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Nukleinsavak izotermikus amplifikiciéja szilard hordozon
Kivonat
5
A taldlmany targyat eljarasok képezik nukleinsav izotermalis amplifikalasara szilard
hordozo alkalmazasival. Ezek az eljarasok hasznosak nagy teljesitményt igénylé alkalmaza-
sokban, kulénésen nukleinsav-szekvenalasban.
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Nukleinsavak izotermikus amplifikicidja szilard hordozén

A taladlmany targya a nukleinsav amplifikacio teriiletére vonatkozik. Kézelebbrdl a ta-
lalmany targya eljaras nukleinsavak szilard felszin alkalmazasan alapul6 izotermalis amplifikala-
sara, €s olyan alkalmazasokban hasznos késziilék és reagenskészletek, amelyek nagy teljesit-
ményt igényelnek, kiilondsen a nukleinsav-szekvenalasra.

A nukleinsav-szekvencia-elemzés sok tevékenység sarokkovévé valt a bioldgiaban, bi-
otechnologiaban és gyogyaszatban. A nukleinsav-szekvencidk meghatarozasanak a képessége
egyre inkabb fontos, minthogy megkezdddott az ember és mas magasabb rendii szervezetek
nagy genomjainak meghatarozasa, és példaul az egyedi nukleotid polimorfizmusok (SNP) de-
tektalasa és a génexpresszid szkrinelésében és monitorozasa. A nukleinsav-szekvenalas altal
biztositott genetikai informacionak sok felhasznalasa van, példaul a drogfelfedezésben és
validalasban, betegségek diagnosztizalasaban, kockazatértékelésben €s organizmusok azonosi-
tdsaban és jellemzésében.

Egy organizmus, betegség vagy populaciok egyedei vonatkozasaban megbizhaté gene-
tikai informdcid iranti igény gyors névekedése miatt egyre inkabb fontos ennek kovetkeztében
javitani a szekvenalasi eljarasok teljesitményét. Az ilyen alkalmazasok alapvetd célkitlizése a
z6 — nukleinsavakban talalhat6 négy bazis — adenin (A), citozin (C), guanin (G) és timin (T)
vagy uracil (U) — szekvenciajanak a meghatarozasa. A nukleinsav-szekvenalo eljarasok tébb-
sége [osszefoglalas: Van H és mtsai., Science 289, 1890-1892 (2000)] lehetévé teszi a nuklein-
sav-szekvencia meghatarozasat, akar kozvetlenil (lancinditokkal iranyitott nukleotid-kiterjesz-
tés vagy hibridizacios modszerek alkalmazasaval), akar kozvetetten (elektroforetikus és/vagy
hasitasi elemzéssel). Azonban a nukleinsav-szekvencia-elemzésre iranyulé barmilyen alkalma-
zas tudomanyos és gazdasagi értéke nagyban fugg az eljaras aktualis teljesitményétol.

A megbizhaté eredmények eléréshez megfelelé mennyiségli és mindségii izolalt nukle-
insav eldallitasahoz sziikséges faradozasok képviselik az egyik f6 problémat, amit figyelembe
kell venni, amikor értékeljiikk egy szekvenalasi eljaras teljesitményét. A szekvenalandd nuklein-
savat tartalmazé eredeti minta gyakran nem biztosit elegend6 anyagot az ilyen vizsgalat elvég-
zéséhez, hacsak nem alkalmazunk viszonylag nagy mennyiségii kiindulasi anyagot és/vagy je-
lentékeny emberi beavatkozast. Ez kilondsen fontos az igazsagiigyi €s régészeti DNS-mintdk

esetében, vagy adott sejttipusokbodl eldallitott mRNS-mintak esetében, ahol tobb széz
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nanogramm izolalt DNS-szekvenciat igénylé szekvenalasi eljarast kell végrehajtani nano-
gramm, vagy kevesebb 6sszes genomialis DNS-bol.

Az ilyen problémak éthidalasara f6leg adoptalt megoldas a DNS-szekvencia amplifika-
lasa csak a jelentdséggel bird fragmens tobb masolatanak eldallitasaval. Altalaban a nukleinsa-
vak amplifikalasa 1épések sorozatanak az ismétlését igényli:

a) Biztositunk egy els6 nukleinsavat (templat), amely tartalmazza a jelentdséggel bird
szekvenciat;

b) Biztositunk egy masodik nukleinsavat (lancindit6), amely tartalmaz — legalabb a 3’
végén — egy olyan szekvenciat, amely komplementer az elsé nukleinsavban 1évd szekvencia-
val, és szomszédos vagy belsd helyzetii a jelentoséggel bird szekvencia 3 végéhez képest;

c¢) Olyan korilményeket biztositunk, amelyek lehetové teszik a templat és a lancindito

d) Olyan korilményeket biztositunk, amelyek lehetdvé teszik a hibridizaciot a
templatban és a lancinditoban talalhaté komplementer szekvenciak kozott;

e) Biztositunk egy nukleinsav-polimerazt, amely képes a templat komplementer szala-
nak a megszintetizalasara a hibridizalt lancindit6 3’ végétdl kezdddéen a Watson és Crick féle
bazisparosodasi szabalyok szerint (A-T vagy A-U és C-G);

f) Eléidézziik a keletkezett kétszalu nukleinsav szétvalasat (az egyik szal az eredeti
templathoz tartozik, a masik szal tartalmazza a lancinditot fuzionaltatva ahhoz a szekvencia-
ges volt), oly médon, hogy mindegyik szal templatta valhat egy masik hibridizaciéban és poli-
merizacioban.

Altalaban egy masodik lancinditot is adunk az amplifikacios reakciohoz, hogy megindit-
suk a polimerizaciot a jelentdséggel biré szekvenciaval szomszédos, vagy azon belsd helyzeti
jonnan szintetizalt szalhoz torténd hibridizacié révén. Ha két lancinditot alkalmazunk — min-
degyik specifikus egy komplementer szalra —, a ciklusok ilyen ismétlése lehetové teszi a
templat szekvencia mindkét szala tobb masolatanak a szintézisét a lancinditokhoz hibridizalo
szekvenciak kozotti részrol. Mas megoldasképpen, ha csak egy lancinditot biztositunk, az
egyik szal tobb masolata keletkezik.

A f8 szempont az eredeti és Gjonnan szintetizalt szalak dehibridizaciojat és azoknak a
szabad lancindito-molekuldkhoz torténd hibridizacidjat lehetévé tevd korillmények folyamatos
helyreallitisa, hogy ujrakezd6djon a polimerizacid, és gyorsan eldallitsuk a specifikus nuklein-

sav-szekvencia kivant mennyiségét. A lancinditd molekuldk altalaban jelentdsen magasabb
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koncentracioban vannak jelen, mint a templat molekulak, ily médon fenntarthatd az amplifika-
cios folyamat exponencialis kinetikaja.

A nukleinsavak egyszala és kétszal formaja kozotti atmenetet rendszerint azon rend-
szer hdmérsékletének az emelésével és csokkentésével érik el, amelyben az amplifikacios fo-
lyamatot végrehajtjak. Ebben a vonatkozasban az amplifikaciohoz sziikséges elemeket (templ-
at, lancinditok, nukleinsav-polimeraz, nukleotidok, sok) egy kiilsé eszkozzel létrehozott soro-
zatos melegitési és hiitési fazisoknak vetik ala.

Ilyen megkozelitési modot — amelyet altaliban termociklizalasnak neveznek — alkal-
maznak a jol ismert ’Polimeraz-lancreakcio’ modszerben [PCR; Taylor, G.R., ,Polymerase
chain reaction: basic principles and automation”, ,PCR: a Practical approach”, szerk.:
Mcpherson, M.J. és mtsai., kiad.: Oxford Univ. Press (1991)], amely soran az alabbi lépéseket
hajtjak végre pontos sorrendben €s elére meghatarozott idészakokban:

a) Denaturalas (90°C-95°°C, 30-60 masodpercen keresztil). A kiilsé eszkoz biztositja
a nukleinsav-molekulak megnovekedett mozgasahoz sziikséges energiat (h6é formajaban), olyan
szinten, ami elegend6 a kétszali konformaciot stabilizalé nem kovalens kolcsonhatasok meg-
sziintetéséhez. Ezt a 1épést el is hagyhatjuk az elso ciklusban, ha a templat és a lancinditok mar
eleve egyszali formaban vannak, de abszolut szikséges az 6sszes késoébbi ciklusban.

b) Hibridizaciéo (35°C 80°°C, 30-90 masodpercen keresztiil). A lancinditokban és a
templatban 1évé komplementer szekvenciak hibridizalhatnak, ha a hoémérsékletet lecsékkentjiik.
Ezt a hdmérsékletet — amelyet gondosan iigyelve szabalyozunk, hogy elkeniljiikk a csak kor-
latozottan homol6g molekulak hibridizacidjat — eseti alapon szamitjuk ki, mivel a lancindit6 és
templat komplementer régioiban talalhaté nukleinsav-szekvencia hosszanak és G/C-tartalma-
nak a fuggvénye.

¢) Lanchosszabbitas (60°C-85°°C, 60-180 masodpercen keresztiil). Ez az egyetlen 1é-
pés, amelyben ténylegesen 1j nukleinsav-molekulék keletkeznek. Az a hdmérséklet, amelyen a
lanchosszabbitast végezziik, a kivalasztott polimeraz fuggvénye, és — néhany kivételtdl elte-
kintve — nem egyezik meg a hibridizacios hdmérséklettel. Altalaban az tjonnan szintetizalt
szal meghosszabbitasat altalanosan alkalmazott polimerdzokkal végezziik egy vagy néhany
perc alatt, az amplifikaland6 nukleinsav hosszatol fliggden. Uj lancinditasi események nem jo-
hetnek létre mindaddig, amig az ilyen meghosszabbitott lancok nem szabadulnak fel — lega-

labb részlegesen — egyszali molekulaként a lanchosszabbitas eredményeképpen keletkezd

kétszali molekulabol.
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Rendszerint annak érdekében, hogy tovabbi elemzéshez elegendé mennyiségii nuklein-
savat allitsunk el6, ezeket a lépéseket 15-40 cikluson keresztiil kell ismételni, ami utan a PCR-
reakci6 altalaban telitést ér el a polimeraz kimeriilése miatt.

Habér sok mas kiilonboz6 technologiat, stratégiat és reakcidkoriilményeket kifejlesz-
tettek az alapséma alapjan, a PCR-nek komoly korlatai vannak egy sor specifikus eléfeltétel
megléte miatt:

a) melegit6 és hiito eszkoz;

b) polimeraz, amely nagyon gyors €s pontos marad még sok ciklus utén is a nukleinsav

c) az amplifikacios folyamat széttordelése szamos ciklussa, ily modon a polimerizacio
nem folyamatos, hanem szinkronizalt a termociklizalassal. A nukleinsav-polimerizacids reakci-
ot nem lehet folyamatos moédon végezni, mivel szabalyos id6kozénként meg kell szakitani,
hogy ujrateremtsiik azokat a koriilményeket, amelyek sziikségesek a szabad lancindité és
templat molekuldk kozotti hibridizacidhoz, ami lelassitja az egész folyamatot.

Kilonféle megoldasokat tartak fel a szakirodalomban a klasszikus PCR ilyen korlatai-
nak a lekizdésére, kiilonosen alternativ megkozelitési modok biztositasara, hogy lehetévé te-
gyék a szalak szétvalasat és a hibridizaciot izotermalis korilmények kézott, termociklizalas
nélkiil.

A szilleszoritasi amplifikacio (,,Strand Displacement Amplification”, SDA) egy
izotermalis nukleinsav-amplifikacios és detekcios eljaras, amely polimerazt alkalmaz olyan
endonukleazzal egytitt, amely csak a polimerizalt szalat vagja el, oly modon, hogy a polimeraz
leszoritja ezt a szalat, és egy 0 polimerizalt lancot hoz létre [EP 497272. szamu eurdpai szaba-
dalmi irat; Walker, G.T., PCR Methods Appl. 3, 1-6. old. (1993)]. Ezt a mddszert, amely az
egyszalu szal behasitasan, meghosszabbitasan és leszoritasan alapul, kiilonféleképpen adaptal-
tak [WO 96/23904. szamu nemzetkozi kozzétételi irat; Westin, L. és mtsai., Nat. Biotechnol.
18, 199-204. old. (2000)], de ennek a megkozelitést modnak korlatozott az alkalmazhatdsaga.
Egy endonukleazt kell alkalmaznunk a polimerézzal egytitt, és ezaltal a teljes folyamat végre-
hajtasara megengedett hdmérsékletek tartomanya korlatozott azokra, ahol mindkét enzim akti-
vitasa megmarad. Az endonukleazok esetében ez a tartomany (altalaban 25-50 °C) altalaban tal
alacsony ahhoz, hogy elkertiljik a nem specifikus hibridizaciét a templathoz, ami a reakcidk
egy jelentds részében nem produktiv, vagy nem kivanatos termékeket eredményez. Ezenfeliil a

lancinditokként és/vagy templatokként miikodé nukleinsavakat modositani is kell, mivel feltét-
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A "gorduld kor’ amplifikacio (,Rolling Circle Amplification”, RCA) olyan modszer,
amelyben DNS-polimeréazt alkalmaznak, amely cirkularizélt oligonukleotid-probakat hosszabbit
meg izotermalis korilmények kozott linearis vagy geometrikus kinetikaval, és a DNS-molekula
egymas utan kapcsolt maésolatait hozza létre leszoritasi események bonyolult mintazatanak
eredményeképpen [Walter, N.G. és Strunk, G., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 7937-7941.
old. (1994), WO 94/03624. szami nemzetkozi kozzétételi irat]. Ebben az esetben is — még ha
a technologiat kilonféle modokon adaptaltak is [WO 97/19193. szama nemzetkézi kozzétételi
irat; Isaksson, A. és Landegren, U., Curr. Opin. Biotechnol. 10, 11-15. old. (1999)] —, a méd-
szernek szamos korlatja van, mint példaul a cirkularizalt molekulak alkalmazasa és az, hogy az
amplifikalt molekuldk nem egyedi entitasok, hanem molekulak sorozatai, amelyek az eredeti
szekvencidk kilonboz6 szamu masolatat tartalmazzak, egymas utan egymashoz kapcsolva.

Mas modszereket is kifejlesztettek a probléma megoldasara, koztes DNS-RNS hibrid
alkalmazasaval izotermélis, tobbenzimes reakcioban, amely RNS-polimerazt, ribonukleazt és
reverz-transzkriptazt tartalmaz [WO 91/04340., WO 92/08800., WO 97/04126. szami nem-
zetkozi kozzétételi iratok; Gebinoga, M. és Oehlenschlager, F., Eur. J. Biochem. 235, 256-
261. old. (1996)]. Nyilvanvald, hogy szamos problémaval talalhatjuk magunkat szemben ezek-
nek az eljarasoknak az alkalmazasanal, amelyek az RNS gyors lebomlasaval és olyan koriilmé-
nyek megtalalasanak bonyolultsagaval kapcsolatosak, amelyek kozott az 6sszes komponens
egyszerre helyesen miikodik a reakcioban, fenntartva az amplifikacios folyamat specifitasat és
sebességét.

Még ha az amplifikacids technologidknak nagy szerepe is van a nagyon kis mennyiségi
nukleinsav-szekvencidk elemzésében, a nukleinsav-szekvenalasi eljarasok teljesitménye nem
csak azzal kapcsolatos, hogy az izolalt nukleinsavak a feldolgozashoz elegendé mennyiségben
legyenek elérhetok, és megbizhat6 informaciot kapjunk, hanem annak a lehetdségével is, hogy
lehetséges legyen tobb minta gyors és kis emberi beavatkozast igényl6 feldolgozasara. A gene-
tikai informacio tobbségét még mindig olyan technologiakkal allitjak els, amelyek faradsago-
sak, munkaigényesek, nehezen automatizalhatok, €s viszonylag nagy eszkozoket igényelnek,
mint példaul az elektroforézis. Ezenfeliil az ilyen eljarasok altalaban csak az egyes szekvenalan-
d6 nukleinsav-entitasok egyedi feldolgozasat teszik lehetévé. Tehat sok technologiat fejlesz-

tettek ki specifikus megoldasok biztositasara, hogy lehetévé tegyék szamos kiilonbozd nukle-

insav parhuzamos elemzését.
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Szokasos modszer a szakirodalomban a teljesitmény névelésére sok minta parhuzamos
feldolgozasa  szilard hordozd alkalmazasaval, amit gyakran | DNS-mikroracsnak”
(;microarray”) vagy ,DNS-chip”-nek neveznek, amelyre nukleinsavakat immobilizalnak, és
azutan elemeznek kulonboz6 megkozelitési moédok alkalmazésaval, akar jelzett egyedi
nukleotidok, akar jelzett nukleinsavak alkalmazasaval [Séuthem, E. és mtsai., Nat. Genet. 21,
5-9. old. (1999); Lockhart, D.J. és Winzeler, E.A., Nature 405, 827-836. old. (2000)]. Nagy
molekulak (példaul 500 nukleotidnal hosszabb molekulak), valamint kisebb molekulak, mint
példaul oligonukleotid-lancinditok hatékonyan kapcsolhatok szilard hordozéhoz kovalensen fi-
zikai vagy kémiai modszerekkel, akar nem specifikusan, akar specifikus kémiai csoportok al-
kalmazasaval az egyik végiikén [Adessi, C. és mtsai., Nucleic Acids Res. 28, E87. old. (2000);
Okamoto, T. és mtsai,, Nat. Biotechnol. 18, 438-441. old. (2000)]. A megfelel6 robotikus és
mikromechanikus rendszerek és mikroszkopikus médszerek kombinaciéja technikailag meg-
valdsithatdva teszik cm’-enként tébb millid nukleinsav rendezett elhelyezését és elemzését a
hordozén.

Hasonlé megkozelitési modok alkalmazasaval lanchosszabbitasi reakciot végezhetiink
akar a lancinditok, akir a templit molekuldk immobilizalasaval (WO 91/13075.,
WO 00/47767. szamu nemzetkozi kozzétételi iratok). Mas megoldasképpen lancinditokat kap-
csolhatunk a felszinre, és — egyiitt az oldatban talalhaté szabad lancinditokkal — lehet&veé
tessziikk az amplifikaciot és a PCR-termék kotodését a felszinre [Andreadis, JD. éa Chrisey,
L.A., Nucleic Acids Res. 28, e5. old. (2000)]. Lancinditokat immobilizalhatunk a maétrixra is,
és a templat molekulakat a folyadékfazisban tarthatjuk olyan hémérsékleti tartomanyban (58
°C — 74 °C), amely lehet6vé teszi véletlenszerti és szabalyozatlan modon az egyensily kiala-
kulasat az egyszali és kétszali formak kozott, valamint az egybazisos lanchosszabbitast
[Dubiley, S. és mtsai., Nucleic Acids Res. 27, e19. old. (1999)].

Ezeknek a technologiaknak a f6 hatranya az, hogy minden egyes alkalmazashoz elészor
egy DNS chipet kell tervezni és gyartani, amely tevékenység még mindig eléggé hosszi, bo-
nyolult és draga, és ezaltal csak akkor engedheté meg anyagilag, amikor nagyon nagy szamu
chipre van sziikség. Ezenfeliil a chipeket gyakran csak hibridizaciora és/vagy egybazisos lanc-
hosszabbitasra lehet alkalmazni, és nem lehet ujra felhasznalni, és minden egyes chip esetében
csak egy nukleinsav mintat lehet egyszerre feldolgozni [Cheung, V.G. és mtsai., Nat. Genet.

21, 15-19. old. (1999); Bowtell, D.D., Nat. Genet. 21,: 25-32. old. (1999)].



10

15

20

25

30

) aoe @

0see 0o . <
ut. M) . L

[ .

P 3 " oo

. .
.
.

oo

-7 -

Ujabban mas technologiakat fejlesztettek ki az amplifikacios és szekvenalasi teljesit-
ménnyel kapcsolatos problémak — legalabb részleges — megoldaséra, a két folyamat hatéko-
nyabb ¢sszekapcsolasaval.

A WO 96/04404. szamu nemzetkozi kozzétételi iratban (Mosaic Technologies Inc.) el-
jarasokat tarnak fel mintdban potencialisan megtalalhat6 cél-nukleinsav detektalasara. Az elja-
ras cél-nukleinsav PCR-alapu amplifikdciojanak indukalasat foglalja magaban, amennyiben a
cél-nukleinsav jelen van a tesztelt mintaban. Specifikus lancinditokat kapcsolnak szilard hordo-
z6hoz, lehet6vé téve, hogy az amplifikalt cél-nukleinsav szintén kapcsolddjon a szilard hordo-
z6hoz. A két szal-specifikus lancinditot — akarcsak a hagyomanyos PCR esetében — specifi-
kusan ugy tervezik, hogy hibridizaljanak az amplifikalandd célszekvenciat szegélyezd vagy
azon belil talalhat6 szekvencidkkal, és szokasos termociklizalo folyamatot iranyitsanak.

Az elsd 1épés ebben a PCR-alapi amplifikaciés folyamatban a cél-nukleinsav hibridiza-
cidja az elsd, hordozéhoz kapcesolt specifikus lancinditohoz (,,primer 17, 1. lancindit6). Azutan
egy elsd lanchosszabbitasi termék keletkezik az 1. lancindité szekvencidjanak a meghosszabbi-
tasaval, amely komplementer a cél-nukleinsavhoz. Amikor a hordozét a szalak dehibridizacio-
jahoz sziikséges magas homérsékletnek teszik ki, a cél-nukleinsav felszabadul, és azutan részt
vehet tovabbi hibridiz4cios reakciokban mas 1. lancindité molekulakkal, amelyek a hordozéhoz
lehetnek kapcsolva. Az elsé kotodott lanchosszabbitasi termék azutan hibridizalhat a masodik
specifikus lancinditoval (,,primer 27, 2. lancindit6), amely szintén a hordozéhoz van kapcsolva,
és egy masodik lanchosszabbitasi termék keletkezhet a 2. lancindité szekvenciajanak a meg-
hosszabbitasaval, amely komplementer az elsével, és amely szintén koétddik a hordozéhoz. Ily
modon a cél-nukleinsav és az els6 és masodik ldnchosszabbitasi termékek olyan templat-
molekulak, amelyek képesek részt venni tobb hibridizacids és lanchosszabbitasi folyamatban,
amit csak a cél-nukleinsav kezdeti jelenléte és a kezdetben jelen 1évé 1. lancindito és 2. lancin-
dité mennyisége korlatoz. A végeredmény a célszekvencia szamos masolata, a felszinhez kap-
csolva.

Az ebben a dokumentumban feltart amplifikacios modszert altalanosan hid-amplifika-
cionak (,,Bridge Amplification”) nevezik, mivel az els6 ciklus utan — amikor a templat az ol-
datban van — mind a templat, mind a lancinditd6 molekulak immobilizalva vannak a hordozo-
hoz az 5’ végiikon keresztiil, tehat egy tipikus hidszeri szerkezetet alkotnak ezzel, amikor hib-
ridizalnak.

Mivel ez az amplifikacios folyamat csak a cél-nukleinsav immobilizacidjat tesz lehetvé,

a hordozd monitorozasa lehetové teszi a felhasznalé altal a lancinditok tervezésekor eldre
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meghatarozott specifikus célszekvencia jelenlétének vagy hianyanak az altalanos kvalitativ ér-
tékelését. A hid-amplifikaciot tehat nagy teljesitményli szekvencia-elemzési eljarasként alkal-
mazhatjuk, ha els6é és masodik lancinditok kulonbozo készleteit rendezziik el a szilard hordozé
kulonbozd régidiban, és nem kivanjuk a célszekvencia bazisonkénti elemzését. Ezenfeliil ez a
technologia jelentdsen javithatja kiillonboz6 szekvenciak és/vagy mintak sorozatos elemzését,
ha csak az egyes kiillonbozd célszekvenciakra specifikus lancinditok ismertek, és hasonlo
amplifikacios koriilmények kozott amplifikalhatjak a célszekvenciat.

Mas technolégiak megprobaljak hatékonyabban kihasznalni a hid-amplifikacié mogott
allé mechanizmust. A WO 98/44151. szami nemzetkozi kozzétételi iratban (Glaxo) feltarjak,
hogy — az immobilizalt lancinditokkal komplementer kapcsoldszekvencidknak mindegyik
elemzendd nukleinsav-templat mindkét végéhez torténd hozzaadasaval — hogyan lehet minden
egyes, az oldatban lévé templat molekulat véletlenszerien elhelyezni és amplifikalni, fliggetle-
nil azok aktualis méretétdl. Ezen az iiton azonos amplifikacios PCR-termékeket immobilizal-
nak nagy sliriiségben a szilard hordozé egy meghatarozott tertiletére, amit ,,DNS-kolonianak™
neveznek, hasonldan a bakterialis kolonidkhoz, amelyeket egy csészén figyelnek meg. Minden
egyes DNS-kolonia egyedileg lathatova tehetd és elemezhetd, példaul jelzett referenciaszek-
venciaval torténd hibridizacioval vagy lancindito-hosszabbitasi megkozelitési mod alkalmaza-
saval. A WO 98/18957. szamu nemzetkozi kozzétételi iratban (Appl. Res. Syst.) feltarjak,
hogy hogyan lehet javitani a hid-amplifikacios technologia hatékonysigat a lancinditd és
templat molekulak egyidejii immobilizalasaval a szilard hordozora, miel6tt az amplifikacié a
valésagban megkezdodik.

A hid-amplifikacion alapulo technologiak jelentds hatranya az, hogy akarmilyen lancin-
dito-szekvencia-specifitast €s immobilizacios stratégiat is valasztunk, nincs kitanitas arra, hogy
hogyan hajtsuk végre a folyamatot izotermalis korilmények kozott (azaz a termociklizalas
szitkségessége nélkiil), és ezaltal még mindig ugyanolyan korlatai vannak, mint amelyek a
PCR-rel kapcsolatosak. Még ha lehetséges is kevesebb ciklust alkalmazni az elemz6 és vizuali-
zal6 rendszerek érzékenysége miatt, tovabbi komplikaciot jelent az, hogy a dehibridizacios
homérséklet befolyasolhatja a szilard hordoz6 egyOntetiiségét, valamint a felszinre kotddo
nukleinsavak stabilitasat. Azonban a szakirodalomban feltart egyik izotermalis amplifikacios
rendszer sem éri el — egyidejliileg — az amplifikalhato és elemezhet6 kiilonb6zod templat mo-
lekulak siiriségét és az 6nallosagot, ami a hid-amplifikaciot jellemzi.

Tehat elonyos lenne olyan eljarast tervezni, amelyben a lancindité hibridizacioja, a szal

meghosszabbitasa és a szalak szétvalasa folyamatosan torténik allandd hémérsékleten, a hid-
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amplifikacio elvét alkalmazva. Valdjaban a kritikusabb tényezo a szalak szétvalasanak az eléré-
se, mivel csak a homérsékletet vagy komplex és specifikus modszerek alkalmazasat tartak fel a
szakirodalomban ennek a problémanak a megoldasara. A WO 97/47767. szdmi nemzetkozi
kozzétételi iratban (Sarnoff Corp.) kémiai vagy elektrosztatikus denaturacios eljarasokat java-
soltak az amplifikacios folyamatban. Azonban az ilyen eljarasokhoz nagyon specialis eszkdzok-
re van szitkség, mint példaul elektromos mezé létrehozd eszkozre, vagy vegyszerekre, mint
példaul NaOH, amelyek alig kompatibilisek a szokasos amplifikacios eljarasokkal, és tovabbi
specifikus lépéseket tesznek sziikségessé (azaz lancinditok modositasat, a vegyszerek elmosa-
sat a lanchosszabbitas jrakezdése elott).

A hid-amplifikacionak tovabbi eldnyei is lennének, ha lehetséges volna egyszertien a
szalak szétvalasanak a kivaltasasa izotermalis koriilmények kozott, feltéve, hogy a szalak szét-
valasa csak a lanchosszabbitas befejez6dése utan lenne lehetséges, vagy — ha az nem fejez6-
doétt be — nem zavarna a nukleinsav-polimerazt a lanchosszabbitas befejezésében.

Felismertiik, hogy a szalainak az 5’ végén ugyanahhoz a szilard hordozéhoz immobili-
zalt kétszali nukleinsav szalainak a szétvalasat konnyen elérhetjikk izotermalis kériilmények
kozott, ha a nukleinsav hossza korlatozza a meghajlas lehetdségét. Sikeresen kihasznaltuk ezt a
biofizikai tulajdonsagot izotermalis DNS-koloniak létrehozasara a hid-amplifikacio alkalmaza-
saval.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik a leirashoz tartozo6 abrakat:

Az 1. abran a szilard hordozon torténd izotermalis amplifikacié mechanizmusanak se-
matikus abrazolasat mutatjuk be. A betiik €s szamok a taldlmany leirasaban meghatarozott mii-
kodések és komponenseket jelolik.

A 2. 4bran a templat T1 plazmid-inzert szekvenciajat mutatjuk be. A kiilénboz6 lancin-
ditokhoz hibridizalo és a példakban tesztelt specifikus templatokat amplifikalé szekvenciakat
alahuztuk. A lancindito nevét és a lanchosszabbitas iranyat a felsé sorban jeloljiik.

A 3. abran a szilard hordozon izotermalisan amplifikalt, fluoreszcensen festett nuklein-
savak digitalis invertalt képeit mutatjuk be, amelyeket CCD kameraval felszerelt epifluoresz-
cens mikroszképpal vettiink fel. A képek méretaranyat a kép bal fels6 sarkaban jelezzik.

A 4. abran PicoGreen™ festékkel festett mérohelyek aljan megfigyelt DNS-kolonidk
striségének log-log gorbéjét mutatjuk be az izotermalis amplifikalas utan, amikor kilonb6z6

koncentracidju templatot immobilizaltunk. Mindegyik pont 3 megfigyelés atlaga. A vonal me-

redeksége 1.
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hosszisagh templatokat amplifikaltunk izotermalisan. Ugyanazt az onkényes egységet alkal-
mazzuk az ¢sszes gorbe esetében.

A 6. abran az osszes fluoreszcencia Gsszehasonlitasat mutatjuk be, amikor a T386
templatot a mérShelyekre immobilizaljuk, vagy oldatban van, vagy a T386 templat hianyzik az
amplifikaciés folyamatbol.

A 7. abran PCR-rel vagy folyadékfazisu izotermalis amplifikacioval elballitott amplifi-
kacios termékekkel megfuttatott 2%-os agarozgél digitalizalt képét mutatjuk be, amelyet 30
percen keresztil futtattunk 10 V/cm-rel. 1., 5., 9., 13. sav: 2,5 pl molekulatdmeg marker
(Superladder low, 100 bazisparos létra, Gensura), a megfeleld bazisszamokat a baloldalon
tiintetjitk fel. 2., 3. és 4. sav: 6 pl amplifikalt és tisztitott T9O templat PCR termociklizalas utan
(2. sav), vagy izotermalis koriilmények utan 72 °C-on (3. sav) és 78°C-on (4. sav). 6., 7. és 8.
sav: 2,5 pl amplifikalt €s tisztitott T386 templat PCR termociklizalas utan (6. sav), vagy
izotermalis korulmények utan 72 °C-on (7. sav) és 78°C-on (8. sav). 10., 11. és 12. sav: 2,5 pul
amplifikalt és tisztitott negativ kontroll (csak lancinditok) PCR termociklizalas utan (10. sav),
vagy izotermalis korilmények utan 72 °C-on (11. sav) és 78°C-on (12. sav). A gélt
SybrGreen™ festékkel (Molecular Probes, Eugene OR) festettiik meg.

A 8. abran 2 szamlalasi kisérlet atlagat mutatjuk be, amely a beépiilt *’P-dCTP mennyi-
ségét mutatja kilonb6zd enzimek alkalmazasaval végzett izotermalis amplifikacié alkalmazasa-
val: Dynazyme (Dyn.), Pfu-polimeraz (Pfu), Taq-polimeraz (Taq), VENT™ (Vent).

A 9. abran kilonbozé hémérsékletek (A) vagy DMSO szazalékok (B) alkalmazasaval

......

be kilonbozd hosszisagu templatok alkalmazasa mellett. Mindegyik gorbét normalizaltuk a a
legmagasabb értékhez viszonyitva.

A 10. abran agarozgél digitalizalt képét mutatjuk be, amelyet 30 percen keresztiil fut-
tattunk 10V/cm elektromos mezdben, és amelyre kiilonb6zd kiindulasi anyagok alkalmazasaval
kapott PCR-termékeket vittiink fel. Az 1. és 8. sav 100 bp DNS-létra (Superladder low,
Gensura), a megfelel6 bazisszamokat a baloldalon tuntetjiikk fel. A PCR kiindulasi anyaga 0,1
ng T386 volt (2. sav), nem volt kiindulasi anyag (3. sav), olyan méréhelyek egy alikvotja, ahol
T386 immobilizalva volt (4. €s 6. sav), vagy sem (5. és 7. sav), és az amplifikacio izotermalis
volt (4. és 5. sav), vagy sem (6. és 7. sav). A gélt SybrGreen™ festékkel (Molecular Probes,
Eugene OR) festettilk meg. A gyengén fest6dd csikok a gél aljan a PCR amplifikacioban al-

kalmazott lancinditok.
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Egy makromolekula flexibilitasat hagyomanyosan az allandé hosszal mérik, azaz azzal a
minimalis hosszisiggal, amellyel a makromolekulanak rendelkeznie kell, hogy meghajlithato
legyen anélkiil, hogy szignifikansan médosulna a lokalis szerkezete. A nukleinsav-polimerazok-
kal kompatibilis sokoncentraciok mellett az ilyen hosszisag megkozelitdleg 5 nanométer (vagy
15 bazis) egyszali DNS esetében, és megkozelitéleg 50 nanométer (vagy 150 bazispar) két-
szalu DNS esetében [Tinland, B. és mtsai., Macromolecules 30, 5763-5765. old. (1997);
Williams, L.D. és Maher, L.J., Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 29, 497-521. old. (2000)].
Mas szoval, a kétszali DNS — a szerkezetét stabilizalé nagy szami nem kovalens kélcsénha-
tas miatt — sokkal merevebb, mint az egyszali DNS. Hasonlo megfigyeléseket tettek az RNS
esetében is, habar az 4lland6 hossz becsiilt értéke a kétszaliit RNS esetében kiilonbozik a szak-
irodalomban 35 és 72 nanométer kozott [Zacharias, M., Biopolymers 54, 547-560. old. (2000);
Kebbekus, P. és mtsai., Biochemistry 4, 4354-4357. old. (1995)]. Tehat amikor a kiilsé koriil-
mények gorbuiletet kényszeritenek ra, egy kétszali molekula sokkal magasabb mechanikai
stresszt visel el, mint egy egyszali molekula.

Sok biofizikai vizsgalat megprobalta mennyiségileg meghatarozni és megjosolni a két-
szald DNS-ben jelen 1évé nem kovalens kélcsonhatasokra haté mechanikai stresszbdl eredd
energia destabilizal6 hatasat, amely az 6sszefiiggd 5°/3° végz6dések transzkripcidjanak, felte-
keredésének vagy mechanikai szétvilasanak a kovetkezménye lehet [6sszefoglalva: Strick,
T.R. és mtsai., Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 29, 523-543. old. (2000)]. Az ilyen egy-
szali/kétszali nukleinsav-atmenetekrol kimutattik azt is, hogy természetes jelenség és nem
szabalyozott, amikor a kétszali molekula a denaturalé homérséklethez kozeli hémérsekletre
kertil [Dubiley, S. és mtsai., Nucleic Acids Res. 27, €19. old. (1999)]. Azonban sohasem mu-
tattak ki, hogy az ilyen jelenség indukalhat6 és kihasznalhatd, amikor kétszali DNS molekulik
mindkét 5> vége (részlegesen vagy teljesen) egyidejiileg immobilizalva van szilard hordozéra.
Ezenfelil egyik sem — és a hid-amplifikacioval kapcsolatos technoldgiakat leird egyik doku-
mentum sem — javasolta azt, hogy az ilyen energiat akarattal indukalhatunk, hogy elkeriiljiik a
termociklizalast, amikor hid-amplifikaciot végziink.

Az 1. abran osszefoglaljuk a taldlmany alapjat képezé molekularis mechanizmusokat.

Amikor a szilard hordozéhoz (c) immobilizalt egyszali lancinditokhoz (a’ és a’) és
templatokhoz (b) tartozd komplementer szekvenciak elég kozel vannak egymashoz ahhoz,
hogy hibridizaljanak (1), mindegyik lancindito/templat hibridizacios termék tobbé-kevésbé erd-

sen meggorbiilt, az immobilizalt S” végek tavolsagatol fliggden (1A. abra).
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Az amplifikacios oldat (d) jelenlétében egy nukleinsav-polimeraz molekula () meg-
kezdheti egy 0j szal szintetizalasat a hibridizalt lancindito 3’ végétsl, amely az immobilizalt
templat masolata (2). A kétszalia régio kovetkezésképpen meghosszabbodik a kezdeti hibridi-
zaci0s régiotol, és a komplex folyamatosan novekvé mennyiségii meggorbiilt kétszali nuklein-
savat tartalmaz (1.B abra).

A lanchosszabbitas soran a polimeraztol tavol esd kétszali szegmens spontan denatu-
ralodhat, a keétszalo konformacid merevsége és a két rogzitett helyzetii 5° vég Altal
rakényszeritett gorbulet kozotti ellentét altal indukalt mechanikai stressz hatasa (3). A kétszali
nukleinsavat stabilizald6 nem kovalens kolcsonhatasok egyenletes mechanikai stresszt hozhat-
nak létre, ha a templat nem elég hosszu ahhoz, hogy elviselje ezt a merevebb szerkezetet a
gorbult konfiguracioban. A molekula kétszali része egyre kevésbé képes elviselni a
rakényszeritett gorbiiletet a molekulaban jelen 1év6 novekvd szamu kolcsonhatassal, és a mec-
hanikai stressz csak a templat kétszali konfiguracioban 1évé részletének csokkentésével sziin-
tetheté meg. Ebben a pillanatban az a részlet, amely gyengébben kapcsolodik dssze, és ezaltal
konnyebben abszorbealja az ilyen stresszt, a templat molekula 3° vége, tavolabb az elérehaladd
nukleinsav-polimeraztol, és egyszaluva valhat. A gorbiilet altal indukalt stressz ennek kovet-
keztében csokken, és a polimeraz tovabbhaladhat addig, amig a stressz ismét tal erds ahhoz,
hogy abszorbealoddjon. Mig ez a folyamat folyamatos, a kétszali nukleinsav-molekulak folya-
matosan ,kinyilnak”, ezaltal a 3’ véget hozzaférhet6vé teszi egy masik lancinditoval torténd
hibridizaciora (4) és egy masodik DNS-polimerdz-molekula megkezdheti a templat masodik
masolatanak elkészitését (5). Ez a folyamat bazisonként is végbemehet. Az 1-2 bazisonkénti
szalfelnyilas altal aktivalt mechanikai stressz a templat 3’ végénél egyiitt jarhat 1-2 bazis be-
épitésével a polimeraz Utjan az ujonnan szintetizalt szal 3’ végén (1C. abra).

Ha egyszer a templat els6 masolata elkészilt, vagy el fog késziilni, a masodik szalat
szintetizald6 DNS-polimeraz képes mechanikai stresszt kivaltani a kozos szalon, amely folya-
matosan elvalik és leszoritodik a szintetizalt szalrol (6; 1D. abra).

A reakcio6 azutan befejezésig folytatodhat, azaz a templat mindkét szila immobilizalt és
valoszinlileg meginditja a korabban leirt amplifikaciot. Ha egyszer a templat masodik szala is
elkésziil, vagy el fog késziilni, a templat egyszali 5’ vége felszabadulhat (7), és hibridizalhat
egy masik, kozelében 1évé immobilizalt lancinditoval (8), mig egy masik nukleinsav-polimeraz
molekula ujrakezdheti a szintézist (9). Ugyanakkor az elsé egyszalu masolat egy masik lancin-
ditoval hibridizalhat (10) és 0j masolast indithat meg (11). Ez a folyamat — amit az 1E. abran

mutatunk be — lehetévé teszi azt, hogy az jonnan szintetizalt masolatok folyamatosan egy-
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szal nukleinsavva alakuljanak at a mechanikai szétvalas és leszoritas révén, ami reprodukal-
hat6 barmelyik, immobilizalt lancinditohoz hibridizaldé immobilizalt templat molekula altal,
barmilyen kiils6leg létrehozott ciklizald aktivitas nélkiil.

A talalmanyban megmutatjuk, hogy a nukleinsav flexibilitasa — ami jelendsen eltér az
egyszali és kétszali forma esetében — lehetdvé teszi, hogy a templatok részlegesen felszaba-
duljanak egyszali molekulaként, mig a polimerizicié tovabb folyik. Meglepd modon azt is
megmutatjuk, hogy ez az esemény nem befolyasolja a polimeraz aktivitasat, hanem alkalmaz-
hato a templat molekula izotermalis amplifikaldsanak iranyitdsara Gjonnan szintetizalt moleku-
lakka, amelyek mindegyike immobilizalva van szilard hordozé kiilonb6zd elkiiloniilt teriiletére.

A hid-amplifikacios eljaras taldlmany szerinti javitasa lehetévé teszi kevert egysza-
li/kétszalu konfiguraciokkal rendelkezé komplementer szekvencidk exponencialis eldallitasat
szilard hordozé elkiiloniilt teriiletein, mint ahogyan a WO 98/44151. és WO 00/18957. szamu
nemzetkozi kozzétételi iratok feltarjak, de izotermalisan és folyamatos modon. Amikor az azo-
nos amplifikalt molekulak mennyiségét elegenddnek tekintjiik, az azokban a szabadalmi beje-
lentésekben leirt szekvenalasi és mas analitikai eljarasokat azonosan alkalmazhatunk az
izotermalisan létrehozott DNS-koloniakon, vagy magan a szilard hordozén, vagy a DNS-
koloniakbol az oldatba a szakteriileten korabban leirt eljarasokkal felszabaditott molekulakon.

Az amplifikaciés folyamat taldlmany szerinti folyamatossaga — Osszekapcsolva az
izotermalis korilményekkel — nyilvanvalo elényoket biztosit a szakirodalomhoz képest id6- és
energiatakarékossag vonatkozasaban, annak érdekében, hogy nukleinsav-molekulakat nagytel-
jesitményii szekvenalasi eljarasokat lehetové tévo alakban és mennyiségben allitsunk eld. Arra
is r4 kell mutatnunk, hogy a talalmany szerint a szilard hordozo alkalmazasa nem csak egy esz-
koz, amely lehet6vé teszi az amplifikalt molekulak parhuzamos utdlagos elemzést (ami jol is-
mert a szakterileten), hanem lényeges komponense az izotermalis koriilmények kozotti, folya-
matosan nukleinsav-amplifikacio végrehajtasanak.

Habar a kétszald DNS alland6 hossza 150 bazispar, a talalmany szerinti eljarasok mii-
kodoképesnek bizonyultak DNS- vagy RNS-templatok széles hossztartomanyaban, tobb sziz
nukleotid hosszusagig. Azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy ez a tartomany tovabb szélesit-
hetd akar 1000 nukleotidot tartalmazo templatokra is, a talalmanyban feltart példakban 68-605
nukleotid hosszisagi DNS-molekulak esetében alkalmazott empirikus eljarasok alkalmazéasa-
val azonositott korilmények alkalmazasaval.

A talalmany f6 célja eljaras biztositasa legalabb egy, akar 1000 nukleotid hosszisagu

nukleinsav-szegmens izotermalis amplifikalasara, amely az alabbi 1épéseket tartalmazza:
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a) legalabb egy nukleinsav-templatot alakitunk ki, amely tartalmazza az amplifikalandé
nukleinsav(ak)at, amelyek az 5’ végen egy Y jelii oligonukleotid-szekvenciat és a 3° végen egy
Z jeli oligonukleotid-szekvenciat tartalmaz(nak), és ezenfelil a nukleinsav(ak) az 5> végén
szilard hordozora torténd immobilizalasra alkalmas eszk6zt hordoz(nak);

b) kialakitunk egy vagy tobb X jell lancindito-koloniat, amelyek képesek hibridizalni a
Z jelii oligonukleotid-szekvenciaval vagy az Y jelii oligonukleotid-szekvenciaval, és az 5’ vé-
giikon szilard hordozora torténd immobilizalasra alkalmas eszkozt hordoz(nak);

¢) a nukleinsav-templato(ka)t és a koldnia-lancinditokat sszekeverjiikk olyan oldattal,
amely lehetévé teszi az immobilizalasukat az 5’ végiikon keresztil szilard hordozoéra szilard
hordozé jelenlétében, oly médon, hogy mind a nukleinsav-templat(ok), mind a kolonia-
lancinditdk 5° vége kotddjon a szilard hordozoéra,

d) amplifikacios oldatot adunk a szilard hordozéhoz, amely legalabb egy nukleinsav-
polimerazt és nukleotid-prekurzorokat tartalmaz, az immobilizalt nukleinsav-templat(ok) szek-
vencidjaval azonos vagy komplementer nukleinsavak izotermalis létrehozasara és immobilizala-
sara.

A taladlmany szerinti eljarast sikeresen elvégeztik 68-605 bazist tartalmazé egyszala
DNS-molekulak izotermalis amplifikalasara szilard hordozon.

A c) 1épésben immobilizalt nukleinsav mennyisége hatarozza meg a talalmany szerinti
modszerrel 1étrehozhato, feluletegységre esé DNS-koloniak atlagos szamat. Az immobilizalan-
d6é DNS-molekulak koncentracidinak az elényds tartomanyat a példakban 1 nM és 0,01 nM
kozottinek hataroztuk meg a templat molekulak esetében, és 50 és 1000 nM kozottinek hata-
roztuk meg a kolonia-lancinditok esetében. A nukleinsavak ilyen koncentracidja 1000-
100000/mm” sfirtiségii DNS-koloniak létrehozasat teszi lehetévé.

A talalmany szerinti amplifikacios folyamatban alkalmazott allandd hdmérséklet az a
hémérséklet, amelyen a kivalasztott nukleinsav-polimeraz optimalis aktivitast mutat. A példak-
ban bemutatjuk, hogy a szaktertileten ismert nukleinsav-amplifikacios rendszerekben rendsze-
resen alkalmazott nukleinsav-polimerazok alkalmazhatok a talalmany szerinti eljarasban is,
70°C és 85°C kozotti, elénydsebben 77°C és 81 °C kozotti hdmérsékleteken. Ez a tartomany
hasznalhato6 a hibridizalashoz is, mivel a nemspecifikus lancindito-templat hibridizacios esemé-
nyek altalaban csokkent mértékiiek ezeken a hdmérsékleteken.

Az izotermalis” kifejezés a leiras szerinti értelemben megegyezik a , 1ényegében azonos

hémérséklet” kifejezéssel, ami azt jelenti, hogy az eljaras végrehajtasara egy specifikus nuklein-
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sav-polimerazzal eredetileg kivalasztott homérséklettdl valo eltérés egy kereskedelmi forga-
lomban kaphat6 termosztat deviacios tartomanyaba esik.

A ,szilard hordozo” kifejezés alatt a leiras szerinti értelemben barmilyen olyan szilard
feliletet értiink, amelyhez nukleinsavak kapcsolhatok, mint példaul latex gyongyok, dextran
gyongyok, polisztirol felszinek, polipropilén felszinek, poliakrilamid gél, arany felszinek, iiveg
felszinek é€s szilikon lemezek. El6nydsen a szilard hordozoé iiveg vagy polisztirol felszin.

A ,,nukleinsav-templat” kifejezés alatt a leiras szerinti értelemben olyan entitast értiink,
amely amplifikdlandé nukleinsavat (DNS-t vagy RNS-t) tartalmaz, és a reakcidban egyszaly,
kétszalu vagy kevert egyszalu-kétszali nukleinsavként van jelen. A nukleinsav-templatokat fel-
épitd nukleotidok lehetnek természetben el6fordulé vagy természetben nem eléforduld
nukleotidok.

A ,kolonia-lancindit6” kifejezés alatt a leiras szerinti értelemben olyan entitast értiink,
amely oligonukleotid-lancinditdt tartalmaz, amely immobilizalhaté szilard hordozora az 5° vé-
génél fogva, és képes hibridizalni egy komplementer szekvencidhoz a 3’ végénél, specifikus
polimeraz-reakciot inditva be.

A ,.degeneralt lancindito-szekvenciak”™ kifejezés alatt a leiras szerinti értelemben rovid
oligonukleotid-szekvenciat értiink, amely képes hibridizalni barmilyen nukleinsav-fragmenshez,

“, e,

figgetleniil a nukleinsav-fragmens szekvenciajatol.

A ,nukleinsav szilard hordozora t6rténd immobilizalasara alkalmas eszkoz” kifejezés
alatt a leiras szerinti értelemben barmilyen kémiai vagy nem-kémiai kapcsolasi eljarast értiink,
beleértve kémiai uton modosithaté funkcids csoportokat is. A ,kapcsolas” kifejezés alatt a
nukleinsav szilard hordozoéra torténd immobilizalasat értjik kovalens kapcsolassal vagy nem-
kovalens kapcsolassal. A |, kémiai uton mddosithatdé funkcios csoport” kifejezés alatt a leiras
szerinti értelemben olyan csoportot értiink, mint példaul foszfat-csoport, karboxil- vagy alde-
hid-csoport, tiol, vagy amino-csoport.

A ,nukleinsav-kolonia” kifejezés alatt a leirds szerinti értelemben olyan elkiiloniilt teri-
letet értiink, amely két komplementer nukleinsav-szal tobb masolatat tartalmazza.

A ,derivatizalt felszin” kifejezés alatt a leiras szerinti értelemben olyan felszint értiink,
amely moédositva lett kémiailag reaktiv csoportokkal, mint példaul amino-, tiol- vagy akrilat-
csoportokkal.

A ,funkcionalizalt felszin” kifejezés alatt a leiras szerinti értelemben olyan derivatizalt

felszint értink, amely moédositva lett specifikus funkcios csoportokkal, mint példaul maleil-

vagy szukcinil-csoportokkal.
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A talalmény szerinti eljarasokkal amplifikdlhaté nukleinsavak kozé tartozik DNS, pél-
daul genomiilis DNS, komplementer DNS, rekombinans DNS, vagy DNS barmilyen mas
szintetikus vagy moédositott formaja. A hosszuk valtozhat az egyidejileg az ugyanazon szilard
hordozora immobilizalt templat molekulak kozott, és lehetnek ismert vagy ismeretlen szekven-
cidji nagyobb nukleinsav-molekuldk fragmensei vagy kisebb részletei. Az amplifikalandé nuk-
leinsavak szarmazhatnak barmilyen forrasbol (példaul lehetnek korlatozott restrikciés enzimes
emesztéssel el6allitott genomialis DNS-fragmensek). Azonban szokasos génsebészeti modsze-
rek alkalmazasaval torténé tovabbi feldolgozasukra lehet sziikség, miel6tt alkalmazzuk azokat
a taldlmany szerinti eljarasokban, amint azt a WO 00/18957. szamii nemzetkézi kozzétételi
iratban 6sszefoglaljak, killonosen az Y és Z jelti szekvencidk hozzaadasa vonatkozasaban,
amelyek sziikségesek a kolonia-lancinditokkal valé hibridizaciohoz. Az mRNS esetében az
izolalt mRNS-t 4talakithatjuk cDNS-sé reverz-transzkriptaz alkalmazasaval, és azt kovetden
kétszalo DNS-s¢, miel6tt adaptaljuk a talalmany szerinti eljarasokhoz.

Mas megoldasképpen amikor a templat természetes, szintetikus vagy modositott RNS-
molekula, azt kozvetlentil amplifikalhatjuk a talalmany szerinti eljaras \itjan, a szakteriileten is-
mert specifikus enzim alkalmazdsaval, amely kétszali RNS-t képes létrehozni egyszalti RNS-
bol.

A talalmany szerinti nukleinsav-templatok nemcsak amplifikalandé nukleinsavat tartal-
maznak, hanem az Y és Z jelii oligonukleotid-szekvenciakat is, amelyeknek ismert a szekvenci-
aja, és kiilonboz8 hosszisaguak lehetnek. A talalmany szerinti eljarasokban alkalmazhato Y és
Z jelii oligonukleotid-szekvenciak elonyosen legalabb 6t nukleotid hosszusagiiak, elényosen
és 100 kozotti nukleotid hosszusaguak, és elénydsebben megkozelitéleg 20 nukleotid hosszi-
saguak.

A talalmany szerinti Y és Z jeli oligonukleotid-szekvenciakat a szakteriileten szokasos
és hagyomanyos modszerekkel llithatjuk el6, vagy kereskedelmi forrasokbol szerezhetjitk be
azokat. Ha tobb amplifikalandé nukleinsav-szekvencia van, akkor az Y és Z jelit
oligonukleotidok kapcsolasat ugyanabban vagy kiilonbozé reakcioban hajthatjuk végre.

A nukleinsav-templat 5’ és 3” végein talalhato Y és Z jelii oligonukleotid-szekvenciak-
nak nem kell a templat legvégén lenniiik. Habar az Y és Z jelii oligonukleotid-szekvenciak el-
nyosen példaul a nukleinsav-templatok 5’ és 3> végének (terminusok) kozelében talalhatok
(példaul 0-100 nukleotid tavolsagon beliil az 5’ és 3’ végtdl), azok lehetnek tavolabb is (példa-

ul tobb mint 100 nukleotid tavolsagra) a nukleinsav-templat 5> vagy 3’ terminusatol, feltéve,
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hogy az Y és Z szekvencigja olyan amplifikalandd nukleinsav-szekvenciat szegélyez, amely
nem hosszabb, mint 1000 bazis.

Ha egyszer a nukleinsav-templatot eléallitottuk, az amplifikalhat6, miel6tt alkalmazzuk
a talalmany szerinti eljarasokban. Az ilyen amplifikaciot a szakteriileten jol ismert és doku-
mentalt eljarasokkal hajthatjuk végre, példaul a templat nukleinsav expresszios vektorba torté-
nd inzertalasaval és megfelel6 biologiai gazdaban torténd amplifikacidjaval, vagy PCR-rel tor-
tén6 amplifikacioval. Azonban ez az amplifikacios 1épés nem esszencialis, mivel a talalméany
szerinti eljaras lehetdvé teszi nukleinsav-templat tébb masolatanak az eldallitasat a nukleinsav-
templat egy masolatabdl létrehozott nukleinsav-koloniaban, és azt végrehajthatjuk csak azért,
hogy 5° végen kémiailag modositott immobilizalo csoportot épitsiink be, amint azt a példakban
bemutatjuk.

Végezetiil a nukleinsav-templatot kétszali molekulaként immobilizalhatunk a szilard
hordozora, de egyszaliiva alakithatjuk a szakteriileten jol ismert és dokumentalt eljarasok al-
kalmazasaval, példaul 94 °C-ra torténd melegitéssel és jégen torténd gyors lehiitéssel 0 °C-ra,
vagy mosassal 0,1-0,5 M NaOH-val.

A kolénia-lancinditoban talalhato, a templat(ok)ban talalhaté oligonukleotid-szekven-
ciakkal komplementer szekvencidkat ugy valasztjuk meg, hogy maximalis hibridizacios aktivi-
tasuk legyen a komplementer szekvenciaval, és nagyon alacsony nem-specifikus hibridizacios
aktivitasuk legyen barmilyen mas szekvenciaval. A kolonia-lancinditd 5-100 bazis hosszisagi
lehet, de elényosen 15-25 bazis hosszisagh. Természetben eldforduld és természetben nem
el6fordulo nukleotidok lehetnek jelen a lancinditoban.

Egy vagy két killonb6z6 kolonia-lancinditot alkalmazhatunk nukleinsav-koloniak eléal-
litasara a talalmany szerinti eljarasokban. Egy alapvetd megvalositasi mod szerint két kiilonbo-
z6 kolonia-lancinditot (X és X”) keveriink 6ssze a nukleinsav-templatokkal a c) Iépésben, és
az X’ és X” kolonia-lancinditok szekvenciai olyanok, hogy a Z jelii oligonukleotid-szekvencia
képes hibridizalni az X’ kolonia-lancinditok egyikével és az Y jelii oligonukleotid-szekvencia
ugyanaz, mint az X koldnia-lancinditok egyike. Mas megoldasképpen az Z jelii oligonukleo-
tid-szekvencia komplementer az Y jelii oligonukleotid-szekvenciaval, és az X’ koldnia-
lancindit6 ugyanaz, mint az Y jelt oligonukleotid-szekvencia.

Amikor el8allitjuk a taldlmany szerinti nukleinsav-templatokat és lancinditokat, tovabbi
kivanatos szekvencidkat épithetiink be a szakteriileten jOl ismert és dokumentalt eljarasok al-
kalmazasaval. Ilyen tovabbi szekvenciak lehetnek példaul restrikcios enzim helyek, modositott

nukleotidok vagy mas nukleinsav-cimkék, amelyek lehetévé teszik az adott nukleinsav-
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templat-szekvenciat tartalmazé amplifikacios termékek azonositasat és/vagy izolalasat. Mas ki-
vant szekvencidk kozé tartoznak visszahajlo (,fold-back”) DNS-szekvenciak (amelyek hajtii-
hurkokat vagy masmilyen masodlagos szerkezeteket alakitanak ki, amikor egyszaliva valnak),
’szabalyozd’ DNS-szekvenciak, amelyek fehérje/DNS kolcsonhatasokat iranyitanak, mint pél-
daul promoéter, enhancer, replikicids origd vagy operator DNS-szekvencia, amelyeket specifi-
kus DNS-ko6t6 fehérjék ismernek fel.

A taldlmany szerinti kolonia-lancinditokat beépithetjiikk degeneralt lancindito-szekven-
cidkba is. Az ilyen degeneralt lancinditok ily moédon nem igénylik az Y és Z jelii oligonukleotid-
szekvenciak jelenlétét a nukleinsav-templat(ok)ban ahhoz, hogy bekovetkezzen a templat hib-
ridizacioja, habar a degeneralt lancinditok alkalmazasa az X és Y jelii oligonukleotid-
szekvencidkat tartalmazo templathoz vald hibridizacioban nincs kizarva. Azonban a talalmany
szerinti amplifikacios eljarasokban torténo alkalmazasra a degeneralt lancinditoknak hibridizal-
niuk kell a templatban talalhat6 nukleinsav-szekvenciakhoz az amplifikilandé nukleinsav-
szekvencia mindkét oldalan, vagy azt szegélyezniiik kell.

A fent leirt modon eldallitott nukleinsav-templat és lancinditok 5° végét modositjuk,
hogy tartalmazza a nukleinsav-templat(ok) és a kolénia-lancinditok 5° végének immobilizalasa-
ra szolgalo eszkozt. A nukleinsavak immobilizalasa az 5° vég alkalmazasaval szabadon hagyja a
3’ véget a hordozo6tol tavol, oly modon, hogy a templatok és a lancindité 3° vége hibridizalhat,
és iranyithatja egy 0j szal szintézisét.

Az immobilizacioés protokollnak el kell keriilnie a templatok és a lancinditok elszaba-
dulasat a szilard hordozordl az izotermalis amplifikacié folyaman. Tehat az immobilizacios
eszk6zok eldnyosen kémiai iton moddosithatd funkcids csoportok, amelyek lehetévé teszik ko-
valens kotés kialakulasat a molekulak és a derivatizalt felszinii szilard hordozé kozott, amelyet
azt kovetden modositunk bifunkcios keresztkot6 reagensekkel, funkcionalizalt felszint biztosit-
va. Mas megoldasképpen az immobilizaciot irreverzibilis passziv adszorpcioval vagy specifikus
molekulak kozotti affinitas kihasznalasaval is elérhetjiikk (példaul avidinnel bevont felszinre
biotinilalt molekulak immobilizalasaval).

Az immobilizalandé nukleinsavak 5’ végéhez hozzaadando, kémiai uton modosithatod
funkcids csoportok példai a tiol, hidroxil, dimetoxiltritil (DMT), amino vagy foszfat csoportok,
valamint karboxil vagy aldehid csoportok. A szilard hordozé derivatizalasara alkalmas kereszt-
kotd agensek példai az 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid hidroklorid (EDC), szuk-
cinil-anhidrid, fenildiizotiocianat vagy maleinsav-anhidrid, vagy hetero-bifunkciés keresztkotd

agens, mint példaul m-maleimidobenzoil-N-hidroxiszukcinimid-észter (MBS), N-szukcinimidil-
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[4-jodoacetil]-aminobenzoat (SIAB), szukcinimidil-4-[N-maleimidometil]-ciklohexan-1-kar-
boxilat (SMCC), N-y-maleimidobutiriloxi-szukcinimid-észter (GMBS), szukcinimidil-4-[p-
maleimidofenil]-butirdt (SMPB) és a megfelel6 (vizoldhatd) szulfo-vegytiletek. Legeldnyoseb-
ben a nukleinsav-templatokat €s lancinditdkat tiol, foszfat vagy amino csoportokkal modositjuk
az 5° végiikon, és keresztkotd agensként 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid hidroklo-
ridot (EDC) tartalmaz6 immobilizacids oldattal immobilizaljuk azokat.

Habar a szilard hordozoé lehet barmilyen szilard felszin, amelyre nukleinsavakat lehet
immobilizalni, mint példaul latex vagy dextran gyongyok, polisztirol felszinek, polipropilén fel-
szinek, poliakrilamid gél, arany felszinek, tiveg felszinek és szilikon lemezek, elényosen a szi-
lard hordozo eléggé merev ahhoz, hogy ne befolyasolja a lanchosszabbitas alatt kifejtett erd, és
lehetdvé tegye nukleinsav kovalens kapcsolasat mono- vagy bifunkcios keresztk6td reagensek
alkalmazasaval, amint azt korabban leirtak a WO 00/18957. szami nemzetkozi kozzétételi
iratban. Ha egyszer mind a taldlmany szerinti nukleinsav-templatokat, mind a kolonia-lancindi-
tokat megszintetizaltuk, vagy megtisztitottuk egy mintabol, és modositottuk a korabban leirt
modon, dsszekeverhetjitk azokat olyan koncentracioban, amelyet igy szamitottunk ki, hogy fi-
gyelembe vettitk a jelen szabadalmi bejelentésben bemutatott adatokat, valamint a DNS-
kol6niak kivant sirliségét. Elonyosen a templat koncentracidja szub-nanomolaris, és a kolonia-
lancinditok 50-100000-szer koncentraltabbak.

Ha egyszer a kolonia-lancinditokat és nukleinsav-templatokat immobilizaltuk a szilard
hordozora, a talalmany szerinti DNS-kolonidkat létrehozhatjuk az izotermalis amplifikéacios re-
akcio végrehajtasaval, amint az 1. abran bemutatjuk, ily médon minden egyes kolonia az ere-
detileg immobilizalt nukleinsav-templat €s komplementer szekvenciajanak tobb masolatat tar-
talmazza. A kialakult nukleinsav-kolonia hatarat egy lokalis teriilet hatarozza meg, amelyre a
kiindulasi templat-nukleinsavat immobilizaltuk. Nyilvanvalé, hogy ha egyszer a templat-
molekulanak és komplementerének tobb masolatat szintetizaltuk meg a taldlmany szerinti
amplifikacios eljaras végrehajtasaval, akkor a létrehozott nukleinsav-kolonia hatara tovabb
terjedhet, habar a keletkezett kolonia hatara tovabbra is annak a szilard hordozonak egy kis ré-
szére korlatozodik, amelyre a nukleinsavakat immobilizaltuk.

A DNS-koléniak méretét és szamat szabalyozhatjuk annak az idének a modulalasaval,
amennyire a szilard hordozét kitessziik az izotermalis amplifikacionak. Ily modon a szilard
hordozé felszinén kialakult nukleinsav-kolénidk szama a hordozéra kezdetben immobilizalt
nukleinsav-templatok szamatdl fiigg, feltéve, hogy elegendé szamu immobilizalt koldnia-

lancinditd van olyan tavolsagban, amely lehetévé teszi a templat-molekulékkal valé hibridizaci-
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ot. A nukleinsav-templatok és lancinditok kiindulasi stiriiségének a szabalyozasaval optimalis
helyzetet érhetiink el, amelyben nagy stirliségben 1év6 egyedi nukleinsav-koloniakat allithatunk
el6 izotermalisan a szilard hordozon elégséges méretben ahhoz, hogy lehet6vé tegyiik az elem-
zésiiket, és elegend6 szamu amplifikalt szekvenciat tartalmazzanak.

A taldlmany szerinti izotermalis amplifikaciét DNS- vagy RNS-fiiggé DNS-polimeraz-
zal hajthatjuk végre, plusz nukleozid-trifoszfat molekulak vagy barmilyen mas nukleotid-
prekurzorok, példaul médositott nukleozid-trifoszfat molekulak készletével.

A talalmany szerint alkalmazhat6 nukleinsav-polimerazok példai kozé tartozik a DNS-
polimeraz (Klenow-fragmens, T4 DNS-polimeraz), termostabil DNS-polimerazok [Perler, F.B.
és mtsai., Adv.Protein Chem. 48, 377-435. old. (1996)], amelyeket kiilonféle termostabil bak-
tériumokbdl azonositottak €s klénoztak (mint példaul Taq, VENT, Pfu, Tfl DNS-
polimerazok), valamint azok genetikailag moédositott variansai (TagGold, VENTexo, Pfu exo).
Elényosen a kolonia-lancindit6 meghosszabbitasara alkalmazott nukleinsav-polimeraz stabil
olyan hémérsékleten, amelyen a lancindito és templat hibridizacidja elegendden specifikus ah-
hoz, hogy elkertiljik a templat nem teljes vagy hibas amplifikaciojat.

Az amplifikacios oldat nukleotid-prekurzorként elényosen dezoxiribonukleotid-trifosz-
fatokat tartalmaz, példaul dATP-t, dTTP-t, dCTP-t, dGTP-t, amelyek természetben eldfordul-
nak vagy nem fordulnak el6, mint példaul fluoreszcens vagy radioaktiv csoporttal modositot-
tak. Nagyszamu szintetikusan modositott nukleinsavat kifejlesztettek kémiai és biologiai eljara-
sok céljaira, annak érdekében, hogy noveljék a nukleinsavak detektalhatosagat és/vagy funkci-
ondlis diverzitasat. A funkcionalizalt/moédositott molekulak teljesen kompatibilisek lehetnek a
természetben talalhato polimerizalo enzimekkel, megtartva a természetes tarsaik bazisparoso-
dasi és replikacios tulajdonsagait, amint ezt nemrégiben tsszefoglaltak [Thum, O. és mtsai.,
Angew. Chem. Int. Ed. 40, 39950-3993. old. (2001)].

Amikor a templat RNS- vagy DNS-molekula, és az amplifikacios terméket kétszalu
RNS formajaban kivanjuk el6allitani, a nukleinsav-polimeraz lehet RNS- vagy DNS-fiiggd
RNS-polimeraz, példaul virdlis RNS-replikaz vagy ribozim [Johnston, W.K. és mtsai., Science
292, 1319-25. old. (2001); Tayon, R., Jr. és mtsai., Nucleic Acids Res 29, 3576-3582. old.
(2001)]. Az amplifikacids oldat ennek kovetkeztében nukleotid-prekurzorként ribonukleotid-
trifoszfatokat tartalmazhat.

Az amplifikacios oldat mas komponenseit a valasztott nukleinsav-polimeraztél fiiggben
adjuk, és azok lényegében megfelelnek a szakteriileten ismert vegyiileteknek, amelyekrdl is-

mert, hogy tamogatjék az egyes polimerazok aktivitdsat. JOl ismert a szakteriileten, hogy az
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olyan vegyiiletek koncentraci6ja, mint példaul dimetil-szulfoxidé (DMSO), szarvasmarha-szé-
rumalbuminé (BSA), Triton X-100-¢ vagy MgCl,-¢ fontos az optimalis amplifikicié szem-
pontjabol, és ezért a felhasznalo kénnyedén beallithatja ezeket a koncentraciokat a talalmany
szerinti eljarasokban a leirasban bemutatott példak alapjan.

A koldnidkat alkoté nukleinsav-szalak tébb masolatat altalaban szilard hordozora
immobilizaljuk, és lehetnek egyszalu, kétszalu vagy kevert egyszali-kétszali konfiguracioban,
amelyek mindegyike egyidejiileg jelen lehet egyetlen DNS-kolonidhoz tartozé amplifikalt mo-
lekuldk populacidjaban. Tehat ha az sziikséges, hogy egy eljarasban az Osszes nukleinsav-
molekulat egy adott konfiguracioban elemezziik és/vagy szekvenaljuk (akar teljesen vagy egy
jelentdséggel biro részletet), tovabbi kezeléseket alkalmazhatunk az izotermalisan amplifikalt
termékeken, hogy az osszes (vagy legalabb legtobbjiik) ilyen allapotban legyen. Példaul hémér-
séklet, kémiai vagy elektromosan iranyitott denaturaciot alkalmazhatunk az amplifikacids ter-
mékek egyszali DNS-sé torténd atalakitasara. Az ilyen molekulak azutan hatékonyabban képe-
sek hibridizalni egy lancinditoval, amelyet a folyadék fazisba adunk vagy a hordozéra kapcso-
lunk, és amelynek komplementer a szekvencidja az amplifikalt szal egy bels6 szekvencijaval.
A szekvenalasi eljarastol fiiggéen ez a ,segitd” oligonukleotid lehetévé teheti a szekvencia
kiilonb6z6é modokon torténd detektalasat. Megjelolhetjitk azt, vagy lanchosszabbitast indithat
jelzett/modositott nukleotid(ok) alkalmazasaval. Mas megoldasképpen lehetévé teheti a hibri-
dizacios lépés vagy a lanchosszabbitasi lépés utan kialakult specifikus szekvenciat vagy szerke-
zetet felismerd endonukleaz enzimek alkalmazasat.

A talalmany szerinti nukleinsav-koldniakat kiilonb6z6 méretben és siiriiségben allithat-
juk eld, az alkalmazott koriilményektdl fuggden. A koléniak mérete elénydsen 0,2 és 6 mikro-
méter kozotti. A talalmany szerinti eljarasban alkalmazhato nukleinsav-kolonidk siiriisége tipi-
kusan 1000/mm? és 100000/mm’ kozotti. Nagyobb stirliségek — mint példaul 100000/mm? és
10000000/mm? kozotti — egyforman elérhetdk a talilmany szerinti eljarasokkal. Csak a kép-
elemzésre napjainkban alkalmazhaté technologidk (mikroszkopok, CCD-kameréak, szoftver)
jelentenek korlatozast az egyedi DNS-koloniak ilyen striiségben torténd tiszta felbontasa te-
kintetében, amelyeket valoszinileg athidalnak a jovében.

Ha egyszer el6allitottuk izotermalisan a nukleinsav-kolonidkat, killénféle technoldgia-
kat alkalmazhatunk egy vagy tobb DNS-kolonia egyidejii lathatova tételére és/vagy jellemzésé-
re, példaul hogy igazoljuk, hogy az izotermélisan létrehozott DNS-koloniak stirlisége és mérete
megegyezik a varttal. A specifikus modszertdl fliggden az analitikai eljaras eredményét vagy a

szilard hordoz6 monitorozésaval allapithatjuk meg, amelyen az izotermalis amplifikaciot vég-



10

15

20

25

30

=22 -
rehajtottuk, vagy az ilyen hordozordl a folyadékfazisba felszabaditott anyag monitorozasaval
allapithatjuk meg. Adott esetben az izotermalis amplifikaciora alkalmazott(ak)tol eltérd nukle-
insav-molekulakat alkalmazhatunk specifikus analitikai eljarasokban, és hibridizalhatjuk azokat
az amplifikacios termékekhez a folyadékfazisban, optimalis hibridizacios koriilmények kozott,
amelyeket konnyedén meghatarozhatunk kisérletileg az egyes nukleinsav-szekvenciakra a szak-
terileten jol ismert eljarasok alkalmazasaval.

A DNS-kolénidkkal alkalmazhaté kolonia-vizualizaldo vagy szekvencia-meghatarozé
eljarasokat leirtak a WO 00/18957. szami nemzetkozi kozzétételi iratban. Az ilyen eljarasok
nem kimerité példai kozé tartozik a hibridizacio jelzett oligonukleotidokkal, jelzett nukleotidok
beépitése, tjra-amplifikacio specifikus probak alkalmazasaval, DNS-ké6to festékek alkalmazasa,
emésztés szekvencia- vagy szerkezet-specifikus endonukleazokkal, és mas DNS-modositd en-
zimek (mint példaul ligazok, metilazok, exonukleazok) és mas DNS-kotd enzimek alkalmaza-
sa.

Az izotermalisan amplifikalt nukleinsav-koloniak stirliségét és méretét kiszamithatjuk a
szekvencia-elemzést megel6zden, fluoreszcens detekcios eljarasok alkalmazasaval, amelyek jol
ismertek a szakterileten. Példaul interkalalodo festékeket alkalmazhatunk, mint példaul
etidium-bromidot vagy PicoGreen™-t (Molecular Probes, Eugene, OR), vagy mas kémiai
DNS-festé eljarast, mint példaul Ulisys™-t (Molecular Probes) a felszinre immobilizalt,
izotermalisan amplifikalt kétszali molekuldk festésére, és az eredményt epifluoreszcens mik-
roszkoppal figyelhetjuk meg, amint a 3. 4bran bemutatjuk. Barmilyen olyan eszkozt alkalmaz-
hatunk a szekvencia meghatarozasara, amely lehetévé teszi a megfelels jel detektalasat as
mennyiségi meghatarozasat, amelyeket a WO 00/18957. szami nemzetkozi kozzétételi iratban
foglalnak 6ssze. A mikroszkdp alternativai jol ismertek a szakember szdmara, mint példaul le-
tapogato eszkoz. |

Egy vagy tobb nukleinsav telies vagy részleges szekvencidjat meghatarozhatjuk egy
vagy tobb DNS-koloniaban jelen 1évé amplifikalt nukleinsav-templat teljes vagy részleges
szekvencigjanak a meghatarozasaval. Az ilyen tovabbi lépés(eke)t végrehajthatjuk magin a
szilard hordozon 1évé amplifikalt nukleinsavakon, vagy miutan az egy vagy tobb DNS-
kolénidhoz tartoz6 egyik vagy mindkét nukleinsav-szalat felszabaditottuk. Eldnyosen tobb
szekvenciat hatarozunk meg egyidejtileg.

Kozelebbrdl, amikor az amplifikacids termék kozvetlen jelolése vagy az amplifikacios
termék szekvenalasa kivanatos, jelzett nukleotidot adunk az amplifikacids oldathoz, ami utan a

reakciot elég ideig hagyjuk folyni ahhoz, hogy izolalt DNS-koléniakat detektalhassunk. A je-
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1616 csoport lehet radioaktiv vagy fluoreszcens, mint példaul 7exas Red, és hozzaadhatjuk az
amplifikacios oldathoz, végsd soron a templat-molekulak amplifikalasara alkalmazottaktol elté-
r6 lancinditokkal egyiitt, megfelelé koncentracioban (tipikusan a nem jelzett dATP koncentra-
cidjanak egytizede és egyezrede kozotti koncentracidban). Azonban a jelzett nukleotidok ma-
gas koncentracioja gatolhatja az amplifikacids folyamatot, ami a szakember szamara jol ismert
mas amplifikaciés modszerek, mint példaul folyadékfazisa PCR kapcsan.

Tehat a talalmany szerinti eljarasok magukban foglaljak szekvencia-meghatarozas le-
galabb egy 1épésének végrehajtasat is egy vagy tobb izotermalisan amplifikalt DNS-kolénian. A
szekvencia-meghatarozas a beépitett jelzett nukleotid(ok) kovetkezménye lehet, a szilard hor-
dozoéra immobilizalt vagy a folyadékfazisban 1évé kolonia-lancinditok vagy mas lancinditok al-
kalmazasaval. Mas megoldasképpen a szekvencia-meghatarozas jelzett oligonukleotid(ok) hib-
ridizacidjanak, vagy egy vagy tobb DNS-kolonidhoz tartozd egyik vagy mindkét nukleinsav-
szal felszabaditasanak a kovetkezménye lehet.

A talalmany egy tovabbi megvalositasi modja szerint az eljaras magaban foglalja egy
vagy tobb izotermalisan létrehozott DNS-kolénidhoz tartoz6 egyik vagy mindkét nukleinsav-
szal felszabaditasanak a lépését is, oly modon, hogy azok visszanyerheték az oldatban késdbbi
felhasznalas végett. Az ilyen nukleinsavak felszabaditasat kémiai, optikai, fizikai vagy enzimati-
kus modon érhetjik el, amely elhasitja a kotést a lancinditok és a felszin, vagy az amplifikalt
nukleinsavakban talalhaté egy specifikus szekvencia, szerkezet vagy nukleotid k6zott. Példaul
a WO 00/58329. szamu nemzetkozi kozzétételi iratban (Goldsborough, A.) nukleinsav-
molekulat szilard hordozorol levalaszto eljarast tarnak fel egy nem hagyomanyos nukleotid sze-
lektiv elhasitasaval. Mas megoldasképpen az immobilizalt DNS-koléniakban talalhato szekven-
cidkat barmilyen ismert amplifikdciés modszer, mint példaul PCR alkalmazasaval jra-amplifi-
kalhatjuk abban a folyadékfazisban, amelybe a koloniak belemertilnek.

Barmilyen DNS-kolonia-detektalo rendszert elényosen kombinalva alkalmazunk egy
elemz6 rendszerrel, annak érdekében, hogy meghatarozzuk az egyes koloniakba beépitett
nukleotidok szamat és természetét példaul kozvetleniil minden egyes lancindito-meghosszabi-
tasi 1épés utan, vagy késdbb rogzitett adatok alkalmazasaval, lehetévé téve egy adott kolénia-
ban 1év6 nukleinsav-templat szekvencidjanak a meghatarozasat.

A talalmany szerinti eljarasokat alkalmazhatjuk nukleinsav-koloniak izotermalis koriil-
mények kozotti 1étrehozasara is. Talalmany szerinti nukleinsav-koloniat egyetlen talalmany sze-

rinti immobilizalt nukleinsav-templatbol hozhatunk létre. A talalmany szerinti eljaras lehet6vé
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teszi szamos ilyen nukleinsav-kolonia egyidejii eldallitasat, amelyek mindegyike potencialisan
kiilénboz6 immobilizalt szekvenciat tartalmazhat.

A talalmany targya egy alternativ megoldas biztositasa a nukleinsav-amplifikacid és
szekvenalas problémajara, nukleinsavak szilard hordozén torténd izotermalis amplifikalasahoz
szitkséges szignifikansan leegyszertsitett eljarasok biztositasaval. A talalmany — még ha csak
korlatozott hosszisagi nukleinsav-szekvenciak esetében alkalmazhato is (1000 bazis hosszi-
sagig) — kielégiti a nagyteljesitményu eljarasok iranyi névekvoé igényeket.

A genomikaban és rokon teriileteken (farmakogenomika, drogfelfedezés, élelmiszerek
jellemzése, genotipizalas, diagnosztika, génexpresszié monitorozasa, genetikai diverzitas jel-
lemzése, egész genom szekvenalasa és polimorfizmus felfedezése) gyakran a meghatarozando
és Osszehasonlitandd nukleinsav-szekvencidk tobb szaz kiilonb6z6 genomilis, rekombinans
vagy retro-transzkribalt DNS-fragmenssel rokonok, amelyek egyike sem hosszabb 1000 bazis-
nal. Tehat a talalmany szerinti eljarasok — nem korlatozé példaként — kiilonosen alkalmasak
DNS-szekvenciak azonositasara olyan helyzetekben, ahol sok személy (példaul 500) sok génjét
vagy mRINS-ét (példaul 500-at) kell egyidejiileg megszekvenalni, vagy nagyszami (példaul
milliés) polimorfizmust kell egyidejiileg értékelni, vagy nagyszami gén (példaul 100000)
expressziojat kell egyidejiileg monitorozni.

Példaul az atfogd génexpresszios elemzés kiilonféle eljarasai lehetdvé teszik a sejtek
szubpopulacioinak vagy mikroanatomiai szerkezetek tipikus génexpresszidjanak a jellemzését.
Ezek a nagyon érzékeny modszerek gyakran alkalmaznak komplementer DNS-t, amely rovid,
10-20 bazisparnyi fragmensekre (,,cimkék”) van szegmentalva, amely bazisszam elegendd
egyedi mRNS-ek azonositasara, ily modon egy adott fehérjét kodolo6 mRNS mennyisége dur-
van kiszamithat6, vagy Osszehasonlithatd kiilonb6zé mintdk kozott, az ilyen mRNS-sel 6ssze-
fligg®, a mintaban jelen 1évo ,,cimkék” szamanak megszamlalasaval. Ezek a szegmensek altala-
ban tandem vannak ligalva a szekvenalas érdekében, mint a SAGE [,,Serial Analysis of Gene
Expression”; Velculescu, V.E. és mtsai., Trends Genet. 16, 423-425. old. (2000)] vagy mas
rendszerek esetében, amelyek mindig cimkék létrehozasan alapulnak II. tipust restrikcios
endonukleazok alkalmazasaval (WO 98/53806. szami nemzetkozi kozzétételi irat). A talal-
many szerinti eljarasok eldsegithetik a cimkék azonositisat és megszamlalasat. A megfelel6
kapcsoloszekvenciaknak az immobilizacio6 és szilard hordozon torténd izotermalis amplifikacio
lehetdvé tétele végett az egyes cimkékhez torténd ligalasa utan az adott cimkének megfeleld

egyedi koloniakat lathatova tehetjiik, és értékelhetjilk képelemzd szoftver alkalmazasaval. Ezen
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az Gton az egyes cimkék gyakorisagat a cDNS-populacioban kiszamithatjuk anélkiil, hogy az
osszes cimkét plazmidokba klonozand6 konkatemerekké ligalnank.

Hasonl6é megkozelitési modot alkalmazhatunk EST-kel vagy genomialis DNS-sel annak
érdekében, hogy haplotipusokat vagy specifikus SNP-ket azonositsunk, amelyek betegséggel
vagy mas fenotipusokkal kapcsolatosak, mivel — ebben az esetben — alapvetd fontossagu
ezernyi apr6 egyedi nukleinsav-szegmens szekvenciajanak az azonositasa.

Ily médon a talalmany egy tovabbi megvaldsitasi modja szilard hordozoén torténd
izotermalis nukleinsav amplifikacios eljaras alkalmazasa a genomika, farmakogenomika, drog-
felfedezés, élelmiszerek jellemzése, genotipizalas, diagnosztika, génexpresszié monitorozasa,
genetikai diverzitas jellemzése, egész genom szekvenalasa €s polimorfizmus felfedezése terii-
letén, vagy nukleinsavak amplifikalasat magaban foglalé barmilyen mas alkalmazasban alkal-
mazhat6 nukleinsav-molekulak biztositisara nukleinsav-szekvenalasban és ujra-szekvenalas-
ban.

A taldlmany egy még tovabbi megvalositasi modja szerint a talalmany targya reagens-
készlet szilard hordozon torténé izotermalis nukleinsav amplifikacidra, a genomika, farmako-
genomika, drogfelfedezés, élelmiszerek jellemzése, genotipizalas, diagnosztika, génexpresszid
monitorozasa, genetikai diverzitas jellemzése, egész genom szekvenaldsa és polimorfizmus
felfedezése teriletén, vagy nukleinsavak amplifikalasat magaban foglald barmilyen mas alkal-
mazasban alkalmazhat6 nukleinsav-molekulak biztositasara nukleinsav-szekvenalasban és Gjra-
szekvenalasban.

A talalmany szerinti eljarassal el6allitott amplifikicios termékek azonositasara és jel-
lemzésére szolgalo, jelzett nukleotidok alkalmazo eljaras példaja lehet az alabbi:

la) amplifikalt nukleinsavakat allitunk el6 és tesziink lathatova a szilard felszinen a jelen
szabadalmi bejelentésben korabban leirt eljarasok alkalmazasaval, és rogzitjiikk az eredményt;

1b) az amplifikalt nukleinsavakat kezeljiikk oly médon, hogy eltavolitjuk a lathatova té-
telhez alkalmazott interkalalodo festéket;

1c) az amplifikalt nukleinsavakat — legalabb részben — egyszala molekulakka alakit-
juk at;

1d) oligonukleotido(ka)t adunk a folyadék vagy szilard fazishoz, ahol a fazis és/vagy az
oligonukleotid(ok) lehetnek az izotermalis amplifikacioban alkalmazott(ak) vagy kiilonbozdk,
és ahol az oligonukleotid(ok) legalabb egy, amplifikalt termékben jelenlévd szekvenciaval hib-

ridizalni képes 3’ végen talalhat6 szekvenciat kell, hogy tartalmazzanak;
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le) az oligonukleotid(ok) és az amplifikalt molekula kozotti hibridizaciora megfeleld
koérilményeket biztositunk;

1f) nukleinsav-polimerazt és legalabb egy tipusi jelzett nukleotidot biztositunk a folya-
dékfazisban, egyiitt alkalmas pufferrel, olyan korilmények kozott, amely lehetdvé teszi a lanc-
inditok meghosszabbitasat;

1g) detektaljuk a jelzett nukleotido(ka)t tartalmazd amplifikalt nukleinsavakat ezen je-
lek utjan vagy ezen jel és az amplifikalt termék kolcsonhatasa utjan, és rogzitjiikk az eredményt;

1h) adott esetben eltavolitjuk a folyadékfazist és megismételjiikk az 1f) és 1g) lépést az
el6z6 lanchosszabbitasban alkalmazottol eltérd jelet tartalmazd nukleotid(ok) alkalmazasaval,
és rogzitjiik az eredményt;

11) adott esetben megismételjik az 1c-1f) lépéseket az el6zé lanchosszabbitasban al-
kalmazottdl eltérd oligonukleotidok és/vagy jelzett nukleotid(ok) alkalmazasaval, és rogzitjitk
az eredményt.

A fenti eljaras kiilonosen alkalmas a talalmany szerinti amplifikalt termékek bazison-
kénti szekvenalasanak lehetévé tételére, ahol az eredmények relativ variacioit jellé alakitjuk at,
és 0sszehasonlitjuk, hogy bizonyitsuk jelzett nukleotid beépiilését, amint a WO 00/18957. sza-
mu nemzetkozi kozzétételi irat leirja.

A talalmany szerinti eljarassal eléallitott amplifikacids termékek azonositasara és jel-
lemzésére szolgalo, jelzett oligonukleotidok alkalmazé eljaras példaja lehet az alabbi:

2a) amplifikalt nukleinsavakat allitunk el és teszink lathatova a szilard felszinen a jelen
szabadalmi bejelentésben korabban leirt eljarasok alkalmazasaval, és rogzitjitkk az eredményt;

2b) az amplifikalt nukleinsavakat kezeljik oly modon, hogy eltavolitjuk a lathatova
tételhez alkalmazott interkalalodo festéket;

2c) az amplifikalt nukleinsavakat — legalabb részben — egyszali molekulakka alakit-
juk at;

2d) oligonukleotido(ka)t adunk a folyadék vagy szilard fazishoz, ahol a fazis és/vagy az
oligonukleotid(ok) lehetnek az izotermalis amplifikacioban alkalmazott(ak) vagy kiilonbozok,
és ahol az oligonukleotid(ok) legalabb egy, amplifikalt termékben jelenlévd szekvenciaval hib-
ridizalni képes 3’ végen talalhato szekvenciat kell, hogy tartalmazzanak;

2e) az oligonukleotid(ok) és az amplifikalt molekula k6z6tti hibridizaciora megfeleld
koriilményeket biztositunk;

2f) detektaljuk a jelzett nukleotido(ka)t tartalmazo amplifikalt nukleinsavakat ezen jelek

Utjan vagy ezen jel és az amplifikalt termék kolcsonhatasa utjan, és rogzitjiikk az eredményt;
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2g) adott esetben megismételjik a 2c-2f) vagy 2e-2f) lépéseket eltérd szekvenciat
és/vagy jelet tartalmazé oligonukleotidok alkalmazasaval, és rogzitjiik az eredményt.

A talalmany szerinti eljarassal eléallitott amplifikacios termékek azonositasara és jel-
lemzésére szolgald, restrikcids enzimek alkalmazé eljaras példaja lehet az alabbi:

3a) amplifikalt nukleinsavakat éllitunk el6 és tesziink lathatova a szilard felszinen a jelen
szabadalmi bejelentésben korabban leirt eljarasok alkalmazasaval, és rogzitjitk az eredményt;

3b) az amplifikalt nukleinsavakat kezeljik oly médon, hogy eltavolitjuk a lathatova té-
telhez alkalmazott interkalalodo festéket;

3¢) az amplifikalt nukleinsavakat legalabb egy restrikciés endonukleazt tartalmazé ol-
dattal kezeljik, amely legalabb egy taldlmany szerinti amplifikaciés termékben jelen 1évo
és/vagy a b) lépés utan kapott kétszali nukleinsav-molekulat potencialisan hasit, egyiitt alkal-
mas pufferrel €s olyan korilmények kozott, amely lehetdvé teszi az ilyen enzimatikus aktivi-
tast;

3d) visszanyerjik a felszabaditott nukleinsavakat;

3e) megismételjik a 3a) l€pést €s rogzitjuk az eredményt; osszehasonlitjuk a lathatova
tétel eredményét az emésztés elétt €s utan;

3f) adott esetben megismételjik a 3b-3e) lépéseket egy masik restrikcids endonukleiz-
zal, és rogzitjitk az eredményt.

Ha egyszer a talalmany szerinti amplifikacios eljarasok és termékek tulajdonsagai vila-
gosak, az ilyen elemzésre specifikus tovabbi 1épések sziikségessége és tipusai konnyen kiko-
vetkeztethetdk a technika allasa, valamint az alabbi nem korlatozé abrak és példak ismereté-

ben, amelyek bemutatjak a talalmany alapveto részleteit és bizonyos alkalmazasait.

1. példa: szilard hordozéra immobilizilt templiat DNS izotermalis amplifikildsa

Eljarasok

DNS szekvencidk

A P1 (24-tagu; 1. azonositészamu szekvencia), P2 (24-tagu; 2. azonositészamu szek-
vencia) és P3 (40-tagu; 3. azonositdszamu szekvencia) jeld lancinditok szintetikus oligonukleo-
tidok, amelyek C6-amino kapcsolocsoportot hordoznak az 5’ végukon. Ezt a kémiai csoportot
alkalmaztuk lancinditok €s és templatok szilard hordozoéra torténé immobilizalasara a talalmany
szerinti eljarasokban.

A T3 (9. azonositdoszami szekvencia) €s T4 (10. azonositdszamu szekvencia) jeli

templatok, amelyek 68-taguiak, és az 5’ végiikon a P1-nek megfelel6 szekvenciat és a 3’ végii-
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kon a P2-vel komplementer szekvenciat tartalmaznak, és a T90 (90-tagu, és az 5° végén a P1-
nek megfelelé szekvenciat és a 3’ végén a P2-vel komplementer szekvenciat tartalmaz; 11.
azonositoszamu szekvencia) jelii templatok szintetikus oligonukleotidok, amelyek C6-amino
kapcsolécsoportot hordoznak az 5° végukon (T90), vagy 5’ foszfat-csoportot (T3 és T4).

A T155 (155-tagt; 12. azonositészamu szekvencia), T203 (203-taga; 13. azonosito-
szamu szekvencia), T386 (386-tagu; 14. azonositdoszamu szekvencia) és T605 (605-tagu; 15.
azonositoszamu szekvencia) jelli templatok az 5° végiikon a P3-nak megfeleld szekvenciat és
a 3’ végukon a P2-vel komplementer szekvenciat tartalmaznak. Ezeket a T1 (8. azonositosza-
mu szekvencia) egymasba agyazott fragmenseinek az amplifikalasaval allitottuk el6, amely egy
823 bazispar hosszisagu szekvencia pBSk™ plazmidban (Stratagene), amint a 2. abran bemu-
tatjuk. A direkt P3 lancindité (40-tagu, és az 5’ végén a P1-nek megfelelé szekvenciat és a 3’
végén a T1 szekvenciaval komplementer 16 nukleotidot tartalmaz; 3. azonositdszamu szekven-
cia) 5’ amino kapcsolocsoportot tartalmaz. A P155r (4. azonositészamu szekvencia), a P203r
(5. azonositdészamu szekvencia), P386r (6. azonositoszamu szekvencia) és P605r (7. azonosi-
toszamu szekvencia) reverz lancinditok 44-tagu szintetikus oligonukleotidok, amelyek az 5’
végiikon a P2-nek megfeleld szekvenciat és a 3’ végiikon a T1 szekvencia masik 16 nukleotid-
javal komplementer szakaszt tartalmaznak. Ezeket a templatokat 100 pl, alabbi 6sszetételii ol-
dattal amplifikaltuk: S egység Taq-polimeraz (Perkin-Elmer), 1x Taq-puffer (Perkin-Elmer),
200 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Pharmacia), 5 ng/ul pBSk plazmid, 1 uM P3
lancindité és 1 pM megfelel6 reverz lancindit6é. Husz PCR-ciklust (94 °C 30 masodpercen ke-
resztiil, 62 °C 30 masodpercen keresztiil, 72 °C 60 masodpercen keresztiil) hajtottunk végre,
és a kapott terméket megtisztitottuk QiaQuick reagenskészlet (Qiagen) alkalmazasaval a
gyarto utasitasait kovetve. A tisztitott nukleinsavak visszanyerésére alkalmazott oldat 10 mM
(pH 7,5) puffert tartalmazott.

Az 6sszes szintetikus oligonukleotidot a Microsynth cégtdl (Switzerland) szereztiik be.

A lancindito és templat nukleinsav szilard hordozora torténd immobilizdlasara szol-
gdlo protokoll

A talalmany szerinti eljarasok megvalodsithatosaganak demonstralasahoz alkalmazott
szilard hordozét a Nucleolink™ (Nunc, Denmark) nevezet(i funkcionalizalt szintetikus anyag-
bél készitett lapos fenekii mérdhelyek belseje alkotta, amelyek olyan mikrotiterlemez alakban
voltak elrendezve, amely beleillett egy 96-mérdhelyes PCR-késziilékbe. Amikor megtoltottiik a
példakban alkalmazott immobilizacios és amplifikacios oldat térfogataval (15-20 pl), az egyes

mérdhelyek oldatoknak valojaban kitett felszine megkozelitdleg 30 mm?®-nek felelt meg.
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A lancinditokat €s templatokat Nucleolink™ lemezekhez kapcsoltuk, amelyeket jégen
tartottunk amig a nukleinsavakat meghigitottuk immobilizaciés oldatban — amely 10 nM
imidazolt és 10 mM 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid hidrokloridot (EDC) tartal-
mazott — €s a mér6helyekhez adtuk. Ha egyszer a mérohelyeket megtoltottiik, a lemezeket 10
percen keresztiil inkubaltuk 50 °C-on. A méréhelyeket azutin szobahémérsékleten kétszer
megmostuk 0,4 M NaOH-t és 0,1% Tween-20-at tartalmazé oldattal, és végezetiil haromszor
TNT-vel, ami egy 100 mM Tris-HCI-t (pH 7,5), 150 mM NaCl-t és 0,1% Tween-20-at tartal-
mazo6 oldat, miel6tt alavetettiik az izotermalis amplifikacionak.

Az amplifikilt nukleinsavak lithatéva tételére szolgil6 protokoll

Az izotermalis amplifikacié utan a mér6helyeket haromszor kioblitettik 20 mM Tris-
HCl (pH 7,5) pufferrel, és azutan a DNS-kolonidkat lathatova tettik a mérdhelyeknek
PicoGreen™.-nel (Molecular Probes) — amely egy olyan molekula, amely fluoreszckal, amikor
kétszalo DNS-hez ko6todik, és amelyet rutinszeriien 2000-szeresre higitunk 20 mM Tris-HCI
(pH 7,5) pufferben — az alkalmazésaval. Mindegyik mérohelyet 50 ul PicoGreen™ oldattal
inkubaltuk 10 percen keresztiil szobahmérsékleten.

A mérbhely fenekén immobilizalt DNS-kolonidkat epifluoreszcens mikroszkoéppal
(Axiovert 100TV, Zeiss, Germany) figyeltilk meg, amely hiitétt CCD-kameraval (Micomax
512x768, Princeton instruments, Trenton, NJ) volt felszerelve, amit a Winview szoftver
(Princeton instruments, Trenton, NJ) kontrollalt. A 2 masodperces expoziciéval kapott képe-
ket az analizalo szoftver (Soft Imaging System GmBH, Germany) vagy mas ekvivalens szoft-
ver alkalmazaséaval elemeztiik.

Eredmények
A P1 és P2 lancinditokat és a T9O és T386 templatokat a korabban leirt médon kap-

csoltuk Nucleolink™ méréhelyekre. A templatok az allandé hossz megkozelitleg 0,6-
szeresének és 2,5-szeresének megfelelé szami nukleotidot tartalmaznak, hogy azonositsuk
azon templat-hossz els6 tartomanyat, amelynél a talalmany szerinti eljarasok alkalmazhatok.

A mérShelyeket 20 pl immobilizacios oldattal tolt6ttik meg, amely tartalmazta a P1 és
P2 lancinditokat (mindegyik 250 nM), és az egyes méréhelyekben kiilonbozd tipusi templatot

és koncentraciot alkalmaztunk, amint az I. tablazatban bemutatjuk:
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I. Tablazat

Mérdhely szama | Templat neve | Templat koncentriciéja (nM)
Al T90 3,1
B1 T90 1
Cl1 T90 0,3
D1 T90 0,1
El T90 0,03
F1 T90 0,01
Gl T90 0,003
H1 - 0
A2 T386 3,1
B2 T386 1
C2 T386 0,3
D2 T386 0,1
E2 T386 0,03
F2 T386 0.01
G2 T386 0,003
H2 - 0

Az izotermalis amplifikaciot a méréhelyeknek 1 6ran keresztiil 78 °C-on toérténd inku-
balasaval hajtottuk végre 15 ul amplifikacios oldatban, amely az alabbiakat tartalmazta: 1 egy-
ség Pfu-polimeraz (Stratagene), 10% dimetil-szulfoxid (DMSO), 80 uM dNTP (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP, Pharmacia), 200 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM KCIl, 10 mM (NH;),SO4, 2 mM
MgS0Os, 0,1% Triton X-100 és 0,1 mg/ml BSA. Az izotermalis amplifikaciot szokasos 96-
mérdhelyes PCR-késziilékben (MJ-Research PTC-200) hajtottuk végre, amelyet allando 78 °C-
ra allitottunk be a fiitott tetd alkalmazasaval.

A kapott képeket a 3. abran mutatjuk be. Az alkalmazott DNS-festési eljaras miatt a jel
a (legalabb részben) kétszalu, a Nucleolink™ mérdhelyek fenekére immobilizalt és amplifikalt
DNS jelenléte miatt van. A képeket invertaltuk a jobb nyomtathatosag érdekében. A 130 AU-
nal (a CCD-kamerat kontrollalo szoftver altal szamitott 6nkényes egység, , Arbitrary Units”)
kisebb vagy azzal egyenld jelek fehérek, és a 350 AU-nal nagyobb vagy azzal egyenld jelek fe-

keték.
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A 3. abran azt mutatjuk be, hogy amikor csak lancinditok voltak kapcsolva (H1 és H2),

a kép teljesen fehér, demonstralva, hogy nincs detektalhatd spontan amplifikacio. Mig a temp-
lat legmagasabb koncentraciojanal (A1/2, B1/2) az amplifikacios termékek befedik a teljes fel-
szint, telitve a képet, kiillonallo6 DNS-koldnidkat nyertiink a C1/2, D1/2 és E1/2 mérOhelyeken,
a két templat szubnanomolaris koncentracidjanal. Az ilyen ,foltok” szama (amelyek mindegyi-

ke 1-5 um’-t foglal el) megkozelitdleg linearisan novekszik a kapcsolasi lépés folyaman alkal-

templattal hajtottuk végre, és kilonb6z6 templat/lancindité arany alkalmazasaval az immobili-
zacibs eljaras folyaman.

Az izotermalis amplifikacié hatékonysaganak kvantitativabb elemzését mutatjuk be a 4.
abran a DNS-koloniak szamanak tekintetében. A tesztelt kisérleti koriilmények kozott
(imidazol/EDC nukleinsav-immobilizacios oldat, Nucleolink™ méréhelyek, 10 perc inkubacid
50°C-on, és két lancindité egyenként 250 mM koncentracidoban) az immobilizacids oldatban
szubnanomolaris koncentracidban adott, 90-386 nukleotid hosszisagtartomanyba esd
templatok izotermalisan amplifikalhatok DNS-koloniakként a szilard hordozén, tobb tizezer
DNS-kol6niat eredményezve mm?*-enként.

Az izotermadlis amplifikaciés eljarast alkalmaztuk mas templat-hosszisagok és lancin-
ditok kilonb6z6 koncentracidinak az alkalmazasaval is. Nyolc Nucleolink™ méréhely soroza-
tat toltottik meg 20 pl immobilizacids oldattal, amely allandé szubnanomolaris koncentracisju
templétot tartalmazott az A sorozatbol (0,14 nM T155), a B sorozatbél (0,2 nM T203), a C
sorozatbol (0,08 nM T386) és a D sorozatbdl (0,04 nM T606). A koncentracidkat az egyes
templatokra kapott gorbék alapjan allapitottuk meg, amint kettét bemutatunk a 4. abran.

A nyolc méréhely P1 és P2 lancinditot tartalmazott a II. tablazatban bemutatott kon-

centraciokban.
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II. Tabldzat
Méréhely szama P1 (nM) P2 (nM)
1 250,0 250,0
2 75,0 75,0
3 55,0 55,0
4 37,5 37,5
5 22,5 22,5
6 6,8 6,8
7 2,0 2,0
8 0,6 0,6

Az izotermalis amplifikacio fent leirt modon torténd végrehajtasa utan mértiik a talal-
many szerinti eljaras hatékonysagat a fluoreszcens jel alapjan, amelyet normalizaltunk a templat
hosszisagara, kiilonbozé lancindito-koncentracidknal (5. abra). A normalizalas szitkséges volt,
mivel a hosszabb templatok t6bb DNS-festd vegyiiletet épitenek be, ily mdédon a nyers fluo-
reszcencia jelet a hattér levonasa utan elosztottuk a templat hosszaval (kilobazisokban kifejez-
ve).

Ezek a kisérletek azt mutatjak, hogy a P1 és P2 lancinditoknak talalmany szerinti elja-
rast kovetd detektalhaté amplifikacio eléréséhez sziikséges mennyisége az immobilizaciods ol-
datban és a koribban megallapitott amplifikacios korilmények kozott részben a templat
hossziisagatol fligg. Mig a jel elég erds, amikor az teljes lancindité-koncentracié kisebb, mint
100 nM a kisebb templatok esetében, amelyek hossza megkozeliti az allandé hosszat (T90 és
T155, sorrendben az allandé hossz 0,6 és 1-szerese), a hosszabb templatok (T386 és T60S,
sorrendben az allandd hossz 2,5 és 4-szerese) még mindig amplifikalédnak, de a teljes lancin-
dité-koncentracionak felette kell lennie 100 nM-nak. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy
kisebb mechanikai stressz indukalhatd hosszabb immobilizalt nukleinsavakon, ami valdszinileg
egy alternativ haromdimenziés konfiguraciot tételez fel, amely abszorbealja az izotermalis szal-
szétvalas és leszoritas iranyitasahoz sziikséges mechanikai stressz egy részét.

Annak érdekében, hogy igazoljuk azt, hogy az amplifikalt termékek valdban a lancin-

ditok és templatok szilard hordozon torténé megfeleld immobilizalasaval jonnek létre, az alabbi

kontroll kisérleteket hajtottuk végre.
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Egy elso kisérletben a korabban leirt izotermalis amplifikacios és lathatova tévd proto-
kollt immobilizalt lancinditokkal és azok nélkil hajtottuk végre (P1 és P2, 250 mM mindegyik-
bdl), és templattal (0,08 nM T386), akar immobilizalva, akar oldatban. Amint a 6. dbran be-
mutatjuk, az 6sszes fluoreszcencia nagyon gyenge akkor, amikor a templat oldatban van, vagy
hianyzik, mag akkor is, ha nagy mennyiségii lancindité van immobilizalva. Az ilyen jel feltehe-
t6leg a kismértékii 6n-amplifikacié miatt van. Ily médon bizonyitott, hogy csak mindkét lanc-
indit6 és a templat immobilizacidja teszi lehetdvé kétszali DNS izotermalis amplifikaciojat
DNS-koloniak formajaban.

Egy masodik kontroll kisérletben az el6z6 kisérletekben alkalmazott nukleinsavakat al-
kalmaztuk folyadékfazisu PCR koriilményeinek alkalmazasaval, vagy a szilard felszinen alkal-
mazott izotermalis korilmények kozott.

Az amplifikacios kisérletekben alkalmazott amplifikacios oldat az alabbiakat tartalmaz-
ta: 0,05 egység/ul Pfu-polimerdz (Stratagene), 80 uM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP,
Pharmacia), 200 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM KCl, 10 mM (NH,),SOs, 2 mM MgSO.,
0,1% Triton X-100 és 0,1 mg/ml BSA, 1 uM P1 lancindit6, 1 uM P2 lancinditd, templatttal
vagy anélkiil (0,13 nM T386 vagy 0,33 nM T90). Az amplifikacids oldatot harom részre osz-
tottuk szét, és mindegyiket kiillonbozd amplifikacios korilményeknek tettiik ki: 20 ciklus
termociklizald PCR (94 °C 30 masodpercen keresztiil, 60°C 30 masodpercen keresztiil, 72 °C
1 percen keresztiil), 1 6ra 72 °C-on vagy 1 6ra 78 °C-on. Az amplifikacids termékeket meg-
tisztitottuk Qiaquick oszlopokon (Qiagen), €s 2% agardzgélre vittiik fel.

Amint a 7. abran bemutatjuk, nem kaptunk amplifikacios terméket izotermalis korilmé-
nyek kozott, még akkor sem, ha a lancinditok képesek amplifikalni ugyanazt a templatot folya-
dékban, amikor termociklizalo koérilményeket alkalmaztunk.

Teszteltiik a kiilonbozd kereskedelmi forgalomban kaphaté DNS-polimerazok haté-
konysagat a talalmany szerinti eljarasokban torténé alkalmazasra radioaktiv nukleotid beépiilé-
sének a mérésével. Az izotermalis amplifikaciot P1 és P2 lancinditok alkalmazasaval hajtottuk
végre (mindegyik 250 nM), T3 és T4 alkalmazasaval vagy anélkiil, nagyon rovid templatokat
(68-tagit) adva nagy feleslegben (mindegyik 5 nM). Az izotermalis amplifikaciét 80 °C-on
hajtottuk végre 90 percen keresztill, az alabbi amplifikacios oldat 20 ul-ének alkalmazasaval:
0,5 egység DNS-polimeraz, 5% DMSO, 80 pyM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP,
Pharmacia), 200 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM KCI, 10 mM (NH,),SO,, 2 mM MgSO,,
0,1% Triton X-100 és 0,1 mg/ml BSA, és 128 uM o’’P-dCTP. Az alkalmazott DNS-
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polimerazok az alabbiak voltak: Dynazyme™ (Finzyme, Finland), Pfu-polimeriz (Promega),
Taq-polimeraz (Perkin Elmer) és Vent™ polimeraz (New England Biolabs).

Az izotermalis amplifikacié utan a Nucleolink™ mérdhelyeket 6tszor kioblitettitk 20
mM Tris-HCI (pH 7,5) pufferrel, szcintillacios folyadékba (Ultima gold; Packard) helyeztiik, és
szamlaltuk Beckmann szcintillacios szamlaloban, hogy kiszamitsuk a beépiilt jelzett nukleotid
mennyiségét.

Amint a 8. 4bran bemutatjuk, az 6sszes tesztelt polimeraz lehetévé teszi a taladlmany
szerinti izotermalis amplifikacios eljarast, de kiilonb6zd hatasfokkal és kiilonbozd hattér
amplifikicios szintekkel. A Pfu és a Vent™ polimeraz mutatta a legjobb specifikus / nem spe-
cifikus aranyt.

A talalmany szerinti izotermalis amplifikacio alkalmazasinak mas alternativ koriilmé-
nyeit teszteltiik a hdmérséklet és DMSO-koncentracié vonatkozasaban, ¢sszehasonlitva a kii-
16nb6z06 hosszuisagu templatok alkalmazasaval kapott eredményeket.

Az egyes templatokat (0,14 nM T155, 0,2 nM T203, 0,08 nM T386 és 0,04 nM T606)
Nucleolink™ mér6helyek kiilonb6zd sorozataira immobilizaltuk egyenként 250 nM P1 és P2
lancinditokkal. Az izotermalis amplifikaciot vagy 10% DMSO-val hajtottuk végre, de PCR-
késziilékben homérséklet-gradienst létrehozva a mérdhelyek sorozatiban, vagy 78 °C-on, de
kiilonboz6 mennyiségi DMSO jelenlétében. Az izotermaélis amplifikacid, oblités és lathatova
tétel utan mértilk a DNS-koloniak teljes fluoreszcenciajat képelemzd szoftver alkalmazasaval,
amely meghatarozza a képen 1évo Osszes folt intenzitasat. Amint a 9A. és 9B. abrakon bemu-
tatjuk, az amplifikalt termék mennyisége nagymértékben fugg az alkalmazott amplifikacios ko-
rilményekt6l. Az izotermalis amplifikacio kiilonosen hatékony az ¢sszes templat esetében, 77

és 81 °C kozott, és 8% és 14% DMSO-koncentracio kozott.

2. példa: az amplifikalt nukleinsav elemzése

Ha egyszer a DNS-kolonidkat izotermalisan eldallitottuk, kisérleteket hajtottunk végre
az amplifikalt nukleinsavak bizonyos tulajdonsagainak értékelésére.

Az egyes foltokban jelen 1év6 nukleinsav atlagos mennyiségét DNS-festéssel €s radio-
aktivan jelzett nukleotid alkalmazasaval becsiiltik meg, Pfu-polimeraz és a 8. abran bemutatott
kisérletben alkalmazott immobilizacios, amplifikacios, vizualizacids és szamlalasi korilmények
alkalmazasaval.

A T386 templatot alkalmaztuk méréhelyek sorozataban kiilonbozd koncentracidkban

(1 nM, 0,31 nM), vagy nem volt jelen. A betitésszamokat DNS-kolonidnkénti molekulaszamma
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alakitottuk at, figyelembe véve a méréhely amplifikacids oldattal boritott felszinét (megkozeli-
téleg 27,56 mm’*, amikor 15 ul térfogatot és 4 mm atméréjii mérShelyet alkalmaztunk), az
egyes elemzett képek méretét (megkozelitleg 0,08 mm?), valamint a jel specifikus aktivitasat.

Az eredményeket a III. tablazatban foglaljuk Gssze.
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Ez a kisérlet azt mutatja, hogy a talalmany szerinti eljarasok lehetévé teszik egyetlen
templat-molekula izotermalis amplifikalasat egy elkiilonilt terileten 1évd tobb ezer immobili-
zalt szalla. Ezenfelil, mig a DNS-kolonidk szama vilagosan fligg a templat koncentraciojatol, a
talalmany szerinti eljaras hatékonysaga — a DNS-kolonianként amplifikalt szalak szamaval
mérve — fliggetlen a templat koncentraciojatol a mikodési korilmények kozott (azaz a nM
tartomanyban).

Szintén lehetséges volt az izotermalis amplifikacié termékeinek a visszanyerése a fel-
szinr6l. A fent leirt immobilizaciés protokollt négy mérdhelyen alkalmaztuk, P1 és P2 lancin-
ditok alkalmazasaval az 6sszesben, és T386-cal kettdben, de csak kettdben, az egyikben T386
immobilizdlva és a masik anélkiil, amelyeket a korabban leirt izotermalis amplifikaciés proto-
kollnak vetettiik ald. Azutan mindegyik mérdhelyet 60 ul PCR-oldattal toltottiink meg, amely
az alabbiakat tartalmazta: 5 egység Pfu-polimeraz (Stratagene), 10% DMSO, 100 uM dNTP
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Pharmacia), 200 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM KCl, 10 mM
(NH4)2S04, 2 mM MgSO,, 0,1% Triton X-100 és 0,1mg/ml BSA, és P3 és P386r lancinditok
(mindegyik 1 uM). Egy PCR-ciklust hajtottunk végre a méréhelyekben (94 °C 30 masodpercen
keresztiil, 60°C 30 masodpercen keresztul, 72 °C 60 masodpercen keresztiil), és azutan a
PCR-oldat 30 pl-ét atvittiik PCR-csébe. Kontrollként egy masik PCR-csévet megtoltottiink 30
ul azonos PCR-oldattal, amelyhez 0,1 ng T386-ot adtunk. Tiz PCR-ciklust (94 °C 30 masod-
percen keresztil, 60°C 30 masodpercen keresztiil, 72 °C 60 masodpercen keresztiil) hajtottunk
végre azutan, és mindegyik minta 4 pl-ét 2% agarozgélre vittiik fel. Az eredményeket a 10. ab-
ran mutatjuk be. Az izotermalis amplifikacios termék Gsszemérhet6 PCR-terméket ad a T386-
tal oldatban eldallitott PCR-termékkel, mig a termék alig lathatd, ha a DNS olyan csé6hdz van
kapcsolva, amely nem ment 4t izotermélis amplifikacion. A kontrollok azt mutattak, hogy nem

keletkeznek miitermékek, mint példaul lancindito-dimerek, az izotermalis amplifikacio és a

PCR-amplifikacié folyaman sem.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras legalabb egy, akar 1000 nukleotidot tartalmazo nukleinsav-szegmens izoter-
malis amplifikalasara, azzal jellemezve, hogy

a) legalabb egy nukleinsav-templatot alakitunk ki, amely tartalmazza az amplifikalando
nukleinsav(ak)at, ahol a nukleinsav(ak) az 5’ végen egy Y jeli oligonukleotid-szekvenciat és a
3’ végen egy Z jelii oligonukleotid-szekvenciat tartalmaz(nak), és ezenfeliil a nukleinsav(ak) az
5’ végén szilard hordozora torténd immobilizélasra alkalmas eszkozt hordoz(nak);

b) kialakitunk egy vagy tobb X jelii kolonia-lancindit6t, amelyek képesek hibridizalni a
Z jeli oligonukleotid-szekvenciaval, és az 5’ végukon szilard hordozora térténd immobilizalas-
ra alkalmas eszk6zt hordoznak;

c¢) a nukleinsav-templato(ka)t €s a kolonia-lancinditokat osszekeverjikk olyan oldattal,
amely lehetdvé teszi az immobilizalasukat az 5° végikon keresztil szilard hordozora szilard
hordozé jelenlétében, oly médon, hogy mind a nukleinsav-templat(ok), mind a koldnia-lancin-
ditok 5’ vége kotodjon a szilard hordozora;

d) amplifikaciés oldatot adunk a szilard hordozohoz, amely legalabb egy nukleinsav-
polimerazt és nukleotid-prekurzorokat tartalmaz, az immobilizalt nukleinsav-templat(ok) szek-
venciajaval azonos vagy komplementer nukleinsavak izotermalis létrehozasara és immobilizala-
sara.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy két kiilonboz6 koldnia-
lancinditot (X’ és X’) kevertink dssze a nukleinsav-templatokkal, és az X’ és X jelii kolonia-
lancinditok szekvenciai olyanok, hogy a Z jeli oligonukleotid-szekvencia képes hibridizalni az
X’ jelii kolonia-lancinditok egyikével €s az Y jelt oligonukleotid-szekvencia ugyanaz, mint az
X jelti kolonia-lancinditok egyike.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az Y jeli oligonukleotid-
szekvenciaval komplementer Z jelii oligonukleotid-szekvenciat, és az Y jelii oligonukleotid-
szekvenciaval azonos X jeli kolonia-lancinditot alkalmazunk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy vagy tobb, degeneralt
lancindité-szekvenciat tartalmazé X jelii kolonia-lancinditot, és az amplifikdlandé nuklein-
sav(ak)at tartalmaz6, és az 5’ és a 3’ végiikon Y vagy Z jelil oligonukleotid-szekvenciakat nem
tartalmazo nukleinsav-templato(ka)t alkalmazunk.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy nukleinsav-

templatként genomialis DNS-t, komplementer DNS-t, rekombinans DNS-t, vagy szintetikus
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vagy modositott DN'S, RNS mRNS barmilyen formajat, vagy szintetikus vagy modositott RN'S
barmilyen formajat alkalmazzuk.
6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy nukleinsav-templatként 68 és
605 bazis kozotti hosszisagu nukleinsavat alkalmazunk.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az immobilizacids oldatban 1

cser

c sy

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy nukleinsav-
polimerazként DNS-fliggé DNS-polimerazt vagy RNS-fliggé DNS-polimerazt alkalmazunk.

10. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy nukleinsav-polimerazként
70 °C és 85°C kozott aktiv DNS-polimerazt alkalmazunk.

11. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az amplifikaciot 77 °C és 81
°C kozotti hdmérsékleten hajtjuk végre.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az
amplifikacios oldatban 1év6 nukleotid-prekurzorokként dezoxiribonukleotid-trifoszfatokat al-
kalmazunk.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nuklein-
sav-templat(ok) €s a kolonia-lancinditok 5° végének immobilizalasara szolgald eszkozokként
kémiai Gton modosithato funkcionalis csoportokat alkalmazunk, amelyek lehet6vé teszik ko-
valens kotés kialakulasat a molekulak és a szilard hordozé kozott.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nukleinsav-templatokat és
a lancinditokat tiol, foszfat vagy amino csoporttal modositjuk az 5° végiikon, és 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimid hidrokloridot (EDC) tartalmazod immobilizacids oldattal im-
mobilizaljuk azokat.

15. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy nukleinsav kovalens kotés-
sel torténd kotését mono- vagy bifunkcios keresztkoté agens alkalmazasaval lehetové tévo
szilard hordozo6t alkalmazunk.

16. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nuklein-
sav-templat(ok) és a kolonia-lancinditok immobilizalasara szolgalo eszkézként a szilard hordo-
zora affinitassal immobilizalt kémiai kétdmolekulakat alkalmazunk.

17. Az 1-16. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy 6% és

14% kozotti DMSO-t tartalmazo amplifikacios oldatot alkalmazunk.
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18. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, DNS-koloniak izotermalis létre-
hozasara szilard hordozon.

19. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy mm’-enként 1000 és
100000 kozotti siiriiségli nukleinsav-koldniat hozunk létre.

20. A 18. vagy 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az amplifikalt
nukleinsav lathatova is tesszik.

21. A 20. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy kétszala DNS kozé
interkalalddo agenst, jelzett nukleotido(ka)t vagy jelzett oligonukleotido(ka)t alkalmazunk.

22. A 18-21. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy vagy
tobb nukleinsav-kolonidhoz tartozd egy vagy tébb immobilizalt nukleinsav-szalat felszabadi-
tunk kémiai, optikai, fizikai vagy enzimatikus titon.

23. A 18-22. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy szekven-
cia-meghatarozas legalabb egy 1épését hajtjuk végre egy vagy t6bb nukleinsav-kolénian.

24. A 23. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a szekvencia-meghatarozast
jelzett nukleotid(ok) beépitésével végezziik.

25. A 24. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a jelzett nukleotido(ka)t
kolonia-lancinditék alkalmazasaval épitjik be.

26. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a jelzett nukleotido(ka)t a
kolonia-lancinditoktol eltérd lancinditok alkalmazasaval épitjitk be, amelyek hibridizalnak egy
vagy tobb amplifikalt nukleinsavhoz.

27. A 23. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy vagy tobb nukleinsav-
kolonidhoz tartozd egy vagy tobb nukleinsav-szal jelzett oligonukleotiddal/oligonukleotidokkal
torténd hibridizaciojabol kovetkezd szekvencia-meghatarozast végziink.

28. A 23-27. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy radioaktiv
vagy fluoreszcens csoportot alkalmazunk jelként.

29. A 23. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy 22. igénypont szerinti egyik
vagy mindkét nukleinsav-szal felszabaditasabol kovetkezo szekvencia-meghatarozast végziink.

30. A 22. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy legalabb egy nukleinsav-
kol6niaban jelen 1évd amplifikalt nukleinsav-templat teljes vagy részleges szekvenciajat hata-
rozzuk meg.

31. A 19-29. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a plusz 1é-

péseket egyidejiileg egy vagy tobb nukleinsav-kolénian hajtjuk végre.



10

15

20

-41 -

32. Az 1-31. igénypontok barmelyike szerinti eljaras alkalmazasa a genomika, farmako-
genomika, drogfelfedezés, élelmiszerek jellemzése, genotipizalas, diagnosztika, génexpressziod
monitorozasa, genetikai diverzitds jellemzése, egész genom szekvenalasa és polimorfizmus
felfedezése teruletén, vagy nukleinsavak amplifikalasat magaban foglald barmilyen mas alkal-
mazasban alkalmazhato nukleinsav-molekulak biztositasara nukleinsav-szekvenalasban és Ujra-
szekvenalasban.

33. Reagenskeészlet szilard hordozon torténd izotermalis nukleinsav amplifikacidéban
torténd alkalmazasra, amely 1-31. igénypontok barmelyike szerinti eljarast tartalmaz a genomi-
ka, farmakogenomika, drogfelfedezés, élelmiszerek jellemzése, genotipizalas, diagnosztika,
génexpresszié monitorozasa, genetikai diverzitas jellemzése, egész genom szekvenalasa és po-
limorfizmus felfedezése teriiletén, vagy nukleinsavak amplifikalasat magaban foglalé barmilyen

mas alkalmazasban alkalmazhat6 nukleinsav-molekulak biztositasara nukleinsav-szekvenalas-

ban és jra-szekvenalasban.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi ¢és Védjegy Iroda Kfi.
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