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1.

STRATEGIJE SEKVENCIRANJA V3-D GENOMSKE REGIJE Kl NAS ZANIMA
PATENTNI ZAHTEVKI

Metoda za izdelavo sosednje (ang.«contig«) genomske regije, ki nas zanima,
ki obsega cilino nukleotidno sekvenco, fragmentirajoo zamreZzeno DNA,
ligacijo fragmentirane zamreZene DNA,

reverzija zamrezenja in

dolo¢anje vsaj dela sekvenc ligiranih fragmentov DNA, ki vsebujejo fragment
DNA s taréno nukleotidno sekvenco, in

uporabo dolo€enih sekvenc za izgradnjo sosednje genomske regije, ki nas

zanima.

Metoda za izdelavo sosednje genomske regije, ki nas zanima, ki obsega ciljno

nukleotidno sekvenco, ki obsega korake:

a) zagotavljanje vzorca zamrezene DNA,;

b) fragmentiranje zamrezene DNA;

¢) ligacija fragmentirane zamrezene DNA,;

d) reverzija zamreZenja;

e) po izbiri fragmentiranje DNA iz koraka d), prednostno z restrikcijskim
encimom;

f) po izbiri, ligiranje fragmentirane DNA iz koraka d) ali €) na vsaj en
adapter;

g) po izbiri in prednostno pomnoZevanje (ang.«amplifying«) ligiranih

fragmentov DNA iz koraka d) ali e), ki obsegajo fragment DNA s ciljno



nukleotidno sekvenco, ki uporablja vsaj en primer, ki hibridizira na ciljno
nukleotidno sekvenco, ali pomnozZevanje ligiranih fragmentov DNA iz
koraka f) z uporabo vsaj enega primerja, ki hibridizira do ciljne nukleotidne
sekvence in vsaj enega primerja, ki hibridizira vsaj en adapter;

h) dolo€anje vsaj dela zaporedja (pomnoZenih) ligiranih fragmentov DNA
iz koraka d), e), f) ali g) ki obsega fragment DNA s ciljno nukleotidno
sekvenco, prednostno z uporabo visoko zmogljivega sekvencioniranja;

i} zgraditi sosednjo genomske interesne regije iz dolo&enih sekvenc.

3. Metoda za izdelavo sosednje genomske regije, ki nas zanima, ki obsega ciljno

nukleotidno sekvenco, ki obsega korake:

a) zagotavljanje vzorca zamrezene DNA,

b) fragmentiranje zamreZzene DNA,;

¢) ligacija fragmentirane zamreZzene DNA;

d) reverzija zamrezenja;

e) po izbiri fragmentiranje DNA iz koraka d), prednostno z restrikcijskim
encimom;

f) cirkularizacija DNA iz koraka d) ali e);

g) po izbiri in prednostno pomnoZevanje krozne (ang.«circularised«) DNA
ki obsega fragment DNA s ciljno nukleotidno sekvenco, ki uporablja vsaj
en primer, ki hibridizira na ciljno nukleotidno sekvenco,

h) dolo€anje vsaj dela zaporedja (pomnoZenih) ligiranih fragmentov DNA,
ki obsega fragment DNA s ciljnim nukleotidom, z uporabo visoko

zmogljivega sekvencioniranja;



i) zgraditi sosednjo genomske interesne regije iz doloéenih sekvenc.

. Metoda za izdelavo sosednje genomske regije, ki nas zanima po zahtevkih 2
ali 3, kjer genomska regija, ki nas zanima poleg tega obsega Se eno ali ved
cilinih nukleotidnih zaporedij in kjer v koraku pomnoZevanja (g) je predviden
primer, ki hibridizira s ciljnim nukleotidnim zaporedjem in so en ali ve¢ primerii
zagotovijeni za ustrezen en ali ve€ dodatnih ciljnih nukleotidov, kjer so ligirani

fragmenti DNA pomnozZeni, ali je krozna DNA pomnoZena z uporabo primerjev.

. Metoda po katerem koli od zahtevkov 2-4, kjer korak fragmentiranja b) obsega
sonikacijo, ki ji sledi encimsko popravilo koncev DNA (ang.«enzymatic DNA

end repair«).

. Metoda po katerem koli od zahtevkov 2-4, kjer korak fragmentiranja b) obsega

fragmentiranje z restrikcijskim encimom.

. Metoda po zahtevku 5 ali 6, pri éemer se korak ligacije c) izvede v prisotnosti

adapterja, ligacijske adapterske sekvence med fragmenti.

. Metoda po zahtevku 6 ali 7, kjer v koraku b) obdelamo mnoZico podvzorcev in
za vsak podvzorec se uporabljajo restrikcijski encimi z razliénimi mesti

prepoznavanja.



9. Metoda po zahtevku 8, kjer korak fragmentacije e) obsega restrikcijski encim s
prepoznavno sekvenco, ki je daljSa od prepoznavne sekvence restrikcijskega

encima iz koraka b).

10.Metoda po katerem koli od prejSnjin zahtevkov, kjer so sekvence ved

genomskih regij, ki nas zanimajo dolo¢ene.

11.Metoda po katerem koli od zahtevkov 2-10, pri katerem se pred ali po koraku

amplifikacije g) izvede korak izbire velikosti, pri &emer se prednostno,

korak izbire velikosti izvede 2z gelsko ekstrakcijsko kromatografijo
(ang.«gel extraction chromatography«), gelsko eiektroforezo ali gradientno
centrifugacijo (ang.« density gradient centrifugation«); in/ali,

- DNA izbere izmed velikosti med 20-20,0000 baznih parov, prednostno

50-10,0000 baznih parov, najbolj prednostno med 100-3000 baznih parov.

12.Metoda po katerem koli od prej$njih zahtevkov, kjer so (pomnozeni) ligirani
fragmenti DNA, ki obsegajo cilino nukleotidno sekvenco zajeti s sondo
(ang.«capture probe«), da se lo€ijo (pomnozeni) ligirani fragmenti DNA, ki
obsegajo: cilino nukleotidno sekvenco iz (pomnoZenih) ligiranih fragmentov

DNA, ki ne vsebujejo ciline nukleotidne sekvence.

13.Metoda po zahtevku 12, pri ¢emer se za veé cilinih nukleotidnih zaporedij

uporabi ve¢ sond.



14.Metoda po katerem koli od zahtevkov 2-13, pri &éemer je ploidnost v celici
genomske regije, ki nas zanima ve&ja od 1, za vsako ploidnost se v koraku i)

vhese sosednja.

15.Metoda po katerem koli od zahtevkov 2-13, pri éemer korak i) graditve soseske

obsega korake:

1) identificiranje fragmentov DNA iz koraka b);
2) dodelitev fragmentov DNA genomski regiji;

3) zgraditi sosesko za genomsko regijo.

16.Metoda po zahtevku 15, kjer korak 2) dodeljevanja fragmentov genomski regiji
obsega identificiranje razli¢nih ligacijskih produktov iz koraka f) in povezovanje

razliénih ligacijskih produktov z identificiranimi fragmenti.

17.Metoda po katerem koli od zahtevkov od 2-16, pri éemer korak izdelave
soseske obsega poravnavo doloéenih sekvenc DNA fragmentov iz koraka b)

do referencéne sekvence.
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