVy
SIOYOUY

M

b

n

i A3

'

4, *

A

2

%

“

bt RIES
AT partul ik seamg iib(a- 5 r EIGHIING

-H3-




IT *“y¥40

(uiw) swit}

S 0¢ G1 0

INU 170

CZ 301618 B6

:

E

- 0051

M K aouaasalon|4
v

| 00¢Y

_64 -



1.1

0.0

L4
-

[Target]

CZ 301618 B6

Raw
Intensity
Scans

-65-

J)

*_'i:)\ ]
T e

-~ -

— )
— |
Q o ©
F I
! i
L L
@ s | o

12

OBR.




0001

CZ 301618 B6

DjOD NU 0E ——
PIoo AU € —e—
DjO3 INU O —o—

ET -y"oO

- 000G

00001

-66 -



CZ 301618 B6

(D o) 8Injeladwe }.

09 0§

¥1 ~ydo

0

0¢
ov

AlIsualu|
pPOZi|EUION
% 001

.67 -



Without
Nucleases

tomoles)

<

ple (fem

x

mRNA in Each Sam

0

0.42 0.13 0.042 0.013

1.3

4.2

13

42

CZ 301618 B6

25 x 10 molecules

e

15

OBR.

.68 -




CZ 301618 B6

A0

o &,

iy

o O

v [C., = 4.2 fmoles

*
-
®

e
T

-
o
LA

L]
»
L]
[}
-
L]
.
L]
[}
-
.
&
L]
]

0.01

0.1

1.0
mRNA per sample (femtomoles)

10

16

tensi

Average
Integrated

In

-69 -

100




CZ 301618 Bs

LT -ugo

parejAxoydsoyd-a(d

Alrenied
BIWINYD
payejAroydsoyd
WU ¢ INU 01
op13da J-081]Q JO UOHEIUIOUOD)
‘% n_-of\l/{((l)\
e \ﬁ \/\/\/>%\.\w
IE
arensqus opndad-oslO

=70 -




CZ 301618 B6

BT ~dHdHO

-71-



CZ 301618 Bs

-

k"
<
)

a1
) || &

)

AN
t
N o

3:
c". -
‘s.‘ PN

(

-,
-,

~ AT

LY L] :li i
- I

’ a

l‘. . A *

N .

]

LR

¢

i

[

5
508
.-:'-. .“@

)

f

3

[

=72 -

15

OBR.



CZ 301618 B6

qQz ~ddo

BQZ *¥do

¥
H

00| (0008] [@008)

cijjeied

bl €1

o8eyul]
pPousISSY

-73-




CZ 301618 B6

B

) Hussprvans gl
(-o#ub\h.mw

TZ ~y¥do

~ P me_ _ )} 453 ~

- ey peY . Y 130t
14 .,wxa.__qﬂ.u “L mm LA 1 t.ﬁﬂ.w .__ﬁ

Covy) X R9

-74.




CZ 301618 B6

vZ "ddo

(AD %6°CT)
[[9AA yoeH 01310318], Wd o€ SPIEPUEIS

spiepuels AL .
_mm. L Ty T J: ' paonpay]
NAO0E ~
H ..,u...
-5
NA0€E 1 8
o
a
s
: o
NAg B
a
o
B = |
0 .
mﬁoﬁmbcuodoo {00
pispuelS

=75 -



Restrikéni misto

\

CZ 301618 B6

OBR 23

Primér Dva

Primér Jedna

-76-

G

Sekvencs, specifické
pro detek&ni sondu




CZ 301618 Bé

Jeuds Aupez

1
M

tvrrryerrerirenntl
AWM _ I ]

b7 44O

BUa 1UDBZIBUBIS 3¢

M

KNI EERRARARANE
L } ]

(aouamies 1iihyesayd
UjoNUoY BUISPA) I _ 1
Wswbely 2u8iy0

L ] J
RARNRRY

T

205931p paozeapnu vujdunaN

1
—

KRR AR AR R RS
\.S))..(g)\r))))\(/ﬁ _

Bljjue Jupezieubls

wajpiu1 widisely s 89eZ|pgAH T

pueaxas oiinyesad ILHONUOY A
aid xoypads ‘eudnmyg /0 T\
[
NRANEE RN uNSIsQg
| |
Koyuy juijupyelep s 89eZIPUqAH ﬂ
woawibey
] | + oo
Aued@ispPO
esseBip w>cnw2x=z\_,
119 oud eyoywads
‘@aousAas
A
souaayes ilnyesajd jujonuoy  f \
[ [ ]+ uswbey
NERER NN IPIURIYD

29s231p vaozeaynu vuydn

-77-




CZ 301618 B6

Gg¢ ¥4d0

3 q 2 a v

oIsIN 0}SI1IN oSty o1sin O}sIN

4 ﬂ \ Aoy
F 247 7 3 | " N = 0’ L/ Y
| Asoxur]

G.H B < ” iy M‘. o L i 5 T3t L] % . Jra

aNo
874 gL 8t Ll gy Gl¥i € cl 'L 0L 6 g . 9 & ¥ €21

Konec dokumentu

-78 -




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

