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Zpisob sekvenéni analyzy zaloZené na ligaci
jednoho ¢i vice soubortt kédovanych adaptori
na konec cilového polynukleotidu. Kédované
adaptory, jejichZ vy€nivajici vlakna vytvareji
dokonale spéarované duplexy s komple-
mentarnimi vy¢nivajicimi vlakny cilového po-
lynukleotidu, se pfipojuji a identita nukleoti-
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d& ve vy¢nivajicich vldknech se urtuje oligo-
nukleotidovou znatkou nesenou kédovanym

im

adaptorem. Toto stanoveni ¢i "dekédovani” se
provadi specifickou hybridizaci znaleného
komplementu znafky s jeho odpovidajici
znackou na navdzaném adaptoru.




Zpusob sekvendéni analyzy ligaci kédovaného adaptoru

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka obecné zplsobl stanoveni
sekvence nukleotidt v polynukleotidu a konkrétnéji zpuscbu
identifikace termindlnich nukleotidd polynukleotidu speci-
fickou ligaci kédovanych adaptort.

Dosavadni stav techniky

Zpusoby volby pro sekvendni analyzu DNA se témé¥ ve
v&ech oblastech védeckého a primyslového pouZiti zakladaiji
na pristupu terminace dideoxy-¥eté&zce, ktery navrhnul jako
prvni Sanger, napfiklad Sanger a kol., Proc. Natl. Acad.
Sci., 74, 5463-5467 (1977). Tento zplusob se ruzné zlepsSoval
a uziva se v rluznych form&ch pro veskeré komerdni pfistroije
pro sekvenéni analyzu DNA, nap¥iklad Hunkapiller a kol.,
Science, 254, 59-67 (1991).

Zpusob terminace Feté&zce vyZaduje vytvoFeni jednoho
nebo vice soubori znacenych fragmentd DNA, p¥i kterém maji
vSechny spoleény pivod a kaZdy je zakonden zndmou bazi. Sou-
bor nebo soubory fragmentd se potom musi rozdd&lit podle ve-
likosti pro obdrZeni informace o sekvenci. Rozdéleni podle
velikosti se obvykle uskutediiuje gelovou elektroforézou
S vysokym rozliSenim, kterd musi byt schopna od sebe odlisit
velice velké fragmenty, které se svou velikosti nelisi
0 vice neZ o jeden nukleotid. P¥es mnoh& vyznamna zlepseni,
jako jsou separace s kapilarnim uspo¥adanim a pouzZiti nege-
lovych elektroforetickych separadnich médii, tento zptsob
S&m o sobé nezajiituje snadnou minituarizaci &i paralelni

provadéni ve velkém mé¥itku.




Jako alternativa ke zplUsobim sekvenovdni DNA podle
Sangera bylo zkoumdno nékolik zpusoblG zvanych "bdze po bazi"
nebo zpusoby "jednotlivé baze", napfiklad Cheeseman, US
patent &. 5 302 509 Tsien a kol., mezindrodni patentova
p¥ihlaska WO 91/06678, Rosenthal a kol., mezinadrodni paten-
tova p¥ihl&ska WO 93/21340, Canard a kol., Gene, 148, 1-6
(1994) a Metzker a kol., Nucleic Acid Research, 22,
4259-4267 (1994). Tyto zpusoby lze charakterizovat stanove-
nim jednotlivého nukleotidu na cyklus chemickych &i bioche-
mickych operaci bez poZadavku separadniho kroku. Proto zpu-
soby "baze po bazi", pokud se mohou uskutednit podle pFed-
pokladu, nabizeji moZnost provadéni mnoha tisicd reakci
sekvenovani paralelné, nap¥iklad na cilovych polynukleoti-
dech p¥ipojenych k mikroddsticim nebo na uspo¥adanich na
pevné fazi, nap¥iklad mezindrodni patentovad p¥ihlaska
PCT/US95/12678 (WO 96/12039).

Nanestésti zplsoby sekvenéni analyzy "bdze po bazi"
nenalezly sSiroké uplatnéni vzhledem k Cetnym problémim, jako
jsou nedcinné chemické postupy, které znemoZhuiji stanoveni
vice neZz nékolika nukleotidl v Gplné operaci sekven&ni ana-
lyzy. Navic pfi zpasobech "baze po bdzi", které vyzZaduiji
enzymatické manipulace, vznikaji problémy s p¥istrojovym
vybavenim pro automatizované zpracovani. JestliZe se provadi
Fada enzymatickych krokl v reakénich komordch s vysokymi
poméry povrchu k objemu a p¥i malych rozmérech kandld, mohou
enzymy p¥ilnout k povrchu a tak zpusobit problémy p¥i promy-
vani a ndslednych krocich. Akumulace bilkovin téZ ovliviiuje
molekuldrni reporterové systémy, zejména ty, které uZivaji
fluorescenéni znacky a tim se stdvd interpretace mé&Feni
zaloZenych na téchto systémech obtiZnou a nevyhodnou. Tyto
a podobné obtiZe vyznamné zpomalily pouZiti zpusobl sekvend-




ni analyzy "bdaze po bazi" pro Gcely paralelniho sekvenovani.

Dilezity pokrok zplsobl sekvendni analyzy "baze po
bdzi" by se mohl dosd&hnout zejména v automatizovanych systé-
mech, pokud by byl k dispozici alternativni zplisob stanoveni
termindlnich nukleotidd v polynukleotidech, ktery by minima-
lizoval nebo eliminoval opakujici se cykly zpracovani

s pouzitim vice enzymi.

Podstata vyndlezu

P¥edmétem tohoto vynélezu je poskytnuti zpusobu
sekvenéni analyzy DNA, kterid nemd nevyhody soudasnych zpuso-
bl "bdze po bazi".

Dalsim cilem tohoto vyndlezu je poskytnout zpusob
sekvenéni analyzy DNA, ktery lze pouZit pro paralelni &i
soucasné aplikace na tisice fragmentl DNA pFitomnych v jedné
reakéni nadobé.

Dalsim cilem tohoto vyndlezu je poskytnout zpisob
sekvenéni analyzy DNA umoZiujici identifikaci termin&lni
¢asti cilového polynukleotidu s minimdlnim podtem enzymatic-
kych kroku.

DalsSim cilem tohoto vyndlezu je poskytnout soubor
kédovanych adaptort pro identifikaci sekvence vétiiho podtu
termindlnich nukleotidd v jednom nebo vice cilovych polynuk-
leotidech.

Tento vynadlez plni tyto zaméry poskytnutim zpisobu
sekvencni analyzy nukleovych kyselin na zakladé ligace
jednoho nebo vice soubord kédovanych adaptord na konec cilo-




vého polynukleotidu (nebo na konce vice cilovych polynukleo-
tidl, pokud jsou pouzity p¥i zpusobu paralelniho sekvenova-
ni). Kazdy kédovany adaptor zahrnuje vy&nivajici vlakno

a oligonukleotidovou znacdku vybranou z minimdlné zk¥iZené
hybridizujiciho souboru oligonukleotidd. Nastava ligace ké-
dovanych adaptorti, jejichZ vyénivajici vl&kna vytva¥eji do-
konale sparované duplexy s komplementdrnimi vyénivajicimi
vldkny cilového polynukleotidu. Po ligaci se stanovi identi-
ta a uspofdddni nukleotidl ve vy&nivajicich vldknech neboli
dojde k dekédovani specifickou hybridizaci komplementu zna-
Cené znacky s jeho odpovidajici znackou na navdzaném adapte-

ru.

JestliZe nap¥iklad kédovany adaptor s vycnivajicim
vlidknem ¢ty¥ nukleotidd 5'~AGGT vytva¥i dokonale sparovany
duplex s komplementdrnim vyénivajicim vliidknem cilového poly-
nukleotidu a navdze se, lze stanovit &ty¥i komplementarni
nukleotidy, 3'-TCCA, na polynukleotidu jedinec¢nou oligonuk-
letidovou znackou vybranou ze souboru 256 znadek pro kazZzdou
moZnou nukleotidovou sekvenci vyénivajicich vlidken. Komple-
menty znacek se aplikujli na navazané adaptory za podminek
umoZnujicich specifickou hybridizaci pouze téch komplementl
znacek, které vytvareji dokonale sp¥aZené duplexy (nebo
triplexy) s oligonukleotidovymi znadkami navazanych adapte-
rid. Komplementy znacek se mohou aplikovat individu&lné nebo
jako jedna &i vice smési pro urdeni identity oligonukleoti-

dovych znacek a tim i sekvenci vyénivajicich vldken.

Podle ddle uvedeného podrobnéjsiho vysvétleni lze
uzit kdédované adaptory v sekvenéni analyze bud (i) pro iden-
tifikaci jednoho &i vice nukleotidd jako kroku zpusobu, kte-
ry opakuje cykly ligace, identifikace a Stépeni, jak popisu-
je Brenner, US patent 5 599 675 a publikace PCT &. WO




95/27080 nebo (ii) jako zpisob identifikace "stand alone",
p¥i kterém se aplikuiji soubory kddovanych adaptoru na cilové
polynukleotidy takovym zplUsobem, Ze kazdy soubor je schopen
identifikovat nukleotidovou sekvenci jiné &asti cilového
polynukleotidu, coZ v dalSim ztélesnéni znadi, Ze se
sekvenéni analyza provadi s jednotlivou ligaci pro kazdy

soubor s né&slednou identifikaci.

DileZitou funkci kédovanych adaptord je pouZiti
oligonukleotidovych znadek, které jsou ¢leny minimadlné& zk¥i-
Zené hybridizujiciho souboru oligonukleotidl, jak se nap¥i-
klad popisuje v mezindrodnich patentovych p¥ihlaskach
PCT/US95/12791 (WO 96/12041) a PCT/US96/09513 (WO
96/41011). Sekvence ocligonukleotidl v takovém souboru se
1is8i od sekvenci kaZdého dal$iho &lena téhoZ souboru alespoil
o dva nukleotidy. Proto Z&dny c¢len tohoto souboru nemuZe
vytvad¥et duplex (¢i triplex) s komplementem nékterého jiného
¢lena s méné neZ dvéma p¥ipady chybného sparovani. Je vhod-
né, aby se kazdy ¢len minimdlné zk¥iZené& hybridizujiciho
souboru 1isSil od kazdého jiného ¢lena o co nejvétsi pocet
nukleotidd konzistentni s rozmérem souboru poZadovanym pro
dané pouZiti. JestliZe se nap¥iklad uzivaji deldi oligonu-
kleotidové znacky, jako Jjsou 12~ aZ 20-mery pro aplikaci
znacek na kdédované adaptory, potom je vhodné, aby byl rozdil
- mezi Eleny minimdlné zk¥iZené hybridizujiciho souboru vy-
znamné vysSS$i neZ dvé. Vhodnéjsi je, aby se kaZdy &len tohoto
souboru 1isil od kaZdého jiného ¢lena souboru alespoi o &ty-
¥i nukleotidy. JeSté vhodnéjsi je, jestliZe se kaZdy &len
takového souboru 1isi od kaZdého jiného ¢lena souboru
alespofi o Sest nukleotidu. Komplementy oligonukleotidovych
znacek podle tohoto vyndlezu se zde uvadéji jako "komplemen-

ty znacek".



Oligonukleotidové znacky mohou byt jednovldknové

a mohou byt zvoleny pro specifickou hybridizaci na jedno-
vldknové komplementy znacek vytvAFenim duplexd. Oligonukleo-
tidové znadky mohou téZ byt dvojvldknové a mohou se volit
pro specifickou hybridizaci na jednovldknové komplementy
znacek vytva&¥enim triplexd. Je vhodné, aby oligonukleotidové
znacky kédovanych adaptori byly dvojvidknové a jejich
komplementy znacek jednovldknové, takZe specifickd hybridi-
zace znacky s jejimi komplementy nastdva vytva¥enim triplex-

ni struktury.

Je vhodné, aby zpﬁsob podle tohoto vyndlezu zahrnoval
dva kroky: (a) ligaci kédovaného adaptoru na konec polynu-
kleotidu s podminkou, Ze adaptor md oligonukleotidovou znad-
ku zvolenou z minim&lné hybridizujiciho souboru oligonukleo-
tidd a vyénivajici vldkno komplementiarni k vyénivajicimu
vladknu polynukleotidu a (b) identifikaci jednoho &i vice
nukleotidd ve vyénivajicim vldknu polynukleotidu specifickou
hybridizaci komplementu znacdky s oligonukleotidovou znadkou

kédovaného adaptoru.

P¥ehled obrazku na vykresech

Obrazky 1A aZ 1lE zn&zoriiuji schematicky pouZiti kédo-
vanych adaptord pro stanoveni sekvenci termindlnich nukleo-

tidd vétsiho podtu znadenych polynukleotida.

Obrdzek 2 znazorhuje jev selfligace identickych poly-
nukleotidl zakotvenych na pevnou fazi.

Obrézek 3A zn&zorhnuje kroky preferovaného zpuisobu vy-
nidlezu, p¥i kterém se na cilovy polynukleotid navazuije dvoj-
vldaknovy adaptor majici blokovany uhlik 3-.




Qbrazek 3B znazornuje pouZiti preferovaného ztélesné-
ni zpUsocby sekvendni analyzy DNA postupnymi cykly ligace

a Stépeni.

Obréazek 4 znazorhnuje Gdaje ze stanoveni termindlnich
nuklectidd testovaného polynukleotidu s pouZitim zplsobu

podle tohoto vynalezu.

Obréazek 5 je schematickym zndzornénim pritokové komo-
ry a detekéniho za¥izeni pro pozorovani dvojrozmérného uspo-
Fadani mikrocastic s nanesenymi molekulami cDNA pro sekvend-
ni analyzu.

D&le se definuji pouZité pojmy.

Pojem "kédovany adaptor" se zde pouZiva jako synony-
mum s pojmem "kdédovana sonda" z Gdajl o prioritni p¥ihlasce
US patentu ser. ¢. 08/689 587.

Pojem "ligace", jak se zde uzivd, znamend vytvoF¥eni
kovalentni vazby mezi konci jednoho nebo vice (obvykle dvou)
oligonukleotidd. Tento pojem se obvykle vztahuje k vytvoF¥eni
fosfodiesterové vazby, které je vysledkem nasledujici reakce
obvykle katalyzované ligazou:

oligo (5')=-OP(0-)(=0)0 + HO-(3')oligo_-5'—»
oligol(S')-OP(O—)(=O)O-(3')oligoz—S'

kde oligo, a oligo, jsou bud dva ruzné oligonukleotidy nebo
ruzné konce téhoZ oligonukleotidu. Tento pojem zahrnuje ne-
enzymatické vytvo¥eni fosfodiesterovych vazeb stejné& tak
jako vytvo¥eni jinych neZz fosfodiesterovych kovalentnich




vazeb mezi konci oligonukleotidd, jako jsou fosforothioatové
vazby, disulfidové vazby a podobné. Reakce ligace je obvykle
¥izend templdtem v tom smyslu, Ze konce oligol a oligo_ se
p¥ivedou do juxtapozice specifickou hybridizaci s vlaknem
templdtu. 2Zvl&astnim p¥ipadem ligace Fizené templatem Jje
ligace dvojvldknovych oligonukleotidd s komplementdrnimi
vyénivajicimi vlakny.

"Komplement" nebo "komplement znacdky", Jjak se uziva
zde v odkazu na oligonukleotidové znacdky, znamend oligonu-
kleotid, s kterym se oligonukleotidova znadka specificky
hybridizuje s vytvo¥enim dokonale spdrovaného duplexu i
triplexu. Ve ztdlesnénich, ve kterych vede specifickd hybri-
dizace k triplexu, se miZe oligonukleotidovd znacka zvolit
jako dvojvldknovd nebo jednovlaknova. Proto je p¥i vytvoFfeni
triplexti pojem "komplement" minén tak, Ze zahrnuje bud dvoj-
vldknovy komplement jednovldknové oligonukleotidové znacky
nebe jednovliaknovy komplement dvojvldknové oligonukleotidové

znacky.

Pojem "oligonukleotid", jak se zde uZivad, zahrnuje
linearni oligomery p¥irozenych &i modifikovanych monomerd
nebo spojeni, vdetné deoxyribonukleosidd, ribonukleosidd,
jejich anomernich forem, peptidovych nukleovych kyselin
(PNAs) a podobné&, schopné specifické vazby na cilovy poly-
nukleotid zplisobem pravidelného uspo¥adani interakci mezi
monomery, jako je Watsonav-Crickiv typ parovani bazi,
staking bazi, Hoogsteenovy ¢i reverzni Hoogsteenovy typy
parovani bazi a podobné&. Monomery se obvykle spojuji fosfo-
diesterovymi vazbami nebo jejich analogy s vytvofenim oligo-
nukleotidd o rozmérech nékolika mdlo monomernich Jjednotek,
nap¥iklad 3 a% 4, aZ nékolika desitek monomernich jednotek,
nap¥iklad 40 aZ 60. P¥i zndzornéni oligonukleotidu sekvenci




pismen, jako je "ATGCCTG", se rozumi, Ze tyto nukleotidy
jsou v pofadi 5'—> 3' zleva doprava a Ze "A" znaci deoxyade-
nosin, "C" znac¢i deoxycytidin, "G" znaci deoxyguanosin a "T"
znac¢i thymidin, pokud se neuvddi jinak. Oligonukleotidy
podle tohoto vyndlezu obvykle zahrnuji &ty¥i p¥irozené
nukleotidy, avsak mohou téz zahrnovat jiné neZ p¥irozené
analogy nukleotidG. Pro toho, kdo md& zkuSenost v oboru, je
zFejmé, kdy lze pouZit nukleotidy p¥irozeného nebo jiného
pivodu, nap¥iklad v p¥ipadé poZadavkl na enzymatické zpraco-
vani se obvykle poZadulji oligonukleotidy obsahujici p¥iroze-
né nukleotidy.

Pojem "dokonale sparovany" p¥i odkazu na duplex zna-
mend, Ze poly- nebo oligonukleotidova vldkna vytvarejici
duplex poskytuiji takovou dvojvldknovou strukturu s jinymi
vlakny, Ze se kazdy nukleotid v kazdém vldknu podrobuije
Watsonovu-Crickovu pdrovani bdzi s nukleotidem v jiném v1&k-
né&. Tento termin téZ zahrnuje pdrovani nuklecosidovych analo-
gl, jako je deoxyinosin, nukleosidy s 2-aminopurinovymi ba-
zemi a podobné, které se mohou pouZit. P¥i odkazu na triplex
tento termin znamen&, Ze se triplex skl&4dd z dokonale sparo-
vaného duplexu a t¥etiho vldkna, ve kterém se kazdy nukleo-
tid podrobuje Hoogsteenové nebo reverzni Hoogsteenové asoci-~
aci se z&kladnim parem dokonale sp&rovaného duplexu. Opacné
"chybné sparovani" v duplexu mezi znadkou a cligonukleotidem
znamend, Ze se néktery pdr ¢i trojice nukleotidd v duplexu
¢i triplexu nepodrobil Watsonovu-Crickovu a/nebo Hoogsteeno-
vu a/nebo reverznimu Hoogsteenovu navazani.

Pojem "nukleosid", jak se zde uZiva, zahrnuje p¥iro-
zené nukleosidy vcetné forem 2'-deoxy a 2'-hydroxy, Jjak na-
pf¥iklad popisuji Kornberg a Baker, DNA Replication, 2. vyda-
ni (Freeman, San Francisco, 1992). Pojem "analogy" v odkazu
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na nukleosidy zahrnuje syntetické nukleosidy majici modifi-
kované zbytky bazi a/nebo modifikované zbytky cukru, jak po-
pisuje nap¥iklad Scheit, Nucleotide Analogs (John Wiley, New
York, 1980), Uhlman a Peyman, Chemical Reviews, 90, 543-584
(1990) a podobné, s jedinou podminkou, Ze jsou schopny spe-
cifické hybridizace. Tyto analogy zahrnuji syntetické nukle-
osidy urcené pro zvySovani vazebnych schopnosti, sniZovani

komplexity, zvySovani specifiénosti a podobné.

Pojem "stanoveni sekvence"™ nebo "stanoveni sekvence
nukleotidu", jak se zde uZiva v odkazu na polynukleotidy,
zahrnuije stanoveni éasteénéAéi Uplné informace o sekvenci
polynukleotidl. To znamend, Ze tento termin zajistuje
sekvenéni srovndvani, fingerprinting a podobné hladiny
informaci o cilovém polynukleotidu, stejné& tak jako vyslov-
nou identifikaci a uspo¥ddani nukleosidl, obvykle kaZdého
nukleosidu v cilovém polynukleotidu. Tento termin téZ zahr-
nuje stanoveni identifikace, uspo¥adani a umisténi jednoho,
dvou nebo t¥i ze &ty¥ typl nukleotidd v ramci cilového poly-
nukleotidu. V nékterych ztélesnénich se miZe nap¥iklad sta-
noveni sekvence provést identifikaci uspo¥ddani a umisténi
jednoho typu nukleotidu, napfiklad cytosint, v cilovém poly-
nukleotidu "CATCGA...", takZe jeho sekvenci lze zndzornit
bindrnim kédem, nap¥iklad "10010l1l..." pro "C-(nikoliv
C)-(nikoliv C)-C-(nikoliv C)~-C..." a podobné.

Termin "komplexita", jak se zde uZivd v odkazu na
skupinu polynukleotidl, znamen& pocet rdznych druhi molekuly
pfitomnych v této skupiné.

Dale se uvadi podrobny popis tohoto vynalezu.

Tento vyndlez zahrnuje ligaci adaptord specificky
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hybridizovanych s koncem nebo konci jednoho nebe vice cilo-
vych polynukleotidl. Sekvenéni informace o oblasti, kde na-
stdva specifickd hybridizace, se obdrZi "dekédovanim" cligo-
nukleotidovych znacek takto navdzanych kédovanych adaptorud.
V jednom aspektu tohoto vyndlezu jsou vicedetné soubory ké-
dovanych adaptort navdzany na cilovy peolynukleotid ve st¥i-
davé uspofadanych mistech Stépeni, takZe kdédované adaptory
zajistuji sekvencéni informaci pro kaZdou z vétiiho mnoZstvi
Casti cilového polynukleotidu. Takové &asti mohou byt rozpo-
jené, prekryvajici se nebo styc¢né, avsak p¥Fednostné jsou
tyto &asti stycné a spolec¢né umoiiuji identifikaci sekvence
nukleotidt rovné soudtu délek jednotlivych ¢asti. V tomto
aspektu existuje pouze jednotliva ligace kédovanych adaptoru
nidsledovanad identifikaci "dekédovanim" znacek navazanych
adaptoru. V dalSim aspektu tohoto vyndlezu se pouzivaji ké-
dované adaptory jako identifikac¢ni krok ve zplsobu zahrnuji-
cim opakované cykly ligace, identifikace a sStépeni, jak se

popisuje podrobnéiji nize.

V tomto druhém ztélesnéni vyuzZiva tento vyndlez nu-
kledz, jejichZ rozpoznavaci mista jsou oddé&lend od jejich
mist Stépeni. Takovymi preferovanymi nukledzami jsou re-
strikéni endonukledzy typu II. Tyto nukledzy se vyuZivaji
pro vytva¥eni vyénivajicich vléken cilovych polynukleotidi,
na kterd jsou navazany kédované adaptory. MnoZstvi sekvend-
nich informaci obdrZenych v daném ztélesnéni vyndlezu zavisi
Castec¢né na tom, kolik takovych nukledz se pouzZije, a na
délce vytvoF¥eného vyénivajiciho vl&kna p¥i Stépeni.

DileZitym aspektem tohoto vynalezu je schopnost para-
lelni sekvenéni analyzy mnoha cilovych nukleotidli. V tomto
aspektu zahrnuje zpusob podle tohoto vyndlezu nasledujici
kroky: (a) takové p¥ipojeni prvni oligonukleotidové znacky
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z repertodru znadek ke kazZdému polynukleotidu v populaci po-
lynukleotidl, Ze kaZdd prvni oligonukleotidova znacka z re-
pertodru se voli z prvniho minimdlné zk¥izZené hybridizujici-
ho souboru, (b) takové odebrani vzorku populace polynukleo-
tidd, Ze v podstaté vSechny rozdilné polynukleotidy v popu-
laci maji p¥ipojené rozdilné prvni oligonukleotidové znacky,
(¢) navdzani jednoho &i vice kédovanych adaptori ke konci
kazZdého z polynukleotidl v populaci, kde kaZdy kédovany
adaptor mé& druhou oligonukleotidovou znacdku zvolenou z dru-
hého minim&lné zk¥iZené hybridizujiciho souboru a vycnivaji-
ci vldkno komplementdrni k vyénivajicimu vldknu polynukleo-
tidu populace, (d) t¥idéni polynukleotidd populace specific-
kou hybridizaci prvnich oligonukleotidovych znadek s p¥i-
slusnymi komplementy, kde tyto p¥islusné komponenty jsou
pFipojeny jako jednotné populace vpodstaté identickych oli-
gonukleotidl v prostorové diskrétnich oblastech na jednom
nebo vice pevnych nosi¢ich a (e) identifikace jednoho nebo
vice nukleotidd v téchto vyénivajicich vldknech polynukleo-
tidd specifickou hybridizaci komplementu znacky s kazdou
druhou oligonukleotidovou znackou jednoho &i vice kédovanych
adaptoru. V tomto ztélesnéni miZe byt alespoinl jeden kddovany
adaptor pf¥ipojen na konec polynukleotidd bud pf¥ed t¥idénim
nebo po t¥idéni polynukleotidl na pevnych nosicich prvnimi
nukleotidovymi znadkami. V preferovaném ztélesnéni zahrnuji
kédované adaptory restrikéni misto endonukledzy typu II, coz
umozZiiuje odstépeni kédovanych adaptoru z polynukleotidd

a zkrédceni polynukleotidd po identifikaci sekvence.

V souladu s timto preferovanym zté&lesnénim tento zpi-
sob dale zahrnulje opakované cykly ligace, identifikace
a 3tépeni, takZe v kaZdém cyklu identifikuje alesponl jeden
nukleotid. PFednostné se identifikuji 2 aZ 6 nukleotidu
a v kazdém cyklu se stanovi jejich pofadi.
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Sekven&ni analyza bez cykld ligace a Stépeni

Sekvenéni analyza bez cykll ligace a Stépeni v
souladu s timto vyndlezem se ilustruje zté&lesnénim podle
obrazkl 1A aZ 1E. V tomto ztélesnéni se p¥ipravi k cilovych
nukleotidd, jak se popisuje niZe a jak téZ popisuje Brenner,
mezindrodni patentovd p¥ihlaska PCT/US95/12791 (WO 96/12041)
a PCT/US96/09513 (WO 96/41011).Vzorek se tedy odebira z
populace polynukleotidd konjugovanych s oligonukleotidovymi
znadkami oznadenymi malymi pismeny "t". Tyto znaCky se nékdy
nazyvaji polynukleotidové zﬁaéky pro t¥idéni nebo "prvni"
oligonukleotidové znadky. Konjugaty znacka-polynukleotid
vzorku se amplifikuji nap¥iklad polymerdzovou Fetézovou
reakci (PCR) nebo klonovanim s obdrZenim 1 aZ k populaci
konjugatd oznadenych (14)-(18) na obr. 1A. P¥ednostné se
konce konjugatll proti znadkdm "t" pFipravi pro ligaci
jednoho &i vice adaptorl, kde kaZdy obsahuje rozpoznavaci
misto pro nukledzu, jejiZz misto &tépeni je oddélené od mista
rozpozndvani. Ve zndzornéném ztdlesnéni se pouZivaji tyto
t¥i adaptory, které se zde udavaji jako "adaptory Stépeni”.
Podet té&chto pouZitych adaptort zavisi na nékolika faktorech
v&etné mnoZstvi poZadovanych sekvencnich informaci,
dostupnosti nukledz typu II s vhodnymi charakteristikami
dosahu a &tépeni a podobné&. P¥ednostné se pouzivad jeden az
t¥i adaptory 3tépeni a adaptory jsou vybrany tak, aby se
p¥izplsobily rdznym nukledzam typu II schopnym vytvafeni
vy&nivajicich vldken o nejméné &ty¥ech nukleotidech po
Stépeni.

JestliZe se metoda podle vyndlezu pouzivd pro charak-
terizaci sekvenovani populace cDNA, potom mohou byt konjugé-
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ty znacka-polynukleotid p¥ed ligaci na adaptory Stépeni Sté&-
peny restrikéni endonukledzou s vysckym vyskytem rozpoznéVa—
cich mist, jako je Tagq I, Alu I, HinPl1 I, Dpn II, Nla III

a podcbné. Pro enzymy, jako je Alu I, které odstupuji z tu-
pych koncl, se miZe st¥idavé uspo¥adany konec vytvoFit T4
DNA polymerdazou, jak nap¥iklad popisuje Brenner, mezindrodni
patentovd p¥ihlaska PCT/US95/12791 citovana vyse a Kuijper

a kel., Gene, 112, 147-155 (1992). JestliZe se cilové poly-
nukleotidy pF¥ipravi sStépenim s Tag I, potom jsou k dispozici

pro ligaci nasleduijici konce:

cgannnn ... -3
tnnnn ... -5

Exempldrni soubor t¥i adaptorli Stépeni se tedy miZe
vytvoFit nédsledujicim zpisobem:

(1) NN ... NGAAGA cgannnnnnnnnnnnnnnnnnn ... -3°
NN ... NCITCTGCp tnnnnnnnnnnnnnnnnnnn ... =5
(2) NN ... NGCAGCA cgannnnnnnnnnnnnnnnnnn ... =-3!

NN ... NCGTCGTGCp tnnnnnnnnnnnnnnnnnnn ... -5°Y

(3) NN ... NGGGA
NN ... NCCCTGCp

cgannnnnnnnnnnonnnnnnn ... =3°

tnnnnnnnnnnnnnnnnnnn ... =5!

kde se adaptory Stépeni (1), (2) a (3) oznacuji velkymi
pismeny s p¥isluSnymi rozpoznavacimi misty nukledz Bbs I,
Bbv I a Bsm FI podtrZenymi a 5' fosfatem oznaCenym jako "p".
Dvakrat podtrZené Casti cilového polynukleotidu oznacuji po-
lohy vyé&nivajicich vlaken po ligaci a Stépeni. Ve vdech p¥i-
padech je cilovy polynukleotid ponechdn s vyénivajicim v1ak-
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nem 5' ze &ty¥ nukleotidd. Mnohd ztélesnéni se mohou z¥ejmé
vytvo¥it s pouZitim rdznych poctld a typu nukledz. Jak disku-
tuje Brenner, US patent 5 599 675 a WO 95/27080, je vhodné,
aby p¥ed Stépenim byla vnit¥ni mista Bbs I, Bbv I a Bsm FI
blokovana, nap¥iklad methylaci, aby se zabranilo nezZadoucimu

Stépeni na vnit¥nich mistech cilového polynukleotidu.

P¥i navratu zpét ke zndzornénému ztélesnéni lze pozo-
rovat, Ze se adaptory Stépeni A_, A_ a A  navazuji (20)
v koncentradénim poméru 1:1:1 k cilovym polynukleotidim
s poskytnutim konjugatd zndzornénych na obr. 1B tak, Ze
v kazdé populaci konjugétﬁ‘énaéka-polynukleotid je zhruba
stejny poCet konjugdtl majicich p¥ipojené A_, A_ a A . Po
ligaci (20) se polynukleotidy postupné sStépi kazZzdou z nukle-
4z adaptoru Stépeni a navazuji na soubor kédovanych adapto-
ri. Nejprve se cilové polynukleotidy stépi (22) nukledzou
adaptoru Stépeni A  a poté se prvni soubor kédovanych
adaptort navazuje na vyslednd vyénivajici vldkna. Stépeni
vede zhruba k jedné t¥etiné polynukleotidd kaZdého typu, to
jest t_, t_,...t_ schopnych ligace. Preferuje se pouZiti ké-
dovanych adaptort jako jedné nebo vice smési adaptortd, které
spolec¢né& obsahuji kaZdou moZnou sekvenci vyénivajiciho vlak-
na. Reaké¢ni podminky se voli takovym zplUsobem, Ze se navazu-
ji pouze kédované adaptory, jejichZz vycnivajici vldkna vy-
tvd¥eji dokonale spdrované duplexy s vldkny cilového poly-
nukleotidu s vytvo¥enim kédovanych konjugatd (28), (30)
a (32) (obr. 1C). Velkd pismena "T" s indexy dole oznacuiji,
Ze kdédované adaptory pro znaceni nesou jedinec¢né oligonukle-
otidové znacky. Tyto oligonukleotidové znacky nesené kddova-
nymi adaptory se nékdy nazyvaji znadky pro zajisténi oznade-
ni kédovanych adaptorl nebo jako "druhé" oligonukleotidové
znac¢ky. Jak se popisuje podrobnéji niZe, jednovldknové oli-

gonukleotidové znacky uzivané pro t¥idéni p¥ednostné obsahu-
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ji pouze t¥i ze &ty¥ nukleotidd, takZe lze pouzit strippin-
govou reakci T4 DNA polymerdzy, nap¥iklad Kuijper a kol.
(citovano vyse), pro p¥ipravu cilovych polynukleotidd pro
naneseni na pevny nosi¢. Na druhé strané mohou oligonukleo-
tidové znacky uZivané pro zajisténi oznaceni obsahovat

vSechny ¢ty¥i nukleotidy.

Jak se uvadi vysSe, zahrnuji kédované adaptory vycni-
vajici vlakno (24) a oligonukleotidovou znac¢ku (26). Proto,
jestliZe Stépeni "A_" t -polynukleotidovych konjugata vede

k ndsledujicim koncum:

5'= ... nnnnnnnnn

3'- ... nnnnnnnnnacct

potom by oligonukleotidovad znac¢ka T_  mohla mit nasleduijici
strukturu (¢islo identifikace sekvence: 1):

tggattctagagagagagagagagagag -3
aagatctctectetectetetetete

kde mizZe byt dvojvlidknova Cast jednim ze souboru 48 (=12 po-
loh nukleotidu x 4 typy nukleotidu) dveojvl&knovych
20-mernich oligonukleotidovych znacek, ktery vytva¥i dokona-
le sparovany triplex s jedineénym komplementem znacky a vy-
tva¥i triplex nejméné s Sesti nespravnymi sparovanimi se
vSemi ostatnimi komplementy znacdek. Kédované adaptory v tom-
to p¥ikladu se mohou navazovat na cilové polynukleotidy

v jedné smési ¢i ve vice smésich o celkovém podtu 768 (3

X 256) &lenu. Kdédovany adaptor miZe p¥ipadné téZ zahrnovat
oblast vymezuijici vzdalenost, jak ukazuje p¥iklad popsany
vySe, kde sekvence 4 nukleotidd "ttct" slouzi jako vymezova-

ci oblast mezi vyénivaijicim vl&knem a oligonukleotidovou
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znackou.

Po ligaci prvniho souboru kédovanych adaptord (28),

(30) a (32) se polynukleotidové konjugdty Stépi (34) nukleéa-

zou adaptoru Stépeni A_ a poté se aplikuje druhy soubor ké-
dovanych adaptord pro vytvo¥eni konjugata (36), (38) a (40)
(obr. 1D). KonecCné se S$tépi konjugaty znacka-polynukleotid
(42) nukleadzou adaptoru Stépeni A a poté se aplikuje t¥eti
soubor kédovanych adaptoru pro vytvo¥eni konjugdtd (44),
(46) a (48) (obr. 1lE). Po dokonceni sledu Stépeni a ligaci
kédovanych adaptoru se smé&s nanese (50) na jeden nebo vice
pevnych nosicél prost¥ednictvim oligonukleotidovych znacek
t, aZ t_, jak se popisuje podrobné&ji niZe, a jak uvadi
Brenner, nap¥iklad PCT/US95/12791 nebo PCT/US96/09513.

JestliZe se analyzulje jednotlivy cilovy polynukleotid, potom

z¥ejmé neni t¥eba uZivat vice oligonukleotidovych znacek
t, t
podobny zbytek pro zakotveni konjugdtu adaptoru kédovaného

L1+t . V takovém zté&lesnéni lze pouzit biotin nebo
polynukleotidem a neni t¥eba Zadné t¥idéni. Také uspofadani
krokd Stépeni, ligace a naneseni na pevny nosié zavisi na

daném provadéném ztélesnéni. Nap¥iklad se mohou konjugdty

znacka-polynukleotid nejprve nanést na pevny nosi¢ s nasled-

nou ligaci adaptoru Stépeni, Stépenim a ligaci kédovanych
adaptord nebo se mohou napfed navdzat adaptory Stépeni

s ndslednym nanesenim S$tépenim a ligaci kédovanych adaptorud
atd.

Po navdzani kédovanych adaptorl na konce cilového po-

lynukleotidu v souladu s timto vyndlezem se okhdrzi sekvencéni

informace postupnou aplikaci komplementd oznacené znacky pro

immobilizované cilové polynukleotidy, bud jednotlivé nebo ve

smésich za podminek umoZiiujicich vytvo¥eni dokonale sparova-

nych duplexd a/nebo triplexi mezi nukleotidovymi znadkami
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kédovanych adaptord a jejich prislusSnymi komplementy znacky.
Podty a komplexita smési zdvisi na nékolika faktorech vcetné
typu systému uzitého pro oznaceni, délky c&asti, JjejichZz sek-
vence maji byt identifikovany, na tom, zda se pouZiji analo-
gy sniZujici komplexitu a podobné&. Pro ztélesnéni zndzornéné
v obrazcich 1A aZ 1lE se preferuje pouZiti jednotlivéhe fluo-
rescenéniho barviva pro oznaCeni kaZdého z 48 (=3 x 16)
komplementd znadek. Komplementy znadek se aplikuji individu-
41lné pro identifikaci nukleotidl kazdé cty¥nukleotidové Cas-
ti cilového polynukleotidu (to jest 4 komplementy znacdek na
kazdych 12 poloh pro celkové mnozstvi 48). Casti o rtznych
délkach budou z¥ejmé vyéadoﬁat razné pocty komplementl zna-
&ek, nap¥iklad v souladu s timto zt&lesnénim bude pétinukle-
otidova &ast vyZadovat 20 komplementd znacdek, dvojnukleoti-
dovid &ast bude vyZadovat 8 komplementd znacek, atd. Komple-
menty znadek se aplikuji za podminek dostatecné p¥isnych pro
to, aby se vytvo¥ily pouze dokonale sparované duplexy, méri
se signdly z fluorescenénich oznaceni na specificky hybridi-
zovanych komplementech znacek a komplementy znacek se vymyji
z kédovanych znadek pf¥ed aplikaci dals$i smési. 16 komplemen-
tl znadek odpovidad jeden po druhém ndsledujicim sekvencim

4-mernich casti cilové sekvence:

ANNN NANN NNAN NNNA
CNNN NCNN NNCN NNNC
GNNN NGNN NNGN NNNG
TNNN NTNN NNTN NNNT

kde "N" je kterykoliv z nukleotidd A, C, G nebo T. Proto se
¢ini &ty¥i oddélené dotazy pro kaZdou nukleotidovou polohu,
jeden pro kazdy typ nukleotidu. Toto zté&lesnéni zahrnuje
znaény stupen nadbytecnosti (pouzivd se celkem 16 komplemen-
td znacek pro identifikaci 4 nukleotidl) pro ziskani zvySené
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spolehlivosti stanoveni nukleotidu.

Alternativné lze aplikovat 12 sm&si 4 komplementd
znadek po sobé s pouzitim 4 spektrdlné rozlisitelnych fluo-
rescenénich barviv takovych, Ze mezi barvivy a typy nukleo-
tidu existuje vzdjemna p¥islusSnost jednoho barviva vaéi
jednomu nukleotidu. Nap¥iklad smés 4 komplementd znacek muze
identifikovat nukleotid "x" v sekvenci vy&nivajiciho vlakna
"nnxn", takZe prvni fluorescencni znacka se pozoruje, Jjest-
l1iZe x=A, druh& fluorescenéni znacka se pozoruje jestlizZe
x=C a t¥eti fluorescencni znacka se pozoruje, jestliZe x=G,
atd.

Dalsi sekvenéni informace lze obdrZet s pouZitim vysSe
popsaného ztélesnéni ve zpusobu analogickém zpuscbu
"multi-stepping®, ktery popisuje Brenner, mezindrodni paten-—
tovd prihlaska PCT/US95/03678 (WO 95/27080). V tomto ztéles-
né&ni Stvrty adaptor, ktery se zde uvadi jako "stepping
adaptor" se navdZe na konce cilovych polynukleotidd spolu
s adaptory &tépeni A , A a A_ V koncentraénim poméru
3:1:1:1. Tim se zhruba polovina p¥istupnych koncd navdze na
"stepping adaptor". Tento stepping adaptor zahrnuje rozpo-
znadvaci misto pro nukledzu typu II umisténé takovym zplso-
bem, Ze jeho dosah (definovany niZe) umozni &tépeni cilovych
polynukleotidl na konci stanovované sekvence prost¥ednictvim
adaptoru A, A, anA,. Nasleduje p¥iklad stepping adaptoru,
ktery se miZe pouZit s vySe popsanym scouborem adaptori Sté-

peni:

NN ... NCTGGAGA cgannnnnnnnnnnnnnnnnnn ... =3'
NN ... NGACCTCTGCp tnnnonnnnannonnnonnnnnn ... =5'

kde, podobné& jako vySe, rozpoznavacil misto nukledzy, v tomto
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pfipadé BpM I,‘je podtrZeno jednou a nukleotidy v misté Sté-
peni jsou podtrZeny dvakrat. Cilové polynukleotidy Stépené
nukledzou stepping adaptoru mchou byt navdzany na dals$i sou-
bor adaptord Stépeni A, A_ a A_, které mohou obsahovat roz-
pozndvaci mista nukledzy, kterd jsou stejnd nebo rozdilna od
téch, kterd jsou obsaZena v adaptorech Stépeni A, A_ a A,_.
To, zda se poZaduje zvétSeny soubor kdédovanych adaptord, za-
visi na tom, 2zda lze v signdlnim mé¥icim za¥izeni tolerovat
reakce Stépeni a ligace. JestliZe je, podcbné jakeo vysSe, po-
Zadavek na minimalizaci enzymatickych reakci ve spojeni

s mé¥enim signdlu, potom je t¥eba pouzit p¥idavné soubory
kédovanych adaptord. To znamend, Ze tam, kde se vyZaduje vi-
ce neZ 768 oligonukleotidovych znacek a komplementd znacek
se Sesti reakcemi Stépeni produkujicimi vyénivajici vlékna,
kazdé o &ty¥ech nukleotidech, poZaduje se 1536 oligonukleo-
tidovych znadek a komplementd znacek (24 smési, kaZdd po 64
komplementech znacek). Napfiklad adaptory Stépeni A_, A_
a A_ se stejnymi nukledzovymi rozpoznavacimi misty jako A_,
A, a A_, které by se mohly byt pouzit pro stepping adaptor
ukdzany vysSe Jjsou nasledujici:

(4) NN ... NGAAGACNN nnnnnnnnnnnnunnnnnn ... =3!'
NN ... NCTTCTGp nnnnnnnnnonounonnnnn ... =5°
(5) NN ... NGCAGCACNN nnnnnnnnnnnnnnnnnn ... =3
NN ... NCGTCGTGp nnnnnnnnnnonnnonnnnnun ... =57
(6) NN ... NGGGACNN | nnnnmnnnonnnnnnnnnn ... 3!
NN ... NCCCTGp nnnoannnnnnnnnunnnnnnn ... =5

kde jsou mista Stépeni oznac¢ena dvojitym podtrZenim. Adaptory
Stépeni A , A_ a A_ se pfednostné aplikuji jako smési, takze

je reprezentovano kaZdé dvojnukleotidové vycénivajici vlakno.
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KdyZ se kédované adaptory navazaly, pF¥ipravi se cilo-
vé polynukleotidy pro naneseni na pevné nosicée, p¥ednostné
mikrodastice, jak uvadi Brenner, mezindrodni patentova pri-
hlaska PCT/US95/12791 (WO 96/12041). Strucné FeCeno Jsou
ocligonukleotidové znadky pro t¥idéni uc¢inény jednovldknovymi
s pouzitim "stripping" reakce s T4 DNA polymerdzou, nap¥i-
klad Kuijper a kol. (citovano vySe). Jednovldknové oligonu-
kleotidové znadky se specificky hybridizuji a navazuji na
své komplementy znaek na mikrocasticich. Mikrodastice s na-
vAzanymi znadkami se poté analyzuji v p¥istroji, jak popisu-
je Brenner (citovédno vysSe), coZ umoZiiuje sekvencéni dodavku,
specifickou hybridizaci a odstranéni oznacenych komplementl

znacek.

Ve zté&lesnénich, ve kterych se kédované adaptory na-
vazuji na cilovy polynukleotid (nebo populaci cilovych poly-
nukleotidi) pouze jednou, existuje nékolik neenzymatickych
zpuisobl ligace ¥izenych templaty, které lze pouzit v souladu
s timto vyndlezem. Takové zpusoby ligace zahrnuji, avs3ak bez
omezeni na tyto p¥ipady, ty, které uvef¥ejnili Shabarova,
Biochimie, 70, 1323-1334 (1988), Dolinnaya a kol., Nucleic
Acids Research, 16, 3721-3738 (1988), Letsinger a kol., US
patent 5 476 930, Gryaznov a kol., Nucleic Acids Research,
22, 2366-2369 (1994), Kang a kol., Nucleic Acids Research,
23, 2344-2345 (1995), Gryaznov a kol., Nucleic Acids
Research, 21, 1403-1408 (1993), Gryaznov, US patent 5 571
677 a podobné. Neenzymatickd ligace se p¥ednostné provadi
zpusobem Letsingera a kol. (citovano vySe). V tomto zpUsobu
reaguje kédovany adaptor majici 3'-bromacetylovany konec
s polynukleotidem majici komplementarni vyénivajici vlakno
a thiofosforylovou skupinu na svém konci 5'. P¥iklad kédova-

ného adaptoru pouZivajiciho tento chemicky postup md nasle-
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dujici strukturu:

BrCH_ (=0)CNH~(B ) (B )_(B )_(B ) _-3'
3'-zB'B'B'B'B'(B')_(B')_(B')_-5'

kde B a B' jsou nukleotidy a jejich komponenty a z, r, s,

d a t se popisuji niZe. Symboly Br, C, H a N maji svij bé&zny
chemicky vyznam. Jak se vysvétluje v citacich vySe v reakeci
Fizené templaty, reaguje 3'-bromacetylovany oligonukleotid
spontanné s oligonukleotidem majicim 5'-thiofosforylovou
skupinu ve vodném prost¥edi s vytvo¥enim thiofosforylace-
tylaminového spojeni. Thiofosforylovd skupina se snadno p¥i-
pojuje k 5'hydroxylové skupin& cilového polynukleotidu zpra-
covanim T4 kindzou za p¥itomnosti adenosin~5'-0O-(l-thiotri-
fosfatu), to jest g-S-ATP, jak popisuje Kang a kol. (citova-
no vyse).

Sekvencni analyza s cykly ligace a Stépeni

Kédované adaptory lze pouZit p¥i zpusobu sekvendni
analyzy DNA zaloZeném na adaptorech zahrnujicim opakované
cykly ligace, identifikace a &tépeni, jako je zpusob, ktery
popisuje Brenner, US patent 5 599 675 a publikace PCT &. WO
95/27080. Struc¢né FeCeno obsahuje tento zplisob ndsledujici
kroky: (a) navdzani kédovaného adaptoru na konec polynukleo-
tidu, kde kédovany adaptor md mit nukledzové rozpoznavaci
misto nukledzy, jejiZ misto Stépeni je oddé&lené od tohoto
rozpoznavaciho mista, (b) identifikace jednoho &i vice nu-
kleotidl na konci polynukleotidld podle identity kédovaného
adaptoru, ktery je k nému navdzan, (c) Stépeni polynukleoti-
dl s nukledzou rozpoznavajici nukledzové rozpoznavaci misto
nukledzy kédovaného adaptoru, takZe se polynukleotid zkrati
0 1 nebo vice nukleotidd a (d) opakovani uvedenych krokl (a)
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aZ (c) aZ po stanoveni nukleotidové sekvence polynukleotidu.
P¥i identifikaénim kroku se ndasledné soubory komplementa

znacek hybridizuji s p¥isluSnymi znackami pFendSenymi kédo-
vanymi adaptory navdzanymi na konci cilovych polynukleotidi,
jak se popisuje vySe. Typ a sekvence nukleotidd ve vy&niva-
J
p
a souborem, ze kterého dany komplement znac¢ky pochdzi, jak

icich vl&knech polynukleotidd se identifikuji oznacenim
¥fendSenym specificky hybridizovanym komplementem znacky

Se popisuje vysSe.
Oligonukleotidové znacky a komplementy znadek

Oligonukleotidové znacky se pouZivaji pro ruzné Gcely
v preferovanych ztélesnénich tohoto vyndlezu. Oligonukleoti-
dové znacky se pouzivaji tak, jak popisuije Brenner, mezina-
rodni patentovd p¥ihlaska PCT/US95/12791 a PCT/US96/09513
(WO 96/12041 a WO 96/41011) pro t¥idéni velkych poltu poly-
nukleotidl, nap¥iklad nékolika tisic aZ nékolika set tisic
ze smé&si do jednotnych populaci identickych polynukleotidd
pro analyzu a dédle se pouZivaji pro dodadni oznaceni kédova-
nym adaptorum, jejichZ pocet je v rozmezi nékolika madlo de-
sitek aZ nékolika tisic. Pro prvni pouZiti se typicky poZa-
duji velké pocty &i repertodry znadek, a proto je syntéza
- jednotlivych oligonukleotidovych znadek problematicka.
V téchto ztélesnénich se preferuje syntéza znacdek. Na druhé
strané tam, kde se nevyZaduji mimo¥adné velké repertodry
znacek - jako p¥i dodani oznaceni kédovanym adaptorim - lze
oddélené syntetizovat oligonukleotidové znacky minim&lné

zk¥iZené hybridizujiciho souboru a mohou se téZ syntetizovat

kombinatoricky.

Jak popisuje Brenner (citovano vySe), nukleotidové
sekvence oligonukleotidd minimdlné zk¥iZené hybridizujiciho
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souboru se vyhodné vyhodnoti jednoduchymi pocitacovymi pro-
gramy, jako jsou p¥iklady programu, jejichz zdrojové kédy
jsou v dodatcich I a II. Podobné pocitadové programy se
snadno napidi pro vycet oligonukleotidd minim&lné zk¥iZené
hybridizujicich soubord pro kterékoliv ztélesnéni tohoto vy-
ndlezu. Tabulka I niZe poskytuje voditko, pokud jde o veli-
kost soubord minimd&lné zk¥iZené hybridizujicich oligonukleo-—
tidd pro uvedené délky a hodnoty rozdild mezi nukleotidy.
VySe popsané pocitacové programy byly pouZity pro generovani
hodnot.
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Minim&lné zk¥iZené hybridizujici soubory slov obsahujicich

cty¥i nukleotidy

Délka slova Nukleotido- Maximd&lni Velikost Velikost
oligonukleo- vy rozdil velikost repertodru repertodru
tidua mezi oligo-~ minimdlné se t¥emi se &ty¥mi
nukleotidy zk¥izené slovy slovy
minimélné hybridizu-
zk¥izené jiciho
hybridizu- éouboru
jiciho
souboru
4 3 11 1331 14 641
6 4 25 15 625 3,9x10°
6 5 4 64 256
8 4 225 1,14x107
8 5 56 1,75x10°
8 6 17 4913
12 8 62

Soubory obsahujici nékolik sto aZ nékolik tisic nebo

dokonce nékolik desitek tisic oligonukleotidd se mohou syn-

tetizovat p¥imo Fadou paralelnich syntetickych zpusobl, jak

nap¥iklad popisuje Frank a kol., US patent 4 689 405, Frank
a kol, Nucleic Acids Research, 11, 4365-4377 (1983), Matson
a kol., Anal. Biochem., 224, 110-116 (1995), Fodor a kol.,

mezindrodni patentovd p¥ihlaska PCT/US93/04145 (WO
93/22684), Pease a kol., Proc. Natl. Acad. Sci., 21,
5022-5026 (1994), Southern a kol., J. Biotechnology, 35,
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217-227 (1994), Brennan, mezin&rodni patentova p¥ihlaska
PCT/US94/05896 (WO 94/27719), Lashkari a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci., 92, 7912-7915 (1995) a podobné.

Komplementy znacek, at syntetizované kombinatoricky
¢i individudlné, se voli tak, aby mély podobné duplexni &i
triplexni stability jedna vic¢i druhé, takZe dokonale sparo-
vané hybridy maji podobné nebo v podstaté identické teploty
téni. To umoZiuje snadnéijsi odlisSeni nespr&vné sparovanych
komplementli znac¢ek od dokonale sp&rovanych komplementu zna-
ek pfi aplikaci na kédované adaptory, nap¥iklad promytim za
pEtisnych podminek. Pro kombinatoricky syntetizované komple-
menty znacek lze vytva¥et minim&lné zk¥iZené hybridizujici
soubory 2z podjednotek, které p¥inadseji zhruba ekvivalentni
pFispévky k duplexni stabilité jako kaZda jinéd podijednotka
ze souboru. Voditko pro provadéni téchto selekci poskytuji
uvefejnéné zplisoby selekce optimdlnich trimerd PCR a pro vy-
pocty duplexnich stabilit, nap¥iklad Rychlik a kol., Nucleic
Acids Research, 17, 8543-8551 (1989) a 18, 6409-6412
(1990), Breslauer a kol., Proc. Natl. Acad. Sci., 83,
3746-3750 (1986), Wetmur, Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol.,
26, 227-259 (1991) a podobné. KdyZ se poZaduji mensi pocty
oligonukleotidovych znacek, jako pro dodavku oznaceni kédo-
vanym adaptorlim, lze pouZit pocitacové programy dodatkl
I a IT pro vytvo¥eni a vypséni seznamu sekvenci minim&lné
zk¥iZené hybridizuijicich souboru oligonukleotidd, které se
pouZivaiji p¥imo (to jest bez vzdjemného zapojeni do "vét").
Takové seznamy se mohou podrobit dalsimu skreeningu ohledné
pfidavnych kriterii, jako je obsah GC, distribuce nesprav-
nych spdrovani, teoreticka teplota tdni a podobné pro vytvo-
Yeni p¥idavnych minim&lné zk¥iZené hybridizujicich soubori.

Pro krats$i znacky, nap¥iklad okolo 30 nukleotidd nebo
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méneé, se pro vypocet duplexni stability preferuije algoritmus
popsany Rychlikem a Wetmurem a pro del3i znadky, nap¥iklad
okolo 30 aZ 50 nukleotidd nebo vice, algoritmus uveFejnény
Suggsem a kol., str. 683 aZ 693 v Brown, redakce, ICN-UCLA
Symp. Dev. Biol., 23 (Academic Press, New York, 1981) lze

s vyhodou pouzit. Je z¥ejmé, Ze pro toho, kdo m& zkuSenost

v oboru vytvd¥eni souborl minimd&lné zk¥iZené hybridizuijicich
podjednotek v ramci tohoto vyndlezu, je k dispozici Fada
zpusobd. Napfiklad pro minimalizaci G&ink@ riznych energii
stakingu bdzi termindlnich nukleotidl p¥i tvorbé& podjedno-
tek je moZno zajistit podjednotky, které maji stejné termi-
nalni nukleotidy. Timto zplsobem bude p¥i vzdjemném spojeni
podjednotek soudet energii stackingu bazi vSech pF¥ipojenych
termindlnich nukleotidd stejny, &imZ se sniZuje &i eliminuje
variabilita teplot tani znadky.

Ve znacCkach o vice podjednotkdch lze téz p¥idat "slo-
vo" termindlnich nukleotidl ukdzané niZe kurzivou ke kaZdému
konci znacky, takZe se vZdy vytvori dokonalé sparovani mezi
nim a podobnym termindlnim "slovem", na kterémkoliv jiném
komplementu znadky. Takovd zvétSend znadka by byla ve formé:

kde W oznaCend ' znamenaji komplementy. P¥i koncich znadek
vytvafejicich vZdy dokonale sparované duplexy budou vSechna
nespravné sparovand slova vnit¥nimi nesprdvnymi sparovanimi,
¢imZ se sniZuje stabilita duplexu znadka-komplement, které
by jinak mély nespravné sparovand slova na svych koncich. Je
dobfe znamo, Ze duplexy s vnit¥nimi chybnymi sparovanimi
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jsou vyznamné méné stabilni neZ duplexy se stejnym chybnym

sparovanim na konci.

Pro oligonukleotidové znadky uZité pro t¥idé&ni jsou
preferovanym ztélesnénim minim&lné zk¥iZené hybridizuijicich
soubord soubory, jejichZ podjednotky tvo¥i az t¥i ze &ty¥
ptiroczenych nukleotidl. Jak bude diskutovédno podrobnéiji
nize, nepfitomnost jednoho typu nukleotidu v oligonukleoti-
dovych znackach umoczZiiuje naneseni cilovych polynukleotidd na
pevné nosice pouZitim exonukledzové aktivity 5'--3' DNA po-
lymerazy. Nasleduje p¥iklad minimd&lné zk¥iZené hybridizuji-
ciho souboru podjednotek, kde kazdd obsahuje ¢ty¥i nukleoti-
dy zvolené ze skupiny zahrnujici A, G a T:

Tabulka II
Slovo: w W 1 W
s =2 3 4
Sekvence: GATT TGAT TAGA TTTG
Slovo: w W w W
5 S 7 8
Sekvence: GTAA AGTA ATGT AAAG

V tomto souboru by kazdy ¢len vytva¥el duplex maijici t¥i

chybné sparované baze s komplementem kazdého jiného ¢lena.

Pro oligonukleotidové znacky pouzité pro zajisténi
oznaceni kdédovanych adaptord se pouzivaji vSechny &tyf¥i

nukleotidy.

Oligonukleotidové znacky podle tohoto vynédlezu a Jje-
jich komplementy se vyhodné syntetizuji na automatickém syn-
tetizatoru DNA, nap¥iklad Applied Biosystems, Inc. (Foster
City, California) model 392 nebo 394 DNA/RNA Synthesizer
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s pouZitim standardnich chemickych postupl, jako je fosfor-
amiditovy postup uve¥eijnény napfiklad v Beaucage a Iyer,
Tetrahedron, 48, 2223-2311 (1992), Molko a kol., US patent

4 980 460, Koster a kol., US patent 4 725 677, Caruthers

a kol., US patenty 4 415 732, 4 458 066 a 4 973 679 a podob-
né. Alternativni chemické postupy vedouci nap¥iklad k nep¥i-
rozenym skupindm hlavniho Fetézce, jako u peptidovych nukle-
ovych kyselin (PNA), N3'=-»P5' fosforamidatd a podobné lze
téZ pouZit. V nékterych ztélesnénich mohou znadky obsahovat
pfirozené nukleotidy, které umoZiiuji zpracovani a manipulaci
pomoci enzymi, zatimco odpovidajici komplementy mohou obsa-
hovat nep¥irozené nukleotidové analogy, jako jsou peptidové
nukleové kyseliny &i podobné slouceniny, které napomdhaiji
vytvareni stabilné&jsSich duplext béhem t¥idéni. V p¥ipadé
znaCek uZitych pro zajisténi oznadeni kédovanych adaptoru
mohou byt oligonukleotidové znacky i komplementy znadek vy-
tvafeny z nep¥irozenych nukleotidd &i analogl s podminkou,

Ze ligace nastava bud chemicky nebo enzymaticky.

Dvojvldknové formy znacek se mohou p¥ipravit oddé&lené
syntézou komplementdrnich vldken s naslednym smichanim za
podminek, které umoZiiuji tvorbu duplext. Alternativné lze
dvojvlédknové znacky vytva¥et nejprve syntézou jednovldknové-
ho repertoaru spfaZeného do znamé sekvence oligonukleotidd,
ktera slouzi jako vazebné misto primerti. Druhé vlakno se
poté syntetizuje kombinaci jednovlaknového repertodru s pri-
merem a prodlouZenim pomoci polymerdzy. Tento daldi zpusob
popisuje Oliphant a kol., Gene, 44, 177-183 (1986). Tyto
duplexni znacky se potom mohou vkladat do klonujicich vekto-
ri spolu s cilovymi polynukleotidy pro t¥idéni a manipulaci
cilového polynukleotidu v souladu s timto vynalezem.

KdyZ se pouZivaji komplementy majici aZ ¢ty¥i nukleo-
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tidy, které maji zvySené vazebné vlastnosti, jako PNA nebo
fosforamidaty oligonukleotidu N3'--P5', lze t¥idéni provadét
vytva¥enim smyéek D mezi znackami obsahujicimi p¥irozené
nukleotidy a jejich PNA nebo fosforamidatovymi komplementy
jako alternativa k "strippingové" reakci s pouzZitim 3'=e=e5!
exonukledzové aktivity DNA polymerdzy pro zajisténi jedno-
vldknové znacky.

Oligonukleotidové znacky pro t¥idéni mohou byt v roz-
mezi délek od 12 do 60 nukleotidl nebo pard bazi. P¥ednostné
jsou oligonukleotidové znac¢ky v rozmezi délek 18 aZ 40 nu-
kleotidd ¢i pard bazi. Jesta lepsi je rozmezi délek oligo-
nukleotidd od 25 do 40 nukleotidl ¢i pard bazi. Ve smyslu
preferovanych a jesté preferovanéjsich poétl podjednotek mo-

hou byt tato rozmezi vyjad¥ena ndsledujicim zpusocbem:
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Tabulka III

PoCty podjednotek znacek v preferovanych zt&lesnénich

Monomery Nukleotidy v oligonukleotidové znadce

v podijednotce (12~-60) (18-40) (25-40)
3 4-20 podijedn. 6~13 podjedn. 8-13 podijedn.
4 3-15 podijedn. 4-10 podijedn. 6-10 podjedn.
5 2~-12 podjedn. 3-8 podjedn. 5-8 podjedn.
6 2-10 podjedn. 3-6 podjedn. 4-6 podjedn.

Nejvhodnéjsi oligonukleotidové znadky pro t¥idéni jsou
jednovldknové a specifickd hybridizace nastava
Watsonovym—~Crickovym parovanim s komplementy znadek.

Dava se prednost repertoartm jednovlaknovych oligo-
nukleotidovych znacek pro t¥idéni, které obsahuiji alespoi
100 &lent, jesté vhodnéjsi jsou repertodary téchto znadek
obsahujici nejméné 1000 ¢lent a nejvhodné&jsi jsou repertoidry

téchto znacek obsahujici nejméné 10000 &lend.

Preferuji se repertodry komplementd znadek pro za-
jisténi oznaceni obsahujici alespoit 16 &lenl, vhodnéijsi re-
pertoary téchto znacek obsahuji alesponl 64 &lenu. Jesté
vhodnéjsi jsou tyto repertodry komplementd znadek obsahujici
16 az 1024 ¢lend, nap¥iklad poclet pro identifikaci nukleoti-
dd ve vy&nivajicich vlidknech v délce od 2 do 5 nukleotidu.
Nejvhodnéjsi jsou repertodry komplementd znadek obsahuijici
od 64 do 256 ¢lenl. Repertodry Zadanych rozméru se voli p¥i-
mym vytva¥enim soubord slov ¢i podjednotek o Zadaném rozmé-
ru, nap¥iklad pomoci pocitacovych programa dodatki I a II
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nebo se repertodry vytva¥eji generaci souboru slov, ktera se
potom pouZivaji v kombinatorické syntéze pro obdrZeni reper-
todru Zadaného rozméru. P¥ednostné je délka jednovlaknovych
komplementd znacek pro zajidténi oznadeni mezi 8 aZz 20.
Vhodnéjsi délka je mezi 9 aZ 15.

Triplexni znacky

Ve ztélesnénich, ve kterych nastdva specificka hybri-
dizace vytva¥eni triplexd, sleduji sekvence znalek stejné
principy jako p¥i znackach s vytva¥enim duplexli, aviak exi-
stuji dalsSi omezeni na volbu sekvenci podjednotek. Obecné& je
pfipojeni t¥etiho vlakna Hoogsteenovym zpiscbem vazby nej-
stabilnéjSi podél homopyrimidinovych-homopurinovych Feté&zcl
dvojvlaknového cilového nukleotidu. Obvykle vytva¥eji z&-
kladni triplety motivy T-A*T nebo C-G*C (kde "-" znadi
Watsonovo-Crickovo parovdni a "*" znac¢i Hoogsteentv zpusob
vazby), avSak jsou moZné i jiné motivy. Nap¥iklad Hoogstee-
nove parovani bazi umoZiuje paralelni a antiparalelni orien-
tace mezi t¥etim vldknem (Hoogsteenovo vldkno) a vldknem
duplexu bohatym na puriny, ke kterému se t¥eti vldkno vazZe
v z&vislosti na podminkdch a sloZeni té&chto vldken. V lite-
ratu¥e existuji rozs&hld voditka ohledné volby vhodnych
sekvenci orientace podminek typu nukleosidu (nap¥iklad, zda
se pouziji ribozové ¢i deoxyribozové nukleotidy), modifikaci
bédzi (nap¥iklad methylovany cytosin a podobné) pro maximali-
zaci &1 jinou regulaci triplexni stability podle poZadavku
jednotlivych ztélesnéni napfiklad Roberts a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci., 88, 9397-9401 (1991), Roberts a kol.,
Science, 258, 1463-1466 (1992), Roberts a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci., 93, 4320-4325 (1996), Distefano a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci., 920, 1179-1183 (1993), Mergny a kol.,
Biochemistry, 30, 9791-9798 (1991), Cheng a kol., J. Am.
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Chem. Soc., 114, 4465-4474 (1992),Beal a Dervan, Nucleic
Acids Research, 20, 2773-2776 (1992), Beal a Dervan, J. Am.
Chem. Soc., 114, 4976-4982 (1992), Giovannangeli a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 8631-8635 (1992), Moser

a Dervan, Science, 238, 645-650 (1987), McShan a kol., J.
Biol. Chem., 267, 5712-5721 (1992), Yoon a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci., 89, 3840-3844 (1992), Blume a kol., Nucleic
Acids Research, 20, 1777-1784 (1992), Thuong a Helene,
Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 32, 666-690 (1993), Escude

a kol., Proc. Natl. Acad. Sci., 93, 4365-4369 (1996)

a podobné. Podminky pro anelovani jednovlaknovych &i duplex-
nich znacek na jejich jednévléknové ¢i duplexni komplementy
jsou dob¥e znamy, nap¥iklad Ji a kol., Anal. Chem., 65,
1323-1328 (1993), Cantor a kol., US patent &. 5 482 836

a podobné. Pouziti triplexnich znacek p¥i t¥idéni ma vyhodu,
Ze se nepoZaduje "strippingovd" reakce s polymerdzou pro
expozici znadky pro anelovdni na jeji komplement.

P¥ednostné jsou oligonukleotidovymi znadkami podle
tohoto vyndlezu pouzivajicimi triplexni hybridizaci dvoij-
vlaknové DNA a odpovidajici komplementy znacdek jsou jedno-
vldknové. Jesté vhodnéji se pouziva 5-methylcytosin misto
cytosinu v komplementech znadek pro roz$i¥eni rozmezi stabi-
lity pH triplexu vytva¥eného mezi znadkou a jejim komplemen-
tem. Preferované podminky pro vytva¥eni triplexd se Gplné
popisuji ve vySe citovanych odkazech. Strudné ¥edeno nastava
hybridizace v koncentrovaném roztoku soli napfiklad v 1,0
M roztoku chloridu sodného, 1,0 M roztoku octanu draselného
nebo podobné p¥i pH pod 5,5 (nebo 6,5, pokud se pouZiije
S5-methylcytosin). Teplota hybridizace z4visi na délce a slo-
Zeni znacky, avSak pro 18- aZ 20-merni znadku &i delSi Jje
vhodnad hybridizace p¥i teploté mistnosti. Promyti se miZe
provadét s méné koncentrovanymi roztoky soli, nap¥iklad
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s 10 mM roztokem octanu sodného, 100 mM roztokem chloridu
ho¥e&natého, p¥i pH 5,8, pfi teploté mistnosti. Znadky se
mohou eluovat ze svych komplementd znadek inkubaci v podob-

ném roztoku soli p¥i pH 9,0.

Minimdlné zk¥iZené& hybridizujici soubory oligonukleo-
tidovych znacek vytvafejici triplexy se mohou generovat po-
¢itacovym programem dodatku II nebo podobnymi programy.
P¥iklad souboru dvojvldknovych 8-mernich slov je popsa&n niZe
velkymi pismeny s odpovidajicimi komplementy malymi pismeny.
Kazdé takové slovo se 1iSi od kaZdého jiného slova souborem

t¥i paru béazi.
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Priklady minim&lné zk¥iZené hybridizujicich souborld dvoj-

v1lidknovych 8-mernich znadek

5'-AAGGAGAG
3'-TTCCTCTC
3'=-ttcectete

5'-AAAAAAAA
3'-TTTTTTTT
3'-tttttttt

5'-AAAAAGGG
3'=-TTTTTCCC
3'=tttttecee

51'-AAAGGAAG
3'=-TTTCCTTC
3'-tttectte

5'-AAAGGGGA
3'-TTTCCCCT
3'-tttceceect

5'-AAGAGAGA

3'-TTCTCTCT

3'-ttctctet

5'~AGAAGAGG
3'-TCTTCTCC
3'=tcttectee

51'-AGAAGGAA
3'=-TCTTCCTT
3'=tcttectt

5'-AGAGAAGA
3'-TCTCTTCT
3'-tctcttet

5'-AGGAAAAG
3 '=-TCCTTTTC
3'-tcectttte

5'-AGGAAGGA
3'-TCCTTCCT
3'=-tcecttect

5'!'~-AGGGGAAA
3'-TCCCCTTT
3'-tceecttt

5'-AGGGGGGG
3'-TCceecce

3'=-tcececececcee

5'-GAAAGGAG
3'-CTTTCCTC
3'-ctttccte

5'-GAAGAAGG
3'=-CTTCTTCC
3'-cttcttee

5'-GAAGAGAA
3'=CTTCTCTT
3'-cttctett
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Tabulka V

Velikost repertodru riznych dvojvlaknovych znadek vytvareji-
cich triplexy s jejich komplementy znadek

Délka slova Nukleotido- Maxim&lni Velikost Velikost
oligonukleo- vy rozdil velikost  repertodru repertodru
tidua mezi oligo- minim&lné se &ty¥mi s péti
nukleotidy zk¥izené slovy slovy
minim&lné hybridizu-
zk¥iZené jiciho

hybridizu- souboru

jiciho
souboru
2 4096 3,2x10“
3 4096 3,2x10*
3 16 6,5x10* 1,05x10°
10 5 8 4096
15 5 92
20 6 768
20 7 484
20 8 189
20 9 30

Syntéza a struktura adaptort

Kédované adaptory a adaptory Stépeni se vhodnym zpa-
sobem syntetizuji na automatizovanych syntetizdtorech DNA
s pouZitim standardnich chemickych zpliscbi, jako jsou
fosforamiditové chemické postupy zvefejnéné nap¥iklad
v nédsledujicich odkazech: Beaucage a Iyer, Tetrahedron, 48,
2223-2311 (1992), Molko a kol., US patent &. 4 980 460,




.
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Koster a kol., US patent &. 4 725 677, Caruthers a kol., US
patenty &. 4 415 732, 4 458 066 a 4 973 679 a podobné.
Alternativni chemické zplisoby vedouci nap¥iklad k jinym neZ
pfirozenym skupindm zdkladniho Fetézce, jako jsou fosforo-
thioatové, fosforoamidatové a podobné, se mohou téZ pouZit
s podminkou, Ze vysledné oligonukleotidy jsou kompatibilni
s ¢inidly ligace a/nebo 3tépeni v daném zté&lesnéni. Obvykle
se po syntéze komplementdrnich vldken tato vldkna kombinuji
s vytvofenim dvojvldknového adaptoru. Vyénivajici vldkno

z kédovaného adaptoru se miZe syntetizovat jako takovd smés,
Ze ve vy€nivajici C4sti je zastoupena kaZdd moZna sekvence.
Tyto smési se snadno p¥ipravuji dob¥e znamymi zplsoby, na-
pEiklad jak popisuje Telenius a kol,m Genomics, 13, 718-725
(1992), Welsh a kol., Nucleic Acids Research, 19, 5275-5279
(1991), Grothues a kol., Nucleic Acids Research, 21,
1321-1322 (1993), Hartley, evropskd patentovd p¥ihl&ska
90304496.4 (publikace EP ¢. 395398) a podobné&. Obecné& tyto
techniky jednoduSe vyZaduji aplikaci smési aktivovanych mo-
nomeru na rostouci oligonukleotidy b&hem krokl spojovani,
pokud se poZaduije uvedeni vétsSiho podtu nukleotidd. Jak se
diskutuje vySe, v nékterych zté&lesnénich se miZe poZadovat
sniZeni komplexity adaptorlti. Toho lze dos&hnout s pouZitim
analogl snizujici komplexitu, jako je deoxyinosin,
2-aminopurin ¢i podobné&, jak se popisuje v Kong Thoo Lin

a kol., Nucleic Acids Research, 20, 5149-~5152 nebo US patent
¢. 5 002 867, Nichols a kol., Nature, 369, 492-493 (1994)

a podobné.

V nékterych ztélesnénich se miZe poZadovat syntéza
kédovanych adaptori nebo adaptorud &tépeni jako jednoduchého
polynukleotidu obsahujiciho self-komplementdrni oblasti. Po
syntéze se self-komplementdrni oblasti aneluji s vytvoFenim
adaptoru s vyénivajicim vlidknem na jednom konci a jednovldk-
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novou smyckou na druhém konci. V téchto ztélesnénich muZe
oblast smy¢ky prednostné obsahovat 3 aZ 10 nukleotid@i nebo
Jinych srovnatelnych vazebnych zbytkd, napriklad alkyl-
etherovych skupin, jak uvadi US patent &. 4 914 210. Jsou
dostupné mnohé zpisoby pro pfipojeni reaktivnich skupin

k badzim nebo internukleosidovym spojenim pro oznacdeni, jak
se diskutuje v odkazech citovanych nize.

PFi pouziti konvenénich ligdz v tomto vynalezu, jak
se popisuje podrobnéji niZe, miZe byt v nékterych ztélesné-
nich konec adaptoru 5' fosforylovan. 5' monofosfat se muze
pripojit ke druhému oligonukleotidu bud chemicky nebo enzy-
maticky pomoci kindzy, napriklad Sambrook a kol., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydani (cCold Spring Harbor
Laboratory, New York, 1989). Chemickou fosforylaci popisuji
Horn a Urdea, Tetrahedron Lett., 27, 4705 (1986) a &inidla
pro provedeni uverejnénych zplsobi jsou komeréné dostupna,
jako napriklad 5' Phosphate—ONTM od Clontech Laboratories
(Palo Alto, Kalifornie).

Kdédované adaptory podle tohoto vyndlezu mohou mit né-
kolik ztélesnéni v zavislosti napriklad na tom, zda se po-
uzivaji jednovldknové nebo dvojvlaknové znacky, zda se po-
uzivd vétsi pocet znacek, zda se pouZiva vyénivajici vlakno
5' nebo 3', zda se pouziva blokovaci skupina 3' a podobné.
Vzorce pro nékolik ztélesnéni kédovanych adaptori se udavaji
niZe. Preferované struktury kédovanych adaptord s pouzitim
jednovlaknové znaéky jsou nasledujici:

5'=-p(N) (N ) (N (N ) (N )¢=3"
Z(N' ) (N') g (N) =5
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nebo

P(N ) _(N ) (N ) _(N ) -3
3'-2(N) _(N')_(N')_(N')_-5'

kde N je nukleotid a N' je jeho komplement, p je fosfitova
skupina, z je 3' hydroxylovd nebo 3' blokujici skupina, n je
celé ¢islo mezi 2 a 6 véetn&, r je celé &islo vét3i neZ nebo
rovné nule, s je celé &islo, které je bud mezi 4 aZ 6, pokud
ma adaptor nukledzové rozpozndvaci misto nebo 0, pokud ne-
existuje nukledzové rozpoznavaci misto, g je celé &islo
vétsSi neZ nebo rovné 0 a t je celé &islo mezi 8 a 20 véetn&.
Jesté vhodnéjSi je n 4 nebo 5 a t mezi 9 a 15 véetné&. Pokud
kédovany adaptor obsahuje nukledzové rozpozndvaci misto,
voli se oblast "r" nukleotidovych pard takovym zpusobem, Ze
se pFedem urceny pocet nukleotidu oditépuje od cilového
polynukleotidu, kdyZ se pouZivd nukledzové rozpoznavaci
misto. Rozmér "r" v konkrétnim zté&lesnéni z4&visi na dosahu
nukleazy (ve smyslu definovaném v US patentu 5 599 675 a WO
95/27080) a na pocétu nukleotidd, které maji byt oditépeny od
cilového polynukleotidu. P¥ednostné je r mezi 0 a 20, jesté
lépe je r mezi 0 a 12. Oblast "g" nukleotidovych parad je
segment vymezujici vzddlenost mezi nukledzovym rozpoznavacim
mistem a oblasti znacky kédované sondy. Oblast "g" nukleoti-
du miZe zahrnovat dal3i nukledzova rozpoznavaci mista ozna-
¢ujici zbytky generujici signdal &i podobné&. Jednovl&knovy
oligonukleotid o "t" nukleotidech je "t-merni" oligonukleo-
tidova znacka zvolend z minimdlné zk¥iZené hybridizujiciho
souboru.

Skupina blcokujici 3'"z" miZe mit ruzné formy a miZe
zahrnovat téméf¥ jakoukoliv chemickou sloZku, kterd zabranuije
ligaci a ktera neinterferuje s ostatnimi kroky tohoto zpuso-
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bu, napfiklad s odstranénim vldkna s blokovanym 3', s ligaci
¢i podobné. Skupiny blokujici 3' zahrnuji nap¥iklad, avsak
nikoliv s omezenim pouze na tyto p¥ipady, atom vodiku (to
jest 3' deoxy), fosfatovou skupinu, fosforothiocatovou skupi-
nu, acetylovou skupinu a podobné. P¥ednostné je skupina blo-
kujici 3' fosfitovou skupinou vzhledem k vyhodé& p¥i pridava-
ni této skupiny béhem syntézy vlidkna s blokovanym 3' a vy-
hodnosti odstranovdni skupiny fosfatdzou pro dosaZeni schop-
nosti ligace vldkna pomoci ligdzy. Oligonukleotid majici
fosfat 3' se miZe syntetizovat s pouZitim zpisobu popsaného
v kapitole 12 v praci Eckstein, redakce, Oligonucleotides
and Analogues: A Practical Aﬁproach (IRL Press, Oxford,
1991).

Dalsi skupiny blokujici 3' jsou dostupné chemickymi
zpusoby vyvinutymi pro reverzibilni nukleotidy ukonéujici
Fetézec ve schématech sekvenovani baze po bazi, jak se na-
pfiklad popisuje v ndsledujicich odkazech: Cheeseman, US
patent 5 302 509, Tsien a kol., mezindrodni patentova p¥Fi-
hladska WO 91/06678, Canard a kol., Gene, 148, 1-6 (1994)

a Metzker a kol., Nucleic Acids Research, 22, 4259-4267
(1994). Zhruba ¥FeCeno umozZiuji tyto chemické zplisoby chemic-
ké &i enzymatické odstranovani specifickych blokovacich sku-
pin (obvykle majicich p¥ipojené oznadeni) pro vytvoFeni
volné hydroxylové skupiny na konci 3' zakladniho vlakna.

JestliZe z je skupina blokujici 3', je to fosfitova
skupina a dvojvldknova Cast adaptoru obsahuje nukledzové
rozpozndvaci misto nukledzy, jejiZ rozpoznavaci misto je

oddélené od jejiho mista Stépeni.

KdyZz se pouziji dvojvlaknové oligonukleotidové znac-
ky, které specificky hybridizuji s jednovlaknovymi komple-
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menty znacek s vytvo¥enim triplexnich struktur, preferuiji se
kédované znacky podle tohoto vyndlezu ve formé:

5'=p(N)_(N ) _(N )_(N )_(N ) _-3"
Z(N') _(N')_(N')_(N')_-5"

nebo

N )_(N )_(N ) _-3°
N (N')o-5"

Q@ Q

kde N, N',p, g, r, s, z a n se definuji vySe. V tomto zté-
lesnéni se preferuje t jako celé &islo v rozmezi 12 aZ 24.

Je zFejmé, Ze existuji p¥idavné struktury obsahuijici
elementy vySe popsanych zdkladnich ndvrhi, které jsou znamé
tomu, kdo m& zkusSenost v oboru. NapFiklad kdédované adaptory
podle tohoto vyndlezu zahrnuji ztélesnéni s vétsSim podtem
znacek, jako je:

5'=p(N)_(N ) _(N )_(N ) (N )_, ... (N)_ -3

Z(N') _(N') _(N')_(N')__ ... (N')_ -5

nebo
PN ) (N ) _(N ) (N )_ ... (N)_ =3
3'-z(N)_(N') _(N')_(N')_(N')_ ... (N')_ -5'

kde kdédovany adaptor zahrnuje k dvojvlaknovych znadek. Pre-
feruje se t = t_ = ... t_a k 1, 2 nebo 3.

OznacCovani komplementd znadek

RKomplementy znacky podle tohoto vyndlezu se mohou
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oznacovat riznymi zplsoby pro dekdédovani oligonukleotidové
znacky vcéetné p¥imého ¢i nep¥imého p¥ipojeni radicaktivnich
zbytkl, fluorescencnich zbytkd, kolorimetrickych zbytka,
chemiluminiscenénich zbytkl a podobné. Mnohé souborné refe-
raty o zpusobech znaceni DNA a tvorbé adaptord DNA poskytuiji
voditko pouZitelné pro tvorbu adaptoru podle tohoto vynédle-
zu. Tyto referity zahrnuji prace Matthews a kol., Anal.
Biochem., 169, 1~25 (1988), Haugland, Handbook of Fluores-
cent Probes and Research Chemicals (Molecular Probkes, Inc.,

Eugene, 1992), Keller a Manak, DNA Procbes, 2. vydani
(Stockton Press, New York, 1993) a Eckstein, redakce, Oligo-
nucleotides a Analogues: A Practical Approach (IRL Press,
Oxford, 1991), Wetmur, Critical Reviews in Biochemistry and
Molecular Biology, 26, 227-259 (1991) a podobné. Mnohé kon-
krétni zplsoby pouzZitelné pro tento vyndlez lze nalézt

v ndsleduijicich odkazech: Fung a kol., US patent 4 757 141,
Hobbs, Jr., a kol., US patent 5 151 507, Cruickshank, US
patent 5 091 519 (syntéza funkcionalizovanych oligonukleoti-
dd pro p¥ipojeni reporterovych skupin), Jablonski a kol.,
Nucleic Acids Research, 14, 6115-6128 (1986) (konjugaty
enzym-oligonukleotid), Ju a kol., Nature Medicine, 2,
246-249 (1996) a Urdea a kol., US patent 5 124 246 (rozvet-
vené DNA). Mista pF¥ipojeni oznacujicich zbytkd nejsou kri-
tickd s podminkou, Ze tato oznaceni neinterferuji s kroky
ligace a/nebo Stépeni.

Preferuje se pouziti jednoho nebo vice fluorescendé-
nich barviv pro oznac¢eni komplementd znacky, jak nap¥iklad
uve¥ejiiuje Menchen a kol., US patent 5 188 934, Bergot
a kol., mezindrodni patentovd p¥ihldska PCT/US90/05565 (WO
91/05060). Pojem "zbytek vytva¥ejici fluorescenc¢ni signdal"
tak, jak se zde pouziva, znaci signadlni prost¥edky p¥enasSe-
jici informaci prost¥ednictvim vlastnosti absorpce a/nebo




.
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emise fluorescence jedné &i vice molekul. Tyto fluorescendni
vlastnosti zahrnuji intenzitu fluorescence, dobu trvani
fluorescence, emisni spektrdlni charakteristiky, p¥enos

energie a podobné.
Ligace adaptori a zabranéni self-ligaci

V souladu s preferovanym ztélesnénim tohoto vyndlezu
se navazuji adaptory Stépeni na konce cilovych polynukleoti-
du pro p¥ipravu té&chto koncd pro p¥ipadnou ligaci kédovanych
adaptori. Ligace se p¥ednostné provadi enzymaticky s pouZi-
tim ligazy pfi standardnim zplsobu. Mnohé ligdzy jsou znamé
a jsou vhodné pro pouZiti v tomto vyndlezu, nap¥iklad
Lehman, Science, 186, 790-797 (1974), Engler a kol., DNA
Ligases, str. 3 aZ 30 v Boyer, redakce, The Enzymes, sv.

15B (Academic Press, New York, 1982) a podobné&. Preferované
ligazy zahrnuji T4 DNA lig&zu, T7 DNA lig&zu, DNA ligazu E.
coli, Taq ligdzu, Pfu lig&zu a Tth ligdzu. ZplUsoby jejich
pouziti jsou dob¥e znamy, nap¥iklad Sambrook a kol. (citova-
no vyse), Barany, PCR Methods and Applications, 1, 5-16
(1991), Marsh a kol., Strategies, 5, 73-76 (1992) a podobné.
Obecné poZaduiji ligazy p¥itomnost 5' fosfatové skupiny pro
ligaci na 3' hydroxylovou skupinu p¥iléhajiciho vldkna. To
se vyhodné zajisti alesponl pro jedno vliadkno cilového poly-
nukleotidu volbou nukledzy ponechavajici 5' fosfat nap¥iklad
jako Fok I.

Zv1astni problém miZe vzniknout p¥i zachdzeni s konci
polynukleotidd nebo s adaptory, které jsou schopné
self-ligace, jak zndzoriiuje obr. 2, kde jsou &ty¥nukleotido-
vad vyénivajici vldkna zakotvenych polynukleotidd navzdjem
komplementdrni (114). Tento problém je zvlasSté zavazny ve
ztélesnénich, ve kterych se analyzované polynukleotidy
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(112) prezentuji adaptorim jako jednotlivé populace identic-
kych polynukleotidd p¥ipojenych na pevny nosi& (110).

V téchto situacich se mohou volné konce zakotvenych polynu-
kleotidd zkroutit a vytvoFit spolu dokonale sparované duple-
Xy (116). Jsou-1li vlakna 5' koncl fosforylovand, polynukleo-
tidy se v p¥itomnosti ligdzy snadno spojuji. Analogicky
problém téZ existuje pro dvojvlaknové adaptory. Zejména
pokud jsou jejich vlakna 5' fosforylovina, miZe se vlakno

5' adaptoru navazovat na volnou hydroxylovou skupinu 3' nebo
na jiny adaptor, jakmile jsou nukleotidové sekvence jejich
vyénivajicich vldken komplementarni. Dojde-1i

k self-ligaci, nejsou pro analyzu &i zpracovani k dispozici
ani vyénivajici vldkna adaptoru ani vy&nivajici vldkna cilo-
vych polynukleotidl. To opét vede ke ztraté &i vymizeni
signdlu vyvolavanych jako odpovéd na spravné ligace adaptoru
s cilovymi polynukleotidy. Je-1li pravdépodobnost palindromo-
vého 4-meru vyskytujiciho se v n&hodné sekvenci stejnd jako
pravdépodobnost opakovaného paru nukleotidld (6,25 %), lze

u zpusobl zaloZenych na adaptoru pro sekvenovani de novo
oCekavat vysoky stupefl selhdni po nékolika cyklech nasledkem
self-ligace. JestliZe k tomu dojde, stadvd se dal$i analyza
polynukleotidu nemoZnou.

VysSe popisované problémy se mohou ¥edit provedenim
vynalezu v ndsledujicich krocich, které se zndzoriiuji na
obr. 3A pro pfiklad preferovaného zté&lesnéni: (a) ligace
(120) kédovaného adaptoru na konec polynukleotidu (122), kde
tento konec polynukleotidu m& defosforylovanou 5' hydroxylo-
vou skupinu a konec kédovaného adaptoru (124), ktery se ma
navazovat, md prvni vlakno (126) a druhé vldkno (128) a dru-
hé vlikno kédovaného adaptoru ma blokujici skupinu 3!

(130), (b) odstranéni blokujici skupiny 3' druhého vlakna po
ligaci, napfiklad promytim (132) nebo enzymatickym &i che-
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mickym odstranénim skupiny in situ, to jest zpracovanim fos-
fatdzou, pokud je blokujici skupinou fosfat, (c) fosforylace
(134) hydroxylové skupiny 5' polynukleotidu, (d) ligace
(136) druhého vldkna (142) majiciho neblokovany zbytek 3°
pro regeneraci kédovaného adaptoru (138) a (e) identifikace
(144) jednoho ¢i vice nukleotidd na konci polynukleotidu
identitou kédovaného adaptoru, ktery je k nému navidzan, na-
pfiklad fluorescenénim oznacenim (140) komplementu znacky.
Kédované adaptory a cilové polynukleotidy se mohou kombino-
vat pro ligaci bud Jjednotlivé nebo jako smési. Nap¥iklad
stejny Jjednotlivy druh adaptoru majiciho definovanou sekven-
ci se miZe kombinovat s jednotlivym druhem polynukleotidu
majiciho spolednou (a moZnd neznamou) nukleotidovou sekven-
ci, nebo jednotlivy druh adaptoru majiciho definovanou
sekvenci se miZe kombinovat se smési polynukleotidl, jakec Jje
vét3i mnoZstvi uniformnich populaci identickych polynukleo-
tidd p¥ipojenych k riznym pevnym nosidim ve stejné reakdéni
nadobé, jak popisuje nap¥iklad Brenner a kol. v mezindrodni
patentové p¥ihlasce PCT/US96/09513 (WO 41011) nebo smés ké-—
dovanych adaptord, zejména smési majici ruzné nukleotidové
sekvence ve svych vyénivajicich vldknech se mohou kombinovat
s jednotlivym druhem polynukleotidu, nebo smés kédovanych
adaptori se miZe kombinovat se smési polynukleotidd. KdyZ se
pouZivd pojem "adaptor" nebo "kédovany adaptor" v jednotném
¢isle, zahrnuje tento pojem smési adaptorud majicich ruzné
sekvence vyénivajicich vldken steijné jako jednotlivy druh
adaptoru majici stejnou sekvenci vyénivajicihoc vl&kna zpuso-

bem analogickym pouZiti pojmu "sonda®.

Kromé odstranéni tanim lze 3' deoxy odstranit z dru-
hého vlakna polymerdzovou "vyménnou" reakci popsanou
Kuijperem a kol., Gene, 112, 147-155 (1992), Aslanidisem
a kol., Nucleic Acid Research, 18, 6069-6074 (1990) a podob-
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né. Strucéné ¥edeno lze pouzit 5'--3' exonukledzovou aktivitu
T4 DNA polymerdzy a podobnych enzymd pro vyménu nukleotidi
v zdkladnim v1dkné s jejich trifosfatovymi protéijsky v roz-
toku nap¥iklad Kuijper a kol. (citovano vysSe). Touto reakci
miZe byt tedy 3' dideoxynukleotid vyménén za 2'-deoxy-3'-
~hydroxynukleotid z reakéni smési, kterd zajistulje moZnost
pFfipojeni druhého vl&kna na cilovy polynukleotid po zpraco-

vani polynukleotidovou kinazou.

Preferované ztélesnéni pouZivajici cykly ligace
a 3té&peni zahrnuje nasledujici kroky: (a) ligaci (220) kédo-
vaného adaptoru na konec pdiynukleotidu (222), kde tento ko-
nec polynukleotidu mé& defosforylovanou hydroxylovou skupinu
5!, konec dvojvldknového adaptoru, ktery se md& navazovat
(224), ma prvni vlidkno (226) a druhé vlidkno (228), druheé
vlidkno dvojvlidknového adaptoru mé skupinu blokujici 3!
(230) a dvojvlaknovy adaptor m& nukledzové rozpoznavaci mis-
to (250) nukledzy, jejiz rozpozndvaci misto je oddélené od
jejiho mista $tépeni, (b) odstranéni skupiny blokujici 3' po
ligaci, nap¥iklad vymytim z druhého vlédkna (232), (c) fosfo-
rylaci (234) hydroxylové skupiny 5' polynukleotidu, (d) 1li-
gaci (236) druhého vldkna (242) majiciho neblokovany zbytek
3' pro regeneraci dvojvldknového adaptoru (238) a nukledzové
rozpoznavaci misto (250), (e) identifikaci (244) jedncho ¢i
vice nukleotidld na konci polynukleotidu identitou navdzaného
adaptoru, (f) 3tépeni (252) polynukleotidu nukleazou, ktera
rozpozndva rozpoznavaci misto, takZe je polynukleotid zkréa-
cen o jeden nebo vice nukleotidl a rozpozndvaci misto Jje
umisténé ve zndzornéném adaptoru (224) takovym zpisobem, Ze
Stépeni (254) odstrafuje dva nukleotidy z polynukleotidu
(222), (g) defosforylaci (256) konce 5' polynukleotidu a (h)
opakovani (258) kroku (a) aZ (g).
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Obvykle se pFfed ligaci konce polynukleotidi, které se
maji analyzovat, pfipravi zpracovdnim jednou &i vice re-
strikénimi endonukledzami s obdrZenim pFedem urdenych Stépe-
ni, obvykle s vyé&nivajicimi vldkny 3' nebo 5', to jest
"lepkavé" konce. Takeova zpracovani obvykle zanechavaji fos-
forylovanid vlédkna 5'. PF¥ednostné se tyto fosforylované konce
5' defosforyluji zpracovanim fosfatdzou, jako je teleci
st¥evni alkalickd fosfatdza ¢i podobnym enzymem s pouZitim
standardnich zpusobl, jak popisuje Sambrook a kol., Molecu-
lar Cloning, druhé vydani (Cold Spring Harbor Laboratory,
New York, 1989). P¥i odstranéni fosfdtl 5' se stanou cilové
polynukleotidy neschopnymi ligace v p¥itomnosti ligazy. Krok
defosforylace p¥ednostné zanechavd volny hydroxyl 5°'.

Preferované nukledzy

"Nukledza" jako pojem uZivany v souladu s timto vyna-
lezem znamena kterykoliv enzym, kombinaci enzymd &i jinych
chemickych ¢inidel nebo kombinace chemickych &inidel a enzy-
mi, které p¥i aplikaci na navazany komplex, jak se podrobné-
ji diskutuije niZe, odS$tépuji navdzany komplex s poskytnutim
zvétSeného adaptoru a zkradceného cilového polynukleotidu.
Nukledza podle tohoto vyndlezu nemusi byt jednotlivym pro-
teinem nebo se skladat vyhradné z kombinace proteind. Klido-
vym rysem nukledzy nebo kombinace &inidel pouZivanych jako
nukledza je, Ze jeji (Jjejich) misto Stépeni je oddélené od
jejiho (jejich) rozpoznavacich mist. Vzddlenost mezi rozpoz-
navacim mistem nukledzy a jejim mistem Stépeni se zde bude
uvadét jako "dosah". Podle dohody se "dosah" definuje dvéma
celymi ¢isly, ktera poskytuiji poCet nukleotidd mezi rozpoz-
navacim mistem a hydrolyzovanymi fosfodiesterovymi vazbami
kazdého vlakna. Nap¥iklad vlastnosti rozpoznavani a Stépeni
Fok I se obvykle znazoriuji jako "GGATG(9/13)", nebot roz-
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pozndva a odpojuje dvojvlaknovou DNA nasledujicim zplisocbem

(Cislo identifikace sekvence: 2):

5'- ... NNGGATGNNNNNNNNN NNNNNNNNNN ...
3'- ... NNCCTACNNNNNNNNNNNNN NNNNNN ...

kde nukleotidy vyznacené polotuénym pismem jsou mista roz-
poznavani Fok I a N jsou libovolné nukleotidy a jejich
komplementy.

Je dileZité, aby nukledza Stépila cilovy polynukleo-
tid teprve, kdyz vytvo¥i komplex se svym rozpoznavacim
mistem. Nukledza p¥ednostné zanechdvd vy&nivajici vldkno na

cilovém poli nukleotidu po Stépeni.

P¥ednostné jsou nukledzy pouZivané v tomto vyndlezu
pfirozené proteinové endonukledzy (i), JjejichZ rozpoznavaci
misto je oddélené od mista Stépeni a (ii) jejichZz Stépeni
vede k vyénivajicimu vldknu na cilovém polynukleotidu. Nej-
vhodnéji se pouZivaji v tomto vyndlezu restrikéni endonukle-
azy t¥idy II, jak popisuje nap¥iklad Szybalski a kol., Gene,
100, 13-26 (1991), Roberts a kol., Nucleic Acids Research,
21, 3125-3137 (1993) a Livak a Brenner, US patent 5 093
245. P¥iklady nukledz t¥idy II pro pouZiti v tomto vynalezu
zahrnuji Alw XI, Bsm AI, Bbv I, Bsm FI, Sts I, Hga I, Bsc
AI, Bbv II, Bce fI, Bce 851, Bcc I, Bcg I, Bsa I, Bsg I, Bsp
MI, Bst 71 I, Ear I, Eco 571, Esp 31, Fau I, Fok I, Gsu I,
Hph I, Mbo II, Mme I, Rle AI, Sap I, Sfa NI, Taq II, Tth
111IT, Bco 51, Bpu AI, Fin I, Bsr DI a jejich isoschizomery.

Preferované nukleazy zahrnuji Bbv I, Fok I, Hga I, Ear
I a Sfa NI. Bbv I je nejvhodnéjsi nukleédzou.

P¥ednostné se p¥ed nukledzovymi kroky Stépeni, obvyk-




- 49 -~ OE

le na po&atku sekvenéni operace, zpracuje cilovy nukleotid
pro blokovani mist rozpozndvdni a/nebo mist Stépeni pouzité
nukledzy. To zabranuje nezédoucimu St&peni cilového polynu-
kleotidu nédsledkem ndhodného vyskytu nukledzovych rozpozna-
vacich mist uvnit¥ cilového polynukleotidu. Blokovani lze
dosdhnout rdznymi zplisoby v&etnd methylace a zpracovani
sekvenéné specifickych aptamert, DNA vazebnych proteint nebo
oligonukleotidll vytva¥ejicich triplexy. JestliZe se pouZiji
pEirozené proteinové endonukledzy, lze rozpoznavaci mista
vyhodné& blokovat methylaci cilového polynukleotidu kognéto-
vou methylazou pouZité nukledzy. To znamend, Ze pro vétsinu,
ne-li pro vSechny bakteridlni restrik&ni endonukledzy typu
B, existuje tak zvanad "kognidtova" methyldza, ktera methyluije
jejich rozpozndvaci misto. Radu takovych methyl&z popisuje
Roberts a kol. (citovédno vySe) a Nelson a kol., Nucleic
Acids Research, 21, 3139-3154 (1993) a jsou komerdné dostup-
né z ruznych zdroji, zejména od New England Biolabs
(Beverly, MA). Alternativné, pouZije~li se p¥i p¥ipravé ci-
lovych polynukleotidd pro sekvenovdni krok PCR, lze uzZit
5-methylcytosin béhem amplifikace takovym zplisobem, Ze se
pE¥irodni cytosin nahradi methylovanymi cytosiny v amplikonu.
Tento zplUsob md dals$i vyhodu eliminace nutnosti zpracovat
cilovy polynukleotid navdzany na pevny nosi& jinym enzymem.

Je z¥ejmé, Ze jedna z béZnych praxi v oboru by mohla
spojovat vlastnosti vySe popsanych ztélesn&ni pro vytvoFeni
dalsich zt&lesnéni v souladu s timto vyndlezem, ktera viak
nejsou vyslovné popsdna vyse.

Poskytuje se Fada souprav pro provedeni rdznych zt&-
lesnéni tohoto vyndlezu. Obecné soupravy podle tohoto vyna-
lezu zahrnuji kédované adaptory, adaptory Stépeni a komple-
menty oznacenych znadek. Soupravy ddle zahrnuji nukledzova
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€¢inidla, ligaé&ni &inidla a navody pro provadéni daného zta-—
lesnéni tohoto vyndlezu. Ve ztélesnénich pouZivajicich p¥i-
rozené proteinové endonukledzy a ligdzy se mohou uZivat 1i-
gazové pufry a nukledzové pufry. V nékterych p¥ipadech mohou
byt tyto pufry identické. Takové soupravy mohou téZ zahrno-
vat methyldzu a jeji reakdni pufr. PF¥ednostnéa soupravy téz
zahrnuji jeden nebo vice pevnych nosidd, nap¥iklad mikrodis-—
tic nesoucich komplementy znadky pro t¥idéni a zakotvovani
cilovych polynukleotidi.

P¥ipojovani znadek na polynukleotidy pro t¥idéni na pevnych
nosicéich

DileZitym aspektem tohoto vyndlezu je t¥idéni a pEi-
pojovani populaci polynukleotidli, nap¥iklad z knihovny cDNA
na mikrocdstice nebo na odd&lené oblasti na pevném nosidi
takovym zpusobem, Ze ka3da mikrodastice &i oblast mg v pod-
staté pouze jeden typ pEfipojeného polynukleotidu. Tohoto z&-
méru se dosdhne zaji&ténim toho, Ze v podstaté vSechny ruzné
polynukleotidy maji pfipojené rozdilné znacky. Tato podminka
je opét splnéna pouzitim vzorku plného souboru konjugata
znacka-polynukleotid pro analyzu. Je p¥ijatelné, aby iden-
tické polynukleotidy mély rozdilné znacky, nebot to pouze
vede k tomu, Ze stejny polynukleotid je zpracovan &i analy-
zovan dvakrdt v rlGznych mistech. Takové odebirani vzorka lze
provadét bud otev¥end - napriklad odebranim malého objemu
z vet3i smési - po pfipojeni znadek polynukleotidum (to lze
provést inherentné jako sekund&rni G¢inek zpusobu pouzitych
pro zpracovani polynukleotidd a znacek) nebo se miZe vzorek
odebrat jak otev¥fené tak v ramci inherentni &&sti kroka
zZpracovani.

PFednostné se p¥i tvorba knihovny cDNA, kde v podsta-
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té veskeré rozdilné cDNA maji rozdilné znadky, pouZiva re-
pertoar znacek, jejichZz komplexita &i po&et rozdilnych zna-
cek znacné prevySuje celkovy podet mRNA odebranych ze vzorku
butiky ¢i tkané. P¥ednostné je komplexita repertodru znadek
nejméné 10x vy$8i neZ populace polynukleotidl a jestéd lépe
je komplexita repertoaru znadek 100x vysSi ne? populace po-
lynukleotidlG. NiZe se uvefejfiuje zpusob tvorby knihovny cDNA
s pouZitim smési primeru obsahujici plny repertodr p¥Fikladud
znacek o deviti slovech. Takovd smés primerd obsahuijicich
znacky m& komplexitu 8° neboli okolo 1,34 x 10°. Jak ukazuji
Winslow a kol., Nucleic Acids Research, 19, 3251-3253
(1991), mRNA pro tvorbu knihovny se miZe extrahovat

z pouhych 10 aZ 100 savcéich bunék. JelikoZ jednotliva savdi
burika obsahuje okoloc 5 x 10® kopii molekul mRNA o zhruba

3,4 x 10* rUznych typech, lze standardnimi zpisoby izolovat
mRNA ze zhruba 100 buné&k neboli (teoreticky) okolo 5 x 107
molekul mRNA. Srovndni tohoto ¢isla s komplexitou smési pri-
meru ukazuje, Ze bez jakychkoliv dalSich krokd a dokonce
pfedpokladu, Ze se mRNA p¥evad&ji na cDNA s dokonalou G&in-
nosti (1% ucinnost nebo mensSi je p¥esnéjsi), zplisob tvorby
knihovny cDNA vede k populaci obsahujici ne vice nez 37 %
celkového poctu riznych znacek. To jest, bez jakéhockoliv
otevfeného kroku odbéru vzorkd vytva¥i zplsob inherentné
vzorek obsahujici 37 % nebo méné repertodru znacek. Pravdé-
podobnost obdrZzeni dvojice za téchto podminek je okolo 5 %,
coz je v preferovaném rozmezi. S mRNA z 10 bunék se redukuje
frakce repertodaru znacek na pouhych 3,7 % dokonce i za pFed-
pokladu, Ze vSechny kroky zpracovani nastivaji se 100% aéin-
nosti. Ve skuteCnosti jsou G&innosti krokt zpracovani pro
tvorbu knihoven cDNA velmi nizké (pravidlo palce), takZe
dobra knihovna by mé&la obsahovat okolo 10® klond cDNA z mRNA

extrahované z 10° savéich bunék.
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P¥i pouziti vétsSich poctd mRNA ve vyse popsaném zpl-
sobu nebo pro vétsSi mnoZstvi polynukleotidd obecné, kde po-
cet takovych molekul p¥ekraduje komplexitu repertodru zna-
¢ek, smés konjugdtd znadka-polynukleotid potencidlné obsahu-
je kazdé moZné parovani znadek a typl mRNA &i polynukleoti-
du. V téchto p¥ipadech lze provést otev¥eny odbér vzorku
odstranénim objemu vzorku po sériovém z¥edéni vychozi smési
konjugatld znacka-polynukleotid. Mira poZadovaného z¥edéni
z&visi na mnoZstvi vychoziho materidlu a Géinnostech kroku
zpracovani, kteréZto Gdaje lze snadno zjistit.

JestliZe se mRNA exﬁrahuje z 10° bunék (coz by odpo-
vidalo zhruba 0,5 ug poly(A)*RNA) a jsou-~li p¥itomny primery
zhruba v desetin&sobném p¥ebytku koncentrace - jak je tomu
v obvyklém zplUsobu, nap¥iklad Sambrook a kol., Molecular
Cloning, 2. vydani, str. 8.61 (10 ul 1,8 kb mRNA p¥i 1
mg/ml se rovna& zhruba 1,68 x 107** mold a 10 ul 18-merniho
primeru p¥i 1 mg/ml se rovnad zhruba 1,68 x 10~° mold) potom
by se celkovy pocet konjugatl znacka-polynukleotid v knihov-
né cDNA jednodusSe rovnal nebo byl mens$i neZ vychozi podet
mRNA nebo okeolo 5 x 10** vektord obsahujicich konjugaty
znacka-polynukleotid (to opét predpokladd, Ze kaZdy krok p¥i
tvorbé cDNA - syntéza prvniho vldkna a syntéza druhého v1ak-
na a ligace do vektoru - nastdvd s dokonalou Géinnosti), coZ
je velice konzervativni odhad. Skuteény podet je vyznamné
nizsi.

JestliZe je vzorek n konjugdtd znacdka-polynukleotid
ndhodné odebran z reakéni smési - coZ lze uskute¢nit odebri-
nim objemu vzorku, popisuije se pravdépodobnost odebrini kon-
jugdtd se stejnou znadkou Poissonovym rozd&lenim
P(r)=e tampdalampda)x/r  kde r je polet konjugdtd majicich
stejnou znacku a lambda = np, kde p je pravdépodobnost volby
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dané znacky. JestliZe n = 10° a p = 1/(1,34 x 10%), poton
lambda = 0,00746 a P(2) = 2,76 x 10-°. Vzorek jednoho milio-
nu molekul tedy poskytuje oCekavany podet dvojic dostatedné
v preferovaném rozmezi. Takovy vzorek se snadno obdrZzi na-
sledujicim zpusobem. P¥edpoklddejme, Ze 5 x 10> mRNA se do-
konale p¥evede na 5 x 10 vektorl s konjugaty znadka-cDNA
jako vloZkami a Ze v reak&énim roztoku o objemu 100 ul je

5 x 10™* vektori. Cty¥i desetindsobnd zFedé&ni se mohou pro-
vést pF¥enosem 10 ul z pGvodniho roztoku do nadoby obsahujici
90 ul p¥islusSného pufru, jako je TE. Tento zpisob se miZe
opakovat pro t¥i dalsi zF¥edéni pro obdrZeni 100 ul roztoku
obsahujiciho 5§ x 10° molekul vektord na ml. Alikvét 2 ul

Z tohoto roztoku poskytuje 10° vektoru obsahujicich konjuga-
ty znacka-cDNA jako vloZky. Tento vzorek se poté amplifikuje
pfimou transformaci kompetentni hostitelské bufiky s nasled-
nym péstovanim.

Jak se ovsem uvadi vySe, Zadny krok ve vySe popsaném
zpusobu neprobihd s dokonalou Géinnosti. Zejména pokud se
pouzivaji vektory pro amplifikaci vzorku konjugatd
znacka-polynukleotid, je krok transformace hostitele velice
nedcinny. Obvykle se vychytd hostitelem a replikuije ne vice
neZ 1 % vektorl. Proto by pro tento zplUsob amplifikace by
byla pozadovana dokonce niz3i z¥ed&ni k obdrzeni vzorku
o 10° konjugéatu.

Repertodr oligonukleotidovych znaek se miZe konjugo-
vat s populaci polynukleotidl rdznymi zplsoby vEetnd p¥imé
enzymové ligace, amplifikace, nap¥iklad prostfednictvim PCR
s pouZitim primerd obsahujicich sekvence znadek a podobné.
Pocatec¢ni krok ligace poskytuje zna&né velkou populaci kon-
jugdtl znacka-polynukleotid, takZe jednotliva znadka je
obecné pfipojena ke mnoha riznym polynukleotidim. AvSak, jak
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se uvadi vyse, odebréni dostateéné malého vzorku konjugatl
pravdépodobnost obdrZeni "dvojic", to jest stejnd znadka na
ruznych polynukleotidech se miZ%e udinit zanedbatelnou. Obec-
né ¢im vétsi vzorek, tim vyisi pravdépodobnost obdrZeni dvo-
Jjice. Proto nastdva otdzka volby mezi velkym vzorkem konju-
gatlu znadka-polynukleotid, ktery nap¥iklad zajiStuje ade-
kvatni pokryti cilového polynukleotidu v mnoha moZnostech
sekvenéni operace ¢i adekvatni reprezentaci rychle se méni-
ciho pilu mNRA a volbou malého vzorku zajistujiciho minim&l-
ni pocet pfitomnych dvojic. V Fadé ztdlesnéni p¥itomnost
dvojic pouze zvySuje p¥idavny zdroj Sumu nebo v pFipadé se-
kvenovani men$i komplikaci p¥i sniméni a zpracovani signalu
nebot mikroCastice poskytujici vice fluorescendnich signalu

se mohou prosté ignorovat.

Termin "v podstaté vsechny", jak se zde uZivid v odka-
Zu na znacky pF¥ipojované k molekulédm, zejména polynukleoti-
dum, ma& odrdZet statistickou povahu zplasobu odebrani vzorku
pro obdrZeni populace konjugdtl znadka-molekula, které
v podstaté neobsahuji dvojice. Smysl v podstaté& vSechny ve
smyslu skutec¢ného procentického podilu konjugdta
znacka-molekula zavisi na tom, jak se znadky pouZivaii.
P¥ednostné pro sekvenéni analyzu nukleovych kyselin v pod-
staté vSechny znamend, Ze alespoii 80 % polynukleotidd m&
p¥ipojené jedinecné znadéky. LepsSi je, pokud to znamend, Ze
alesporl 90 % polynukleotidd m& p¥ipojené jedine&né znadky.
Jesté lepsi je, JjestliZe to znamend, Ze alespoil 95 % poly-
nukleotidd md& pripojené jedine&né znadky a nejlepsi je,
pokud to znamend, Ze alespon 99 % polynukleotidli ma p¥ipoje-

né jedinec¢né znacky.

Je vhodné, jestliZe populace polynukleotidi obsahuije
informa¢ni RNA (mRNA), aby byly nukleotidové znadky spojeny
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reverzni transkripci mRNA se souborem primert pfednostné
obsahujicim komplementy sekvenci znadek. P¥iklad souboru ta-
kovych primerd by mohl mit nadsledujici sekvenci:

5'-mRNA-  [A]_ -3
[T], GCG[W,W,W,C]_ACCAGCTGATC-5'~biotin

kde "[W,W,W,C]g" pfedstavuje sekvenci oligonukleotidové
znacky o deviti podjednotkach, kazda ze Sty¥ nukleotidl

a "[w,W,W,C]" pFedstavuje vysSe popsané sekvence podjednotek,
to jest "W" pFedstavuje T nebo A. PodtrZené sekvence urcuiji
zvolenou restrikei endonukiéézového mista, které lze pouZit
pro uvolnéni polynukleotidu z p¥ipojeni na pevny nosié& bio-
tinem, pokud se pouZivd. Pro vyse popsany primer by mohl byt
komplement p¥ipojeny na mikrodastici ve formé

5'-[G,W,W,W,C]QTGG—linker-mikroééstice

Po reverzni transkripci se mNRA odstrani nap¥iklad
zZpracovanim RN&zou H a druhé vl1ikno cDNA se syntetizuije
napfiklad s pouZitim primeru v ndsledujici formé (€islo
identifikace sekvence: 3):

5!' -NRRGATCYNNN-3'

kde N je jeden z A,T,G nebo C, R je nukleotid obsahujici pu-
rin a Y je nukleotid obsahujici pyrimidin. Tento dany primer
VYtva¥i restrikéni misto Bst Y1 ve vysledné dvojvliknové
DNA, které spolu s mistem Sal I umoZifiuje klonovani do vekto-
ru napfiklad s misty Bam HI a Xho I. Po zpracovani Bst YT

a Sal I by byl tento p¥iklad konjugdtu ve formé:
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5'—RCGACCA[C,W,W,W]QGG[T]19— CDNA -NNNR
GGT[G,W,W,W]QCC[A]lg— rDNA ~NNNYCTAG-5"!

S konjugaty polynukleotid-znac¢ka lze potom zachizet pomoci
standardnich zpusobl molekuldarni biologie. Nap¥iklad vyse
popsany konjugat, ktery je ve skutednosti smési, se miZe na-
nést na komercné dostupné klonovaci vektory, nap¥iklad Stra-
tagene Cloning System (La Jolla, CA), p¥enést na hostitele,
jako jsou komercéné dostupné hostitelské bakterie, ktery se
potom péstuje pro zvysSeni mnoZstvi konjugati. Klonovaci
vektory se poté mohou izolovat s pouZitim standardnich zpu-
sobl, nap¥iklad Sambrook a“kol., Molecular Cloning, 2. vyda-
ni (Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1989). Alterna-
tivné lze pouZit pFislusné adaptory a primery takovym zpliso-
bem, Ze populaci konjugdti lze zvétSit pomoci PCR.

P¥ednostné, pokud se pouZije zplsob sekvenéni analyzy
zaloZeny na ligdze, klonuji se fragmenty zpracované Bst YI
a Sal I do vektoru zpracovaného Bam HI-/Xho I majiciho n&-

sledujici "single-copy" restrik&ni mista:

51 ~GAGGATGCCTTTATGGATCCACTCGAGATCCCAATCCA-3!
FokI BamHI XhoI

To pridavd misto Fok I, coZ umoZfiuje iniciaci sekvenovaciho

procesu, Kktery se podrobnéji diskutuije nize.

ZnaCcky mohou byt konjugovany s cDNA existujicich kni-
hoven standardnimi klonovacimi zpiscby. cDNA se vyFiznou ze
svého existujiciho vektoru, izoluji a navdZi na vektor obsa-
hujici repertodr znacek. P¥ednostné je vektor obsahujici
znacku linearizovan sStépenim dvéma restrikénimi enzymy,
takze vyfiznuté cDNA se mohou navdzat v p¥edem urcené orien-
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taci. Koncentrace linearizovaného vektoru obsahujiciho znad-
ku je v podstatném pFebytku nad linearizaci vloZek cDNA,
takZe ligace zajistuje inherentni odebirani vzorkl znadek.

Obecny zplUsob expozice jednovldknové znadky po ampli-
fikaci zahrnuje zpracovani konjugdtu obsahujiciho cilovy po-
lynukleotid s exonukledzovou aktivitou 5'--3' T4 DNA polyme-
razy nebo podobného enzymu. P¥i pouZiti v p¥itomnosti
jednotlivého deoxynukleosidtrifosfatu bude takova polymeréaza
Stépit nukleotidy od 3' ustupujicich koncli pFitomnych na
netemplatovém vldknu dvojvlaknového fragmentu aZ do dosaZeni
jednotlivého deoxynukleosidtrifosfatu na templatovém vldknu.
KdyZz se dosahne tohoto nukleotidu, reakce 5'--3' ve skuted-
nosti zanikne, nebot aktivita polymerdzy p¥iddvd nukleotidy
rychleji neZ je odstrafiuje aktivita pUsobici excisi. Nasled-
kem toho se jednovldknové znacky vytvofené t¥emi nukleotidy

snadno p¥ipravi pro naneseni na pevné nosice.

Tento zpusob se miZe téZ pouZit pro preferenéni
methylaci vnit¥nich mist Fok I cilového polynukleotidu s po-
nechanim jednotlivého mista Fok I na konci polynukleotidu
nemethylovaného. Nejprve se misto Fok I udini jednovldknovym
pouZitim polymer&zy s deoxycytidintrifosfatem. Dvojvlaknova
cast fragmentu se poté methyluje, nacdeZ se jednovldknovy ko-
nec obsadi DNA polymerdzou v p¥itomnosti vSech &ty¥ nukleo-
sidtrifosfatd, ¢imZ se regeneruje misto Fok I. Tento zpusocb
lze zF¥ejmé& zobecnit pro jiné endonukledzy neZ Fok I.

Po pfipravé oligonukleotidovych znadek pro specific-
kou hybridizaci, nap¥iklad tak, Ze se uéini jednovldknovymi,
jak se popisuje vySe, se smisi polynukleotidy s mikrodasti-
cemi obsahujicimi komplementarni sekvence znadek za podmi-
nek, které davaji pfednost vytvad¥eni dokonale sparovanych
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duplexli mezi znacdkami a jejich komplementy. V literatuFe
existuji rozsdhld voditka pro vytvo¥eni téchto podminek.
Pfiklady odkazu poskytujici tato voditka jsou Wetmur, Criti-
cal Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 26,
227-259 (1991), Sambrook a kol., Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, 2. vydani (Cold Spring Harbor Laboratory, New
York, 1989) a podobné. Pfednostné jsou hybridizacni podminky
dostateCné pFisné tak, aby se stabilni duplexy vytvoFily
pouze 2z dokonale sparovanych sekvenci. Za té&chto podminek se
mohou polynukleotidy specificky hybridizované svymi znadkami
navazovat na komplementarni sekvence p¥ipojené k mikrodasti-
cim. Konec¢né se mikroééstiée promyji pro odstranéni polynu-
kleotidd s nenavazanymi a/nebo chybné sparovanymi znadkami.

KdyZ se jako nosice pro syntézu pouZivaji mikrodasti-
ce CPG, je hustota komplementl znadek na povrchu mikrodastic
obvykle vy3si, neZ je t¥eba pro nékteré sekvenovaci operace.
To znamend, Ze ve zplUsobech sekvenovani, které vyZaduji na-
sledné zpracovani pfipojenych polynukleotidd ¥Fadou enzymi,
se mohou husté umisténé polynukleotidy snaZit inhibovat
pEistup relativné velkych enzymd k polynukleotidim. V té&chto
pEFipadech se polynukleotidy pFednostné misi s mikrodasticemi
takovym zpusobem, Ze jsou komplementy znadek p¥itomny ve
vyznamném p¥ebytku, nap¥iklad od 10:1 do 100:1 &i vice opro-
ti polynukleotidim. Tim se zaji&tuje, Ze hustota polynukleo-
tidd na povrchu mikro&astic neni tak vysocka, aby inhibovala
pfistup enzymi. P¥ednostné je prumérnd interpolynukleotidova
vzdalenost na povrchu mikrocdstice ¥4du 30 aZ 100 nm. Vodit-
ko p¥i volbé pomérd pro standardni noside CPG a Bollotiniho
kulic&ky (typ pevného sklenéného noside) lze nalézt v Maskos
a Southern, Nucleic Acid Research, 20, 1679-1684 (1992).
PFednostné se pro sekvencéni aplikace nand3i na standardni
kuliéky CPG o pruméru 20 aZ 50 um okolo 10° polynukleotidu
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a na glycidalmethakrylatové (GMA) kulidky, které lze obdriet
od Bangs Laboratories (Carmel, IN), o priméru 5 aZ 10 um se
nanasi nékolik desitek tisic polynukleotidli, nap¥iklad 4

x 10* aZz 6 x 10%.

V preferovaném ztélesnéni se komplementy znadek pro
t¥idéni syntetizuji na mikroc&sticich kombinatoricky, takZe
se na konci syntézy obdrZi komplexni smés mikrodastic, ze
které se odebird vzorek pro obsazeni cilovych polynukleoti-
di. Rozmér vzorku mikrodastic bude zdviset na nékolika fak-
torech véetné rozméru repertoaru komplementd znadek, povahy
pfistroje pouZitého pro pozbrovéni obsazenych mikrocastic,
napfiklad jeho kapacity, tolerance na vicedetné kopie mikro-
¢astic se stejnym komplementem znadky (to jest "dvoijice ku-
licek") a podobné. Nasledujici tabulka poskytuje voditko
ohledné rozméru vzorku mikrodastic, pruméru mikrodastic
a p¥ibliZnych fyzikdlnich rozmérd uspo¥adani mikrodastic

raiznych rozméri.




Prumér

mikrodastice 5 um
Maximdlni podet

nukleotidd na-

nesenych p¥i 1

na 10~*5np=

P¥ibliZnd plocha
monovrstvy 10°€

mikrocastic 0,45x0,45 cm

10 um

3x10°

1x1 cm

20 um 40 um
1,26x10° 5x10°
2X2 cm 4x4 cm

Pravdépodobnost, Ze vzorek mikro&astic obsahuje dany komple-

ment znacky, nebo je pfitomen ve vice kopiich, lze popsat

Poissonovou distribuci, jak ukazuje ndsledujici tabulka.
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Pocet mikro-
Castic ve vzor-
ku (jako zlomek

rozméru reper-
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Zlomek reper-
toaru komple-
mentd znacek

p¥itomnych ve

Z1lomek
mikrodis-—~
tic ve vzor-

ku s p¥ipo-

Zzlomek mikro-
castic ve
vzorku nesou-

cich stejny

todru), m vzorku, l-e™ jenym jedi- komplement
neénym komp- jako jedna ji-
lementem 'nd mikrocidstice
znacky ve vzorku ("dvo-
m(e™™)/2 jice kulicek")
m*(e™™)/2
1,000 0,63 0,37 0,18
0,693 0,50 0,35 0,12
0,405 0,33 0,27 0,05
0,285 0,25 0,21 0,03
0,223 0,20 0,18 0,02
0,105 0,10 0,09 0,005
0,010 0,01 0,01

Vysoce specifické t¥idéni a "panning"

Kinetika t¥idéni zavisi na rychlosti hybridizace oli-
gonukleotidovych znacek s jejich komplementy znadek, ktera

opét zavisi na komplexité znacek v hybridizacéni reakci. Pro-

to existuje kompromis mezi rychlosti t¥idéni a komplexitou

znacek takovy, Ze vzrust rychlosti t¥idéni lze dosdhnout na
Gcet sniZeni komplexity znacek GEastnicich se hybridizadéni

reakce. Jak se vykladd niZe, UGc¢inek tohoto vztahu lze zlep-

Sit pomoci "panningu".
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Specifiénost hybridizaci se miZe zvysit odebranim
dostatedné malého vzorku tak, aby bylo vysoké procento jedi-
nednych znadek ve vzorku a aby se nejbliZsi sousedni nebo
v podstaté vSechny znadky ve vzorku 1liSily alespon o dvé
slova. Tato posledni podminka se miZe splnit odebrinim vzor-
ku obsahujiciho podet konjugati znacka-polynukleotid okolo
0,1 % nebo ménéd velikosti pouZitého repertodru. JestlizZe
jsou nap¥iklad znadky vytvoFeny osmi slovy zvolenymi z ta-
bulky II, vznikne repertodr 8% nebo 1,67 x 10”7 znaek a kom-
plement znadek. V knihovné znacka-konjugdty cDNA, jak se
popisuije vySe, znamend 0,1%‘vzorek p¥itomnost okolo 16 700
riznych znadek. JestliZe se nanese p¥imo na repertodrovy
ekvivalent mikro&astic nebo v tomto p¥ipadé na vzorek 1,67
x 107 mikrocastic, potom se obsadi pouze mald podmnoZina
mikrodastic. Hustota obsazenych mikrocdstic se miZe zvysit,
nap¥iklad pro G&innéjSi sekvenovdni provedenim kroku
"panningu" p¥i kterém se pouziji konjugdty znacka-cDNA pro
separaci obsazenych &&stic od neobsazenych. Proto v p¥ikladu
popsaném vySe, i kdyZ "0,1 procentni" vzorek obsahuje pouze
16 700 cDNA, kroky odebrani vzorku a panningu se mohou opa-
kovat, aZ se nahromadi tolik mikrocééastic, kolik je t¥eba.
Alternativné se mohou obsazené mikrocastice oddélit od neob-
sazenych mikrod&astic p¥istrojem pro fluorescencné aktivované
t¥idéni bundk (FACS) s pouZitim konvenénich zpusobl, napfi-
klad se mohou konjugaty znadka-cDNA fluorescencné oznacit
zpusobem popsanym niZe zajisSténim fluorescenéné oznaceného
pravého primeru. Po naneseni a t¥idéni FACS miZe byt oznace-
ni odsStdpeno p¥ed ligaci kédovanych adaptoru, napfiklad po-
moci Dpn I nebo podobného enzymu, ktery rozpoznava methylo-
vanid mista.

Krok panningu lze provést zajisténim vzorku konjugatud
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znaCka-cDNA, z nichZ kaZdy obsahuje zachytovy zbytek na kon-
ci opac¢ném ¢i distdlnim viéi oligonukleotidové znadce. PFed-
nostné je zachytovy zbytek zbytkem takového typu, ktery se
miZe z konjugdtl znadka-cDNA uvolnit, takZe konjugaty
znaCka-cDNA se mohou sekvenovat zpusobem jednobdzového se-
kvenovani. Tyto zbytky mchou obsahovat biotin, digoxigenin
nebo podobné ligandy, oblast vazby triplexu &i podobné.
Pfednostné obsahuje tento zbytek biotinovou sloZku. Biotin
se miZe p¥ipojit ke konjugdtim znadka-cDNA Fadou standard-
nich zplsobd. JestliZe jsou na konjugdty znadka-cDNA pF¥Fipo-
jeny vhodné adaptory obsahujici mista vazby primeru PCR,
miZe se biotin pFipojit pouZitim biotinylového primeru p#i
amplifikaci po odebrdni vzorku. Alternativné, pokud jsou
konjugaty znacka-cDNA vloZky klonovacich vektorl, miZe se
biotin p¥ipojit po excizi konjugatt znadka-cDNA digesci

s pfislusnym restrikénim enzymem s nédslednou izolaci a nane-
senim na vyénivajici vldkno distdlni vi&i znadkam pomoci DNA
polymerdzy za p¥itomnosti biotinylovaného uridintrifosfatu.

Po zachyceni konjugdtu znacka-cDNA miZe byt tento
konjugdt uvolnén z biotinového zbytku Fadou zplsobli, jako je
chemickd vazba, kterd se stépi redukci, nap¥iklad Herman
a kol., Anal. Biochem., 156, 48-55 (1986) nebo se &tdpi
fotochemicky, nap¥iklad Olejnik a kol., Nucleic Acids
Research, 24, 361-366 (1996) nebo se Stépi enzymaticky zave-
denim restrikéniho mista v primeru PCR. Posledni zté&lesnéni
se miZe uvést na p¥ikladu Gvahou vyse popsané knihovny kon-
jugatl znacka-polynukleotid:

5'-RCGACCA[C,W,W,W]QGG[T]19- CDNA -NNNR
GGT[G,W,W,W]QCC[A]lg— rDNA -NNNYCTAG-5'
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Nasledujici adaptory se mohou navazovat na konce téchto

fragmentl prc umoZnéni amplifikace pomoci PCR:

5= XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
XXXX XXX KX KX XXX XX XXX KYGAT

Pravy adaptor

GATCZZACTAGTZZZZ2Z2Z22Z222Z-3"
ZZTGATCAZZZZ22Z2222227

Levy adaptor

Z2ZTGATCAZZZZ22Z2Z2Z22Z2-5"'~biotin

Levy primer

kde "ACTAGT" je rozpozndvaci misto Spe I (zanechavajici
st¥idavé uspofadané Stépeni pFipravené pro jednobdzové se-
kvenovdni) a X a Z jsou nukleotidy zvolené tak, Ze teploty
annelovani a disociace p¥isluSnych primert jsou zhruba stej-
né. Po ligaci adaptord a amplifikaci pomoci PCR s pouZitim
biotinylovaného primeru se konjugdty udini jednovl&knovymi
exonukledzovou aktivitou T4 DNA polymerdzy a kombinuji se se
vzorkem mikro&astic, nap¥iklad s ekvivalentem repertoaru,

s pFipojenymi komplementy znadek. Po annelovani za p¥isnych
podminek (pro minimalizaci chybného sparovani znacéek) se
konjugéaty preferované navazuji na své komplementy znadek

a obsazené mikrocastice se oddéluji od neobsazenych mikro-
¢astic zdchytem na avidinizovanych magnetickych kulidk&ch
nebo podobnym zachytovym zplusobemn.

v ®
. &

L X2 1]
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PFi navratu dvah zpét ke vzorku tento zplsob vede
k akumulaci zhruba 10 500 (16 700 x 0,63) obsazenych mikro-
¢astic s rdznymi znackami, které se mohou uvolnit z magne-
tickych kulicek Stépenim pomoci Spe I. Opakovanim tohoto
zpusobu 40x aZ 50x s novymi vzorky mikrodastic a konjugatd
znacdka-cDNA lze akumulovat 4 aZ 5x10°® ¢DNA pilovanim uvolné-
nych mikrocastic. Pilované mikroddstice mohou byt poté sou-
Casné sekvenovany jednobdzovym sekvenovacim zpisobem.

PoZadavek, kolikrdt je tFeba opakovat kroky odbéru
vzorkl a panningu, nebo obecné urdeni, kolik cDNA se m& ana-
lyzovat, z&visi na daném zaméru. JestliZe Jje zamérem monito-
rovat zmény ve vyskytu relativné béZnych sekvenci, &inicich
nap¥iklad 5 nebo vice procent populace, potom mohou relativ-
né malé vzorky, to jest mald frakce celkového rozméru popu-
lace, umoZnit statisticky vyznamné odhady relativnich vysky-
tll. Na druhé strané, jestliZe je t¥eba monitorovat vyskyty
vzacnych sekvenci, ¢&inicich nap¥iklad do 0,1 % nebo méné po-
pulace, potom se poZaduji vétsi vzorky. Obecné existuje pF¥Fi-
my vztah mezi velikosti vzorku a spolehlivosti odhadll rela-
tivnich vyskytl zaloZené na tomto vzorku. V literatufe
existuji rozsdhlé ndvody ke stanoveni spravnych rozméru
vzorku pro spolehlivé statistické odhady, nap¥iklad Koller
a kol., Nucleic Acids Research, 23, 185-191 (1994), Good,
Biometrika, 40, 16-264 (1953), Bunge a kol., J. Am. Stat.
Assoc., 88, 364-373 (1993) a podobné. Pf¥ednostné se pro mo-
nitorovdni zmén genové exprese na zdkladé analyzy Fady kni-
hoven cDNA obsahujicich 10° aZ 10°® nez&vislych klena 3,0 aZ
3,5 x 10* rUznych sekvenci pro analyzu kazdé knihovny akumu-
luje vzorek o poétu sekvenci nejméné 10“%. Vhodné&ijsi je na-
hromadéni vzorku o poctu sekvenci nejméné 10° pro analyzu
kaZdé knihovny a nejvhodnéijsi je nahromadé&ni vzorku o podtu
sekvenci 5 x 10°® pro analyzu kaZdé knihovny. Alternativné
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pocet odebranych sekvenci je p¥ednostné dostateény pro sta-
noveni relativniho vyskytu p¥itomné sekvence p¥i frekvenci
v rozmezi 0,1 aZ 5 % s 95% mezi spolehlivosti nepfevysuijici
0,1 % velikosti populace.

Tvorba knihovny znadek

P¥iklad knihovny znadek se vytvo¥i ndsledujicim
zpusobem pro ziskani chemicky syntetizovanych znadek o 9
slovech pro nukleotidy A, G a T definované vzorcem:

3'-TGGC-[*(A,G,T) _]-CCCCp

ve kterém "[4(A,G,T)9]“ znaci smés znacek, kde kaZda znacka
obsahuje devét 4-mernich slov z A, G a T a "p" znadi 5!
fosfat. Tato smés se navazuje na ndsledujici vazebné oblasti
pravého a levého primeru (&islo identifikace sekvence: 4

a 5):

5' - AGTGGCTGGGCATCGGACCG 5!' - GGGGCCCAGTCAGCGTCGAT

TCACCGACCCGTAGCCp GGGTCAGTCGCAGCTA
levy pravy

Vazebné oblasti pravého a levého primeru se navazuji na vyse
popsanou smés znacCek a poté se jednovlidknova &dst naviazané
struktury obsadi DNA polymerdzou, a smisi s pravym a levym
primerem ukazanym niZe a amplifikuje pro poskytnuti knihovny
znacek.

Levy primer
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5! — AGTGGCTGGGCATCGGACCG

5! = AGTGGCTGGGCATCGGACCG- [4‘(A,G,T)9]-GGGGCCCAGTCAGCGTCGAT
TCACCGACCCGTAGCCTGGC- [4((A,G,T)9]—CCCCGGGTCAGTCGCAGCTA
CCCCGGGTCAGTCAGCAGCTA~5"

Pravy primer

PodtrZenad Sast vazebné oblasti levého primeru znaci rozpo-
znavaci misto Rsr II. Nejlevd&jsi podtrZend oblast vazebné
oblasti pravého primeru znadi rozpoznavaci mista pro Bsp
120I, Apa I a Eco O 109I a misto &tépeni pro Hga I. Nejpra-
vé&j8i podtrZend Cast vazebné oblasti pravého primeru znaci
rozpoznavaci misto pro Hga I.Na z&kladé volby lze levé ¢&i
pravé primery syntetizovat s p¥ipojenym biotinem (s uzitim
konvenénich &inidel dostupnych nap¥iklad od Clontech Labora-
tories, Palo Alto, CA) pro umoZnéni purifikace po amplifika-

ci a/nebo &tépeni.

Tvorba plasmidové knihovny konjugatu znadka-polynukleotid
pro sekvenovani "podpisu" cDNA s uzitim kédovanych adaptoru

cDNA se pFipravuje ze vzorku mRNA konvencnimi zpusoby
s pouzitim pGGCCCT _(A nebo G nebo C) jako primeru pro syn-
tézu prvniho vldkna zakotveného na rozhrani oblasti poly
A ribonukleovych kyselin mRNA a N_(A nebo T)GATC jako prime-
ru pro syntézu druhého vldkna. To znamend, Ze oba jsou pri-
mery degenerované takovym zpusobem, 2Ze primer druhého vlakna
je pFitomen ve dvou formdch a primer prvniho vlakna je p¥i-
tomen ve t¥ech formdch. Sekvence GATC v primeru druhého
vldkna odpovidd rozpoznavacimu mistu Mbo I. Je mozZno pouzit
téz jin& &tyFbazova rozpozndvaci mista, jako jsou rozpozna-
vaci mista pro Bam Hl, Sph I, Eco RI a podobné. Pritomnost
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A a T pfiléhajicich k rozpozndvacimu mistu primeru druhého
vlakna zajisStuje, Ze lze pouZit reakce strippingu a vymény
v dalsim kroku pro tvorbu pétibazového pFevisu 5' "GGCcc!.
Primer prvniho vldkna se aneluje se vzorkem mRNA a prodluzu-
je reverzni transkriptdzou a poté se vldkno RNA degraduije
aktivitou RN4zy H reverzni transkriptdzy s ponech&nim
jednovlaknové cDNA. Primer druhého vlakna se aneluje a pro-
dluZuje DNA polymerdzou pomoci konvenénich zplscbi. Po syn-
téze druhého vldkna se vysledné cDNA methyluiji CpG methyla-
zZou (New Englan Biolabs, Beverly, MA) podle navodl vyrobce.
Vlakna 3' cDNA se potom od¥iznou vyde popsanou strippingovou
a vyménnou reakci s pouZitiﬁ T4 DNA polymerdzy za p¥itomnos-
ti dATP a 4TTP a poté se cDNA p¥ipojuji na knihovnu znadek
popsanou vySe se Stépenim pomoci Hga I s poskytnutim:

5'-biotin- fvazebné misto primeru]] TAG[ Lépa I LgDNAl *]
misto Rsr II misto Mbo I

Oddélené se vytvari klonovaci vektor, nap¥iklad s vychozim
pouzitim komercéné dostupného plasmidu, jako je Bluescript
phagemid (Stratagene, La Jolla, CA) (identifikadéni &islo
sekvence: 6)

vazebné misto primeru misto Ppu MI

|

(plasmid)-5' -AAAAGGAGGAGGCCTTGATAGAGAGGACCT GTTTAAAC-

~
~TTTTCCTCCTCCGGAACTATCTCTCCTGGA CAAATTTC- )
. S

P vazebné misto primeru

-GTTTAAAC-GGATCC-TCTTCCTCTTCCTCTTCC-3 ' - (plasmid)
~CAAATTTG-CCTAGG-AGAAGGAGAAGGAGAAGG—

T
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|

!

misto Bam H1
|
misto Pme I

Plasmid se $tépi Ppu MI a Pme I (s obdrZenim Rsr II kompati-
bilniho konce a konce "flush", takZe vloZka je orientovani)
a methyluje se DAM methyl&zou. Struktura obsahujici znadku
se Stépi pomoci Rsr II a poté se navazuje na otev¥eny plas-
mid a ndsledné se konjugdt $t&pi Mbo I a Bam HI pro umoZnéni
ligace a uzavfeni plasmidu. Plasmidy se potom amplifikuji

a izoluji pro pouziti podlé tohoto vyndlezu.

Priklady provedeni vyndlezu

P¥iklad 1

Analyza cilového polynukleotidu amplifikovaného z pGEM7Z:
Identifikace nukleotidld cykly ligace a Stépeni

V tomto pfikladu se segment plasmidu pGEM7Z (Promega,
Medison, WI) amplifikuje a p¥ipojuje na sklené&né kulicéky
prostfednictvim dvojvldknového DNA linkeru, jehoZ jedno
vlakno se syntetizuje pFimo na kuli&kdch a proto je na né
kovalentné vazdno. Po p¥ipravé koncud cilového polynukleotidu
pro ligaci na kédované adaptory v kaZdém cyklu ligace a Sté-
peni se smés kédovanych adaptoru (celkem 1024 ruznych ada-
ptoru) aplikuje na cilové nukleotidy takovym zplisocbem, Ze se
navazuji pouze ty adaptory, jejichZ vy&nivajici vldkna vy-
tva¥eji dokonale sparované duplexy s cilovymi polynukleoti=-
dy. Kazdy z 16 fluorescenc¢né oznacenych komplementd znadky
se poté nanese na konjugdty polynukleotid~-adaptor za podmi-
nek umozZiiujicich hybridizaci pouze spravnych komplementd
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znacek. PEitomnost Ci nepFitomnost fluorescenéniho sign&lu
po promyti ukazuje na p¥itomnost &i nep¥itomnost daného nu-
kleotidu v daném mist&. Protokol sekvenovani podle tohoto
pE¥ikladu je nyni pouZitelny pro vé&ts$i mnoZstvi cilovych po-
lynukleotidd t¥idénych na jednom nebo vice pevnych nosi&ich,
jak popisuje Brenner, mezindrodni patentovd p¥ihlaska
PCT/US95/12791 a PCT,/US96/09513 (WO 96/12041 a WO 96,/41011).

47-merni oligonukleotid se syntetizuje p¥imo na Bal-
lotiniho kuli&kach (0,040 aZ 0,075 mm, Jencons Scientific,
Bridgeville, PA) s pouZitim standardniho navodu automatické-
ho DNA synthetiz&toru. Komplementdrni vli&akno 47-meru se syn-
tetizuje oddélené a &isti pomoci vysockovykonné kapalinové
chromatografie. P¥i hybridizaci m& vysledny duplex restriké-
ni Bdt XI na konci distdlnim vzhledem ke kulidce. Komplemen-
tadrni vlakno se hybridizuje s pFipojenym 47-merem v nasledu-
jici smési: 25 ul komplementdrniho vldkna p¥i 200 pmol/ul,
20 mg Ballotiniho kulic¢ek s 47-merem, 6 ul restriké&niho
pufru New England Biolabs #3 (ze z&sobniho roztoku
o 1l0-nasobné koncentraci) a 25 ul destilované vody. Tato
smés se zah¥ivd na 93 °C a poté se pomalu ochladi na 55 °C
a nasledné se pridd 40 jednotek Bst XI (10 Jjednotek/ul)
S obdrZenim reak&niho objemu 60 uyl. Tato smés se inkubuije
pEi 55 °C po dobu 2 h a poté se kuli&ky promyiji 3x TE (ph
8,0).

Segment pGEM7Z, ktery se méd p¥ipojit ke kulickam, se
pfipravi nasledujicim zplsobem: Dva PCR primery se pFipravi
standardnimi zpusoby (Cislo identifikace sekvence: 7 a &islo

identifikace sekvence:8):

Primer 1: 5'-CTAAACCATTGGTATGGGCCAGTGAATTGTAATA
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Primer 2: 5'-CGCGCAGCCCGCATCGTTTATGCTACAGACTGTC-
AGTGCAGCTCTCCGATCCAAA

Reakéni smés PCR obsahuje nasledujici slozky: 1 ul pGEM7Z
PEL 1 ng/ul, 10 ul primeru 1 p¥i 10 pmol/ul, 10 ul primeru

2 p¥i 10 pmol/ul, 10 ul deoxyribonukleotidtrifosfatd pFi
koncentraci 2,5 mM, 10 ul 10n&sobného pufru PCR
(Perkin-Elmer), 0,5 ul Tag DNA polymerazy p¥i 5
jednotkéch/ul a 58 ul destilované vody, coZ &ini koneény
objem 100 ul. Reakdni smés se podrobi 25 cyklim p¥i 93 °C po
dobu 30 s, p¥i 60 °C po dobu 15 s a 72 °C po dobu 60 s s ocb-
drzenim produktu o 172 pérech bazi, ktery se postupné zpra-
cuje Bbv I (100 ul reakdéni smési PCR, 12 ul 10~nasobného
pufru #1 New England Niolabs, 8 ul Bbv I pEi 1 jednotce/ul
se inkubuje p¥i 37 °C po dobu 6 h) a Bst XTI (kK reakéni smési
Bbv I se p¥idd 5 ul 1 M roztoku chloridu sodného, 67 ul
destilované vody a 8 ul Bst XI p¥i 10 jednotkdach/ul a vy-
sledna smés se inkubuje p¥i 55 °C po dobu 2 h).

Po prichodu vySe popsané reakdni smési vifivym sloup-
cem Centricon 30 (Amicon, Inc.) podle navodu vyrobce se
fragment s restrikci Bbv I/Bst XI navazuje na dvojvlaknovy
linker pFipojeny na Ballotiniho kulic¢ky v ndsledujici smési:
17 ul fragmentu s restrikci Bbv I/Bst XI (10 ug), 10 ul ku-
licek (20 mg), 6 ml 10-n&sobného ligaéniho pufru (New
England Biolabs, uvddény niZe jako NEB), 5 ul T4 DNA ligazy
pEi koncentraci 2000 jednotek/ul a 22 4l destilované vody,
tato smés se inkubuje p¥i 25 °C po dobu 4 h a poté se kulig&-
ky promyji t¥ikrdt TE (pH 8,0) s poskytnutim nasledujiciho
cilového polynukleotidu (&islo identifikace sekvence: 9) pro
sekvenovani majiciho 5' fosféat:
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. . . AGCTACCCGATC
[KULICKY]~-
. . . TCGATGGGCTAGATTTp-5"

5' fosfat se odstrani zpracovanim smési kulidek alkalickou
fosfatdzou, nap¥iklad z teleciho st¥eva, kterou lze obdriet
od New England Biolabs (Beverly, MA) s pouZitim navodu

vyrobce.

Horni vlakna z n&sledujicich 16 soubord 64 kédovanych
adaptoru (&islo identifikace sekvence: 10 aZ c¢islo identifi-
kace sekvence: 25) se synthetizuji, kaZdé oddé&lend, na auto-
matizovaném synthetizdtoru DNA (model 392 Applied Biosys-
tems, Foster City) s pouZitim standardnich zplsobd. Spodni
vlakno, které je stejné pro vSechny adaptory, se synthetizu-
je oddélené a poté se hybridizuje s p¥isluSnymi vrchnimi

vlakny:

Cislo identifikace
sekvence Kédovany adaptor

10 5'-pANNNTACAGCTGCATCCCttggcgctgagg
PATGCACGCGTAGGG-5"

11 5! -pNANNTACAGCTGCATCCCtgggectgtaag
PATGCACGCGTAGGG-5"

12 5 ' -pCNNNTACAGCTGCATCCCttgacgggtcte
PATGCACGCGTAGGG-5"!

13 5'-pNCNNTACAGCTGCATCCCtgccegcacagt
PATGCACGCGTAGGG-5"




14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25
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5'-pGNNNTACAGCTGCATCCCttcgecteggac
PATGCACGCGTAGGG-5"

5 ' ~pNGNNTACAGCTGCATCCCtgatcegetage
PATGCACGCGTAGGG-5

5 ' =pTNNNTACAGCTGCATCCCttcegaaccege
PATGCACGCGTAGGG-5"!

5 ' -pNTNNTACAGCTGCATCCCtgagggggatag
PATGCACGCGTAGGG-5"!

5'-pNNANTACAGCTGCATCCCttcecgectacac
PATGCACGCGTAGGG-5"!

5'-pNNNATACAGCTGCATCCCtgactcccecgag
PATGCACGCGTAGGG-5"!

5'~pNNCNTACAGCTGCATCCCtgtgttgegegyg
PATGCACGCGTAGGG-5"!

5 ' ~-pNNNCTACAGCTGCATCCCtctacagcageg
PATGCACGCGTAGGG-5"

5 ' ~pNNGNTACAGCTGCATCCCEgtegegtegtt
PATGCACGCGTAGGG-5 !

5'~-pNNNGTACAGCTGCATCCCtcggagcaacct
PATGCACGCGTAGGG-5"

5! -pNNTNTACAGCTGCATCCCtggtgaccgtag
PATGCACGCGTAGGG-5"!

5'-pNNNTTACAGCTGCATCCCtccecctgtegga
PATGCACGCGTAGGG-5"
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kde N a p se definuji vySe a nukleotidy oznadené malymi
pismeny jsou 1l2-merni oligonukleotidové znaCky. KazZdd znacdka
se 1181 od kazdé jiné o 6 nukleotidl. Stejnd molarni mnoZst-
vi kaZdého adaptoru se kombinuji v pufru NEB &. 2 (New
England Biosciences, Beverly, MA) s vytvoFenim smési pFi
koncentraci 1000 pmol/ul.

Kazdy z 16 komplementld znadek se synthetizuje odd&le-
né jako aminoderivatizovany oligonukleotid a kaZdy se ozna-
¢uje fluoresceinovou molekulou (nap¥iklad FAM, NHS-esterem
fluoresceinu od Molecular Probes, Eugene, OR), ktera se p¥i-
pojuje na konce 5' komplementu znadky polyethylenglykolovym
linkerem (Clonetech Laboratories, Palc Alto , CA). Sekvence
komplementd znacek jsou jednoduSe 12-merni komplementy zna-
Cek uk&zanych vyse.

Ligace adaptoril na cilovy polynukleotid se provadi ve
smési obsahujici 5 ul kulidek (20 mg), 3 ul 10-ndsobného 1li-
gédzového pufru, 5 ul smé&si adaptoru (25 nM), 2,5 ul NEB T4
DNA lig&zy (2000 jednotek/ul) a 14,5 ul destilované vody.
Tato smés se inkubuje p¥i 16 °C po dobu 30 min a poté se ku-
li¢ky promyji 3x TE (pH 8,0).

Po centrifugaci a odstranéni TE se 3' fosfaty navaza-
nych adaptord odstrani zpracovadnim smési }
polynukleotid-kulicky teleci st¥evni alkalickou fosfatizou
(CIP) (New England Biolabs, Beverly, MA) s pouZitim n&vodu
vyrobce. Po odstranéni 3' fosfatd se miZe CIP inaktivovat
proteolytickou digesci, nap¥iklad s pouZitim Prondzy™ (od
Boeringer Mannhiem, Indianapolis, IN) nebo ekvivalentni pro-
tedzy podle ndvodu vyrobce. Smés polynukleotid-kulicky se
poté promyje a zpracuje sm&si T4 polynukleotid kindzy a T4
DNA ligazy (New England Biolabs, Beverly, MA) po p¥id&ni 5°'
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fosfatu do mezery mezi cilovy polynukleotid a adaptor
k ukonéeni ligace adaptord na cilovy polynukleotid. Smés
kuli&ky-polynukleotid se poté promyije TE.

Kazdy oznaceny komplement znadky se oddélené aplikuije
na smés polynukleotid-kuli&ky za podminek umoziiujicich vy-
tvofeni dokonale sparovanych duplexii pouze mezi oligonukleo-
tidovymi znackami a jejich p¥islusSnymi komplementy a poté se
smés promyje za p¥isnych podminek a mé¥i se pFitomnost &i
nepritomnost fluorescenéniho signalu. Komplementy se apliku-
ji v roztoku obsahujicim komplement znacky o koncentraci 25
nM, chlorid sodny o koncentraci 50 mM, ho¥&ik o koncentraci
3 mM, Tris-HCl o koncentraci 10 mM (pH 8,5) p¥i teploté 20
®C, inkubuji se po dobu 10 min a poté se promyji stejnym
roztokem (bez komplementu znacdky) po dobu 10 min p¥i 55 °cC.

Po identifikaci &¢ty¥ nukleotidl, jak se popisuje
vyse, se odstépi kédované adaptory z polynukleotidii pisobe-
nim Bbv I s pouZitim ndvodu vyrobce. Po podatedni ligaci
a identifikaci se cyklus ligace, identifikace a Stépeni opa-
kuje trikrat pro obdrZeni sekvence 16 termindlnich nukleoti-
di cilového polynukleotidu. Obr. 4 ilustruje relativni fluo-
rescenci od kaZdého ze &ty¥ komplementd znadek aplikovaného
pro identifikaci nukleotidG v polohdch 5 aZ 16 (z nejdistal-
néjsiho konce vzhledem ke kuli&ce k nejproximalnéjsimu konci

smérem ke kulicce).
P¥iklad 2

Tvorba a t¥idéni knihovny cDNA pro sekvenovani "podpisu"
kédovanymi adaptory

V tomto p¥ikladu se vytva¥i knihovna cDNA, ve které
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se na kazdou cDNA p¥ipojuje oligonukleotidova znadka obsahu-
jici 8 &ty¥Fnukleotidovych "slov". Jak se popisuje vyse, je
repertodr oligonukleotidovych znadek tohoto rozméru dosta-
teéné velky (okolo 10®), takZe pokud se cDNA synthetizuji

z populace zhruba 10° mRNA, potom je vysokd pravdépodobnost,
Ze kazda cDNA bude mit pro t¥idé&ni jedinednou znadku. Po
extrakci mRNA se provede syntéza prvniho vlakna za ptitom-
nosti 5-Me-dCTP (pro blokovani urditych restrikénich mist
CDNA) a biotinylované smési primerd obsahujici oligonukleo-
tidové znacky. Po konvenéni syntéze druhého vlikna se konju-
gaty znacka-cDNA $tépi Dpn II (ktery neni ovliviovan
5-Me-deoxycytosiny), biotinylované podily se oddéli z reaké&-
ni smési s pouZitim magnetickych kuli&ek potaZenych strepta-
vidinem a konjugaty tag-cDNA se ziskaji jejich odStépenim od
magnetickych kulicek pFes misto Bsm BI pFendSené biotinylo-
vanym primerem. Fragment Bsm BI-Dpn II obsahujici konijugat
znacka-cDNA se poté vloZi do plasmidu a amplifikuje. Po izo-
laci plasmidu se konjugdty znacka-cDNA amplifikuji z plasmi-
du pomoci PCR za pf¥itomnosti 5-Me-dCTP s pouZitim biotinylo-
vanych a fluorescenéné& znacdenych primerd obsahujicich pfeden
definovand restrik&ni endonukledzova mista. Po afinitni pu-
rifikaci magnetickych kuli&ek potaZenych streptavidinem se
konjugdty znacka-cDNA od&tépi od kulidek, zpraculji T4 DNA
polymerazou za p¥itomnosti dGTP, aby byly znadky uéinény
jednovldknovymi a poté se kombinuji s repertodrem kulidek
GMA s pFipojenymi komplementy znaek. Po p¥isné hybridizaci
a ligaci se kulidky GMA t¥idi pomoci FACS pro obdrZeni obo-
hacené populace kulidek GMA obsazenych cDNA. Obohacen& popu-
lace obsazenych kuliCek GMA se imobilizuje v dvojrozmérném
uspofaddni v prutokové komo¥e, kde nastdvd sekvence baze po
bazi s pouzZitim kédovanych adaptoru.

Zhruba 5 ug poly(A™) mRNA se extrahuje z kvasinek
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DBY746 s pouzZitim konvendénich navodu. Syntéza prvniho a
druhého vl4dkna cDNA se provede kombinaci 100 aZ 150 molu
nasledujiciho primeru (&islo identifikace sekvence: 26):

5'-biotin-ACTAATCGTCTCACTATTTAATTAA [W,W,W,G]SCC(T)lSV—3'

s poly(A+)mRNA s pouZitim soupravy pro syntézu cDNA Strata-
gene (La Jolla, CA) cDNA Synthesis Kit podle navodu vyrobce.
To vede k cDNA, jejichZz deoxycytosiny prvniho vlakna jsou
methylované v poloze uhliku 5. Ve vzorci znazorné&ném vySe je
"V" G, C nebo A, "[W,W,W,G]" je &ty¥nukleotidové slovo zvo-
lené z tabulky II, jak se pbpisuje vysSe, Jjednou podtrZena
Cast je rozpoznavaci misto Bsm BI a dvakrat podtrZend Cast
je rozpoznavaci misto Pac I. Po frakcionaci rozméri (soupra-
va GIBCO-BRL cDNA Size Fractionation Kit) s pouZitim konven-
¢nich navodd se cDNA zpracuje Dpn II (New England Bioscien-
ce, Beverly, MA) s pouzitim ndvodu vyrobce a provede se afi-
nitni ¢isténi s magnetickymi kuli&kami potaZenymi streptavi-
dinem (kuliéky M-280, Dynal A.S., Oslo, Norway). DNA zachy-
cena kulickami se zpracuje Bsm BI pro uvolnéni konjugatu
znacka-cDNA pro klonovani do modifikovaného vektoru PBCSK™
(Stratagene, La Jolla, CA) s pouZitim standardnich navodu.
Vektor pBCSK™ se modifikuje p¥iddnim mista Bbs I vloZenim
nasledujiciho fragmentu (&islo identifikace sekvence: 27) do
vektoru zpracovaného Kpn I/Eco RV.

CGAAGACCC
3'-CATGGCTTCTGGGGATA~5"

konjugat znacka~cDNA zpracovany Bsm BI/Dpn ITI se vklada do
PBCSK™, ktery byl pfedbéZné zpracovdn Bbs I a Bam HI. Po li-
gaci se vektor p¥enese na hostitele doporuceného vyrobcem
pro amplifikaci.
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Po izolaci vektoru pBCSK~ ze standardniho plasmidové-
ho miniprepardtu se konjugaty znadka-cDNA amplifikuji PCR
v pfitomnosti 5-Me-dCTP s pouZitim 20-mernich primert
komplementarnich vektorovych sekvenci p¥ipojenych na konce
vlozené &asti znadka-cDNA. Primer umisté&ny "smérem vzhuru",
to jest p¥iléhajici ke znadce, se biotinyluje a primer umis-
tény "smérem doli", to jest p¥ilehly k cDNA, se oznadi fluo-
resceinem. Po amplifikaci se provede afinitni &i&téni PCR
produktu a poté Stépeni pomoci Pac I pro uvoelné&ni fluores-
cenc¢né oznacenych konjugatu znacka-cDNA. Znacky konjugatu
Jjsou u€inény jednovldknovymi jejich zpracovanim T4 DNA poly-
merdzou za pFitomnosti dGTP. Po ukondeni reakce se konjugét
znacka-cDNA &isti extrakci smési fenol-chloroform a spoji
s kulic¢kami GMA 5,5 mm nesoucimi komplementy znadky, kde
kazda znaCka md 5'fosfit. Hybridizace se provede za p¥isnych
podminek za p¥itomnosti termostabilni ligdzy, takZe se nava-
zuji pouze znacky vytva¥ejici dokonale sparované duplexy se
svymi komplementy. Kulidky GMA se promyji a obsazené kulidky
se koncentruji t¥idénim FACS s pouZitim fluorescendné ozna-
cenych cDNA pro identifikaci obsazenych kulidek GMA. Koniju-
gaty znacka-cDNA pFipojené ke kulidkdm GMA se zpracuiji Dpn
IT pro odstranéni fluorescenc¢niho oznacdeni a ddle alkalickou

fosfatiazou pro p¥ipravu cDNA pro sekvenovani.
Nasledujici adaptor &tépeni (&islo identifikace
sekvence: 28) se navazuje na cDNA zpracované Dpn II

fosfatazou:

5 ' -pGATCAGCTGCTGCAAATTT
PTCGACGACGTTTAAA

poté se odstrani 3'fosfat alkalickou fosfatdzou, vlidkno 5!
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cDNA se zpracuje T4 DNA kindzou a navdZe se zd¥ez mezi
adaptorem Stépeni a cDNA. Po Stépeni pomoci Bbv I se
kédované adaptory z p¥ikladu 1 navazuji na konce cDNA, jak
se popisuje vySe.

Pritokova kamera (500) schematicky znd&zorné&nd na obr.
5 se pFipravi leptdnim dutiny majici vstup kapaliny (502)
a vystup (504) ve sklenéné desce (506) pouZitim standardnich
mikroobrabécich zplisobl, napfiklad Ekstrom a kol., mezind-
rodni patentova p¥ihlaska PCT/SE91,/00327 (WO 91/16966),
Brown, US patent 4 911 782, Harrison a kol., Anal. Chem.,
64, 1926-1932 (1992) a poddbné. Rozmér prutokové komory
(500) je takovy, Ze obsazené mikrocastice (508), nap¥iklad
kulic¢ky GMA, mohou byt uspofdddny v dutiné (510) do tésné
uloZené monovrstvy o 100 aZ 200 tisicich kulicek. Dutina
(510) se p¥ipravi v uzav¥ené komofe se vstupem a vystupem
anodickym navazdnim kryciho sklic¢ka (512) na naleptanou
sklenénou desku (506), nap¥iklad Pomerantz, US patent 3 397
279. Cinidla se odmé&¥uji do prutokové komory pomoci Cerpadel
s injekcéni st¥ikackou (514 aZz 520) ventilovym blokem (522)
ovladanym mikroprocesorem, ktery se bé&Zné uzivd v automati-
zovanych syntetizdtorech DNA a peptidl, nap¥iklad Bridgham
a kol., US patent 4 668 479, Hood a kel., US patent
4 252 769, Barstow a kol., US patent 5 203 368, Hunkapiller,
US patent 4 703 913 a podobné.

T¥i cykly navadzéni, identifikace a Stépeni se prove-
dou v prutokové komo¥e (500) s obdrZenim sekvenci 12 nukleo-
tidd na koncich kazdé z okolo 100000 cDNA. Nukleotidy cDNA
se identifikuiji hybridizaci komplementd znacek s kédovanymi
adaptory jak se popisuije v p¥ikladu 1. Specificky hybridizo-
vané komplementy znadek se detekuji excitaci jejich fluores-

cenénich oznaceni osvétlovacim paprskem (524) ze svételného
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zdroje (526), kterym miZe byt laser, rtutovd lampa &i podob-
né. Osvétlovaci svazek (524) prochdzi filtrem (528) a exci-
tuje fluorescenéni oznadeni na komplementech znadek speci-
ficky hybridizovanych s kédovanymi adaptory v prutokové ko-
mo¥e (500). Vyslednd fluorescence (530) se sbira konfok&lnim
mikroskopem (532), prochazi filtrem (534) a smé&Fuje na kame-
ru CCD (536), kterd vytvari elektronické zobrazeni usporada-
ni kuliek pro zpracovdni a analyzu pracovni stanici (538).
P¥ednostné jsou cDNA po kaZdém kroku navazéni a Stépeni
zpracovany Prondzou™ nebo podobnym enzymem. Kédované
adaptory a T4 DNA ligdza (Promega, Madison, WI) p¥i zhruba
0,75 jednotek na ul prochézéji prutokovou komorou p¥i prito-
ku okolo 1 aZ 2 ul/min po dobu 20 aZ 30 min p¥i 16 °C a poté
se 3' fosfaty odstrani z adaptorui a cDNA se p¥ipravi pro na-
vazani druhého vldkna prUchodem smé&si alkalické fosfatdzy
(New England Bioscinece, Beverly, MA) p¥i 0,02

jednotkdch/ul a T4 DNA kindzy (New England Bioscience,
Beverly, MA) p¥i 7 jednotkach na ul prutokovou kamerou p¥i
37 °C pfi pruitoku 1 aZ 2 ul/min po dobu 15 aZ 20 min. Ligace
se uskutec¢ni T4 DNA ligdzou (0,75 Jjednotek/ml, Promega) pri-
tokovou komorou po dobu 20 aZ 30 min. Komplementy znadek p¥i
koncentraci 25 nm prochdzeji prutokovou komorou p¥i rychlos-
ti prutoku 1 aZ 2 wpl/min po dobu 10 min p¥i 20 °C a poté se
fluorescenéni oznacCeni p¥endsSend komplementy znadek osvatli
a sbirda se fluorescence. Komplementy znadek se oddéli od ké-
dovanych adaptord prichodem hybridiza&niho pufru proudovou
komorou p¥i rychlosti pritoku 1 aZ 2 ul/min p¥i 55 ©C po
dobu 10 min. Kédované adaptory se od&tépi od cDNA prichoden
Bbv I (New England Biosciences, Beverly, MA) p¥i koncentraci
1 jednotka/ul a pritoku 1 aZ 2 ul/min po dobu 20 min p¥i 37
°C.
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Dodatek I

Priklad pocitadového programu pro tvorbu minimilné

zk¥izené hybridizujicich souborti (jednovlaknova

znacka/jednovldknovy komplement)

Program tagN

c
c
c Program tagN vytva¥i minimdlné& zk¥iZené& hybridizujici
c soubory podjednotek s danou i) délkou podjednotky N a
c 1i) poC&tec¢ni sekvenci podjednotky. tagN pfedpoklada, ZzZe
c se ve znaCkdch pouZivaji pouze 3 ze &ty¥ p¥irozenych
c nukleotidd.
c
c
znak™1 podjl (20)
celé ¢islo™2 msoub (10000,20), nbaze(20)
c

napiste(™,*) "VLOZTE DELKU PODJEDNOTKY"
Ctéte (™,100)npod]j
100 formatuijte(iz)

napiste(®,*) "VLOZTE SEKVENCI PODJEDNOTKY"
ctéte(™,110) (podijl(k), k=1,npodi)
110 formatujte(20ail)

ndiff=10




800
(o
c

_82_ L)

PoloZte a=l c¢=2 g=3 a t=4

provedte 800 kk=1,npodij
jestliZe(podijl(kk).eq."a"), potom
msoub(1l,kk)=1
endif
jestliZe(podjl(kk).eq."c"), potom
msoub(1l,kk)=2
endif

jestliZe(podjl(kk).eq."g"), potom

msoub(1l,kk)=3
endif
jestliZe(podjl(kk).eq."t"), potom
msoub(1l,kk)=4
endif
pokracuijte

Vytvo¥te soubor podjednotek lisicich se od
pedjl nejméné o ndiff nukleotidu.

j3=1

provedte 1000 kl1=1,3
provedte 1000 k2=1,3
provedte 1000 k3=1,3
provedte 1000 k4=1,3
provedte 1000 k5=1,3
provedte 1000 ké=1,3
provedte 1000 k7=1,3
provedte 1000 k8=1,3
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provedte 1000 k9=1,3

provedte 1000 k10=1,3
provedte 1000 kl11=1,3
provedte 1000 kl1l2=1,3
provedte 1000 k13=1,3
provedte 1000 kl14=1,3
provedte 1000 k15=1,3
provedte 1000 klé6=1,3
provedte 1000 k17=1,3
provedte 1000 k18=1,3

provedte 1000 k19=1,3

provedte 1000 k20=1,3

nbaze(1l)=kl
nbaze(2)=k2
nbaze(3)=k3
nbaze(4)=k4
nbéze(5)=k5
nbaze(6)=k6
nbaze(7)=k7
nbaze(8)=k8
nb&ze(9)=k9
nbaze(10)=k10
nbaze(1ll)=kl1l
nbéaze(12)=kl2
nbaze(13)=k13
nbaze(l4)=kl4
nbaze(15)=kl5
nbaze(1l6)=kl6
nbaze(17)=k17
nbédze(18)=k18
nbaze(192)=k19
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nbaze(20)=k20

c
c
provedte 1250 nn=1, jj
c
n=0
provedte 1200 j=1,npodj
jestliZe(msoub(nn,j).eq.1l .a. nbaze(j).ne.l .nebo
msoub(nn,j).eq.2 .a. nbdze(j).ne.2 .nebo
msoub(nn,j).eq.3 .a. nbaze(j).ne.3 .nebo
3 msoub(nn,j).eq.4 .a. nbaze(j).ne.4) .potom
n=n¥1
endif
1200 pokracujte
c
c
jestliZe(n.lt.ndiff) potom
prejdéte na 1000
endif
1250 pokracujte
c
c
Ji=ji+1
napiste(™,130) (nbaze(i),i=1,npodj),jj
provedte 1100 i=1,npodj
msoub(jj,i)=nbaze(i)
1100 pokracuijte
c
c
1000 pokracuijte
c
c

napiste(™,™)
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130 formatujte(10x,20(1x,il),5x,1i5)
napiéte(*,*)
napiste(™,120) jj

120 formdtujte(lx,"podet slov=",i5)
c
c

konec

kkkkkkkkkhkkhkhkhhhkdhkhhkkhhhhkhrk

khkkkkhhhkhhkhkhkhkhkhhkdhhkkkhkkdkkhdrk
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Dodatek IT

P¥iklad poc¢itadového programu pro tvorbu minimilné

zk¥iZené hybridizujicich soubord (dvoijvlaknova

znacka/jednovldknovy komplement znadky)

Program 3taglN

c
c
c Program 3tagN vytva¥i minim&lné zk¥iZené
c hybridizujici soubory triplexnich slov dané i)
c délky N--podjednotky, ii) podatedni sekvenci
c podjednotky a iii) identity nukleotidu
c vytvafejicich podjednotky, to jest zda podjednotky
c obsahuji vSechny &ty¥i nukleotidy,
c nebo né&jaky podscubor nukleotidu.
c
c
znak™1 podjl(20)
celé ¢islo™2 msoub(10000,20) nbdze(20)
c
c
npodj=20
ndiff=6

napiste(™,”) "VLOZTE SEKVENCI PODJEDNOTKY: pouze a a g"
¢téte (™,110)(podjl(k),k=1,npodj)
110 formdatujte(20ail)

Vytvofrte soubor slov liSicich se od podjl nejméné
o t¥i ndiff nukleotidu.




Q a g a0

800

PfeloZte a & g na ¢isla s a=1 & g=2

provedte 800 kk=1,npodj
jestliZe(podjl(kk).eqg."a"), potom
msoub(1l,kk)=1
endif
jestliZe(podjl(kk).eq."g), potom
msoub(1l,kk)=2
endif
pokracuijte

i
l,—l

33

provedte 1000 kl1=1,2
provedte 1000 k2=1,2
provedte 1000 k3=1,2
provedte 1000 k4=1,2
provedte 1000 k5=1,2
provedte 1000 ké6=1,2
provedte 1000 k7=1,2
provedte 1000 k8=1,2
provedte 1000 k9=1,2

provedte 1000 k10=1,2
provedte 1000 kl1l=1,2

provedte 1000 k12=1,2
provedte 1000 kl13=1,2
provedte 1000 kl4=1,2
provedte 1000 k15=1,2




provedte 1000 klé=1,2
provedte 1000 k17=1,2
provedte 1000 k18=1,2
provedte 1000 k19=1,2
provedte 1000 k20=1,2

nbaze(1l)=kl
nbdze(2)=k2
nb&ze(3)=k3
nbaze(4)=k4
nbaze(5)=k5
nbize(6)=ké6
nbéaze(7)=k7
nbaze(8)=k8
nbadze(9)=k9
nbdze(10)=k1l0
nbaze(11)=kl1l
nbaze(l1l2)=kl2
nbdze(13)=k1l3
nbaze(14)=kl4
nbaze(15)=k1l5
nbaze(16)=klé6
nbaze(17)=kl17
nbaze(18)=k18
nbaze(19)=k19
nbéze(20)=k20

provedte 1250 nn=1, jj

n=0
provedte 1200 j=1,npod]j




1200

1250

130

120

jestliZe(msoub(nn,j).eq.l .a. nbdze(j).ne.l .nebo

msoub(nn, j).eqg.2 .a. nbdze(j).ne.2)
n=n+1

endif ,

pokracuijte

jestliZe(n.lt.ndiff) potom

pfejdéte na 1000
endif

pokracuijte

Jji=3i+1
napiste(™,130) (nbaze(i),i=1,npodij),ij
provedte 1100 i=1,npodj
msoub(jj,1)=nbdze(i)

pokracuijte

pokracduijte

napiste(™,™)
formatujte(5x,20(1x,1i1),5x%x,1i5)

napiste(™,™)

napiste(™,120) jj

formatuijte(lx,"pocet slov=",i5)

konec

.potom




SEZNAM SEKVENCI

(1)

(1)

(i1)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

OBECNE INFORMACE:
PRIHLASOVATEL: Lynx Therapeutics, Inc.

NAZEV VYNALEZU: Zpusob sekvenéni analyzy
vaného adaptoru

POCET SEKVENCI: 28

ADRESA PRC KORESPONDENCI:

ligaci kédo-

(A) SPOLECNICI: Dehlinger & Associates
(B) ULICE: 350 Cambridge Avenue, Suite 250

(C) MESTO: Palo Alto
(D) STAT: CA

(E) ZEME: USA

(F) POSTOVNI KOD: 94306

FORMA PRO CTENI NA POCITACI:
(A) TYP MEDIA: Floppy disk
(B) POCITAG: IBM PC kompatibilni
(C) OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

(D) PROGRAMOVE VYBAVENI: PatentIn Release #1.0,

verze #1.25

UDAJE O SOUCASNE PRIHLASCE:
(A) CISLO PRIHLASKY:
(B) DATUM PODANT:

UDAJE O PRIORITNI PRIHLASCE:
(A) CIsLo PRIHLASKY: US 08/689 587
(B) DATUM PODANI: 12. srpna 1996
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(vii) UDAJE O PRIORITNI PRIHLASCE:
(A) CISLO PRIHLASKY: US 08/659 453
(B) DATUM PODANI: 6. Cervna 1996

(viii) UDAJE O ZASTUPCI:
(A) JMENO: Vincent M. Powers
(B) CGISLO REGISTRACE: 36 246

(C) REFERENCNI CISLO: 5525-0029.41/808-1wo

(ix)  TELEKOMUNIKAGNI INFORMACE:
(A) TELEFON: (415) 324-0880
(B) FAX: (415) 324-0960

(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 28 nukleotidi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé
(D) TOPOLOGIE: linedarni

(x1) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE:

TGGATTCTAG AGAGAGAGAG AGAGAGAG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CIsLo: 2

(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 16 nukleotidd
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(x1) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE:

1:

28




NNGGATGNNN NNNNNN

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CISLO:

(i) SEKVENCGNT CHARAKTERISTIKY :
(A) DELKA: 11 nukleotidu
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: line&rni

3:

(x1i) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 3

NRRGATCYNN N

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CISLO:

(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 20 nukleotidua
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé
(D) TOPOLOGIE: linedrni

4:

(x1i) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE:

AGTGGCTGGG CATCGGACCG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CISLO:

(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 20 nukleotidud
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé

5:

16

11

20



(D) TOPOLOGIE: linedrni

(x1) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE:

GGGGCCCAGT CAGCGTCGAT 20

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CIsLo: 6:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 70 nukleotidul

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: linedrni
(x1) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 6:

AAAAGGAGGA GGCCTTGATA GAGAGGACCT GTTTAAACGT TTAAACGGAT 50

CCTCTTCCTC TTCCTCTTCC 70
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI ¢IsLo: 7:
(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 34 nukleotidu

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: line&rni
(xi) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 7:
CTAAACCATT GGTATGGGCC AGTGAATTGT AATA 34

(2)

INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CIsLo: 8:




(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 55 nukleotidu
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(x1) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 8:
CGCGCAGCCC GCATCGTTTA TGCTACAGAC TGTCAGTGCA 40
GCTCTCCGAT CCAAA 55
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CIsLo: 9:
(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 16 nukleotidu

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: line&rni
(x1) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 9:
TCGATGGGCT AGATTT 16
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CISLO: 10:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidl

(B) TYP: nukleovd kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: line&rni
(xi) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 10:




ANNNTACAGC TGCATCCCTT GGCGCTGAGG 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI ¢fsro: 11:
(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidt

(B) TYP: nukleovd kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: line&rni
(x1i) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 11:
NANNTACAGC TGCATCCCTG GGCCTGTAAG 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKAGNI &fsro: 12:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidu

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 12:
CNNNTACAGC TGCATCCCTT GACGGGTCTC 30

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI C¢Isro: 13:

(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 30 nukleotidu
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé

(D)

TOPOLOGIE: linearni
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(xi)  POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI GIfSLO SEKVENCE: 13:

NCNNTACAGC TGCATCCCTG CCCGCACAGT 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI ¢Isro: 14:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidu
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi)  POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKAGCNI GISLO SEKVENCE: 14:

GNNNTACAGC TGCATCCCTT CGCCTCGGAC 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CISLO: 15:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidu
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: linedarni

(xi)  POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKAGNI GISLO SEKVENCE: 15:

NGNNTACAGC TGCATCCCTG ATCCGCTAGC 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI &Isro: 16:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidua




(x1)

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé
(D) TOPOLOGIE: linea&rni

POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 16:

TNNNTACAGC TGCATCCCTT CCGAACCCGC

(2)

(1)

(x1)

INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI ¢&IsLo: 17:

SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 30 nukleotidd
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé
(D) TOPOLOGIE: line&rni

30

POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 17:

NTNNTACAGC TGCATCCCTG AGGGGGATAG

(2)

(1)

(x1)

INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI ¢Isro: 18:

SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 30 nukleotidu
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé&
(D) TOPOLOGIE: linedrni

30

POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CGISI.O SEKVENCE: 18:

NNANTACAGC TGCATCCCTT CCCGCTACAC

(2)

INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CISLo: 19:

30



(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 30 nukleotidu
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(x1i) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CGISLO SEKVENCE: 19:
NNNATACAGC TGCATCCCTG ACTCCCCGAG 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKAGNI GISLO: 20:
(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidl
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi)  POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACGNI GISLO SEKVENCE: 20:

NNCNTACAGC TGCATCCCTG TGTTGCGCGG . 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CIsro: 21:
(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidu
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 21:




NNNCTACAGC TGCATCCCTC TACAGCAGCG 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI é&Isro: 22:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidu

(B)

TYP: nukleovad kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: lineéarni
(x1i) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI &¢ISLO SEKVENCE: 22:
NNGNTACAGC TGCATCCCTG TCGCGTCGTT 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI ¢IsLo: 23:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotida

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI C¢ISI.O SEKVENCE: 23:
NNNGTACAGC TGCATCCCTC GGAGCAACCT 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI CGISLO: 24:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidili

(B) TYP: nukleovad kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D)

TOPOLOGIE: linedrni




(x1) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 24:

NNTNTACAGC TGCATCCCTG GTGACCGTAG 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI ¢isrpo: 25:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 nukleotidud
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CGISI.O SEKVENCE: 25:
NNNTTACAGC TGCATCCCTC CCCTGTCGGA 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI &fsro: 26:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 78 nukleotidu
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linearni

(x1)  POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI GISLO SEKVENCE: 26:
ACTAATCGTC TCACTATTTA ATTAANNNNN NNNNNNNNNN 40
NNNNNNNNNN NNNNNNNGGT TTTTTTTTTT TTTTTTTV 78
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKAGNI GISLo: 27:

(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:




(A) DELKA: 17 nukleotidua

{B) TYP: nukleovad kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: linearni
(xi)  POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI GISLO SEKVENCE: 27:
ATAGGGGTCT TCGGTAC 17
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI IDENTIFIKACNI &IsLo: 28:
(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 19 nukleotidl

(B) TYP: nukleovad kyselina

(C) POCET VLAKEN: dvé

(D) TOPOLOGIE: line&rni
(x1i) POPIS SEKVENCE: IDENTIFIKACNI CISLO SEKVENCE: 28:
GATCAGCTGC TGCAAATTT 19




-
seesee

- 102 -

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob stanoveni nukleotidové sekvence na konci
polynukleotidu, vy znac¢uijici s e t im, Ze
obsahuje nasledujici kroky:

pripojeni jednoho &i vice kédovanych adaptori na ko-
nec polynukleotidu, kde kazZdy kédovany adaptor mad oligo-
nukleotidovou znadku zvolenou z minimdlné zkriZené hybridi-
zujiciho souboru oligonukleotidu a vyc¢nivajici vl1&akno

komplementdrni ¢asti k vladkna polynukleotidu a

identifikaci jednoho ¢i vice nukleotidl v kazZdé této
@asti vlakna polynukleotidu specifickou hybridizaci komple-
mentu znadky s kazdou oligonukleotidovou znac¢kou jednoho ¢i

vice kédovanych p¥ipojenych adaptoru.

2. Zpusob podle ndroku 1, vy znacujici
s e t i m, Ze krok pripojeni zahrnuje pripojeni vétsiho
poétu ruznych kdédovanych adaptorid k danému konci tohoto po-
lynukleotidu, takZe vyc¢nivajici vlakna rady ruznych kédova-
nych adaptord jsou komplementdrni s radou ruznych &asti to-
hoto vldkna daného polynukleotidu, takZe existuje vztah
jeden-na-jeden mezi ruznymi kédovanymi adaptory a riznymi

¢astmi tohoto wvlakna.

3. ZpuUsob podle ndroku 2, vy znac¢ujici
s e t i m, Ze tyto rizné ¢dsti tohoto vldkna daného

nukleotidu jsou navzajem prilehlé.

4. ZpUsob podle kteréhokoliv z naroku 1 azZ 3,
vyznacuijici s e t i m, Ze toto vyc¢nivajici

vlakno téchto kdédovanych adaptori obsahuje od 2 do 6 nukleo-




tidd a krok identifikace zahrnuje specifickou hybridizaci
téchto komplementd znadek s témito oligonukleotidovymi znad-
kami, takZe identita kaZdého nukleotidu v t&chto Castech to-
hoto polynukleotidu se urduje postupné.

5. Zpusob podle kteréhokoliv z narokd 1 aZz 4,
vyznadcuijici s e t i m, Ze tento zpisob identi-
fikace ddle zahrnuje zajisté&ni nékolika soubord komplementd
znacek ekvivalentnich podétu nukleotidd, které se maji iden-
tifikovat v té&chto &&stech tohoto polynukleotidu.

6. Zpusob podle ndroku 5, vy zna &u j 1 ¢ 1
s e t 1 m, Ze tento krok identifikace dale zahrnuje zaji&-
téni téchto komplementd znadek v kaZdém z té&chto soubori,
které jsou schopny ukdzat p¥itomnost pfedem urceného nukleo-
tidu signdlem vytvo¥enym zbytkem generujicim fluorescendéni
signdl a p¥itom pro kaZdy typ nukleotidu existuje jiny zby-
tek generujici fluorescendni signal.

7. Zpusob podle kteréhokoliv z ndrokl 1 az 6,
vyznacuijici s e t i m, 2e tyto oligonukleoti-
dové znalky téchto kédovanych adaptoru jsou jednovlaknové
a tyto komplementy znadek pro oligonukleotidové znacky jsou
jednovlaknové, takZe dochazi ke specifické hybridizaci mezi
oligonukleotidovou znadkou a jejim p¥isluSnym komplementem
znacky Watsonovym-Crickovym pdrovanim bazi.

8. Zpusob podle ndroku 7, vy znadujici
s e t 1 m, Ze kédované adaptory jsou ve formé:

5'=p(N) (N ) _(N )_(N )_(N )_-3'
Z(N')_(N')_(N')_-5'




nebo

PIN )_(N )_(N )_(N )_-3"
31=2(N)_(N')_(N')_(N')_-5'

kde N je nukleotid a N' je jeho komplement, p je fosfatova

skupina, z je 3' hydroxylovad skupina nebo 3' blokujici sku-
pina, n je celé ¢&islo od 2 do 6 vietné&, r je celé &islo od

0 do 18 vCetné, s je celé &islo bud od 4 do 6 véetné, pokud
ma kédovany adaptor nukledzové rozpozndvaci misto, nebo je

rovno 0, pokud neexistuje nukledzové rozpoznavaci &islo,

g je celé c¢islo vét3i neZ nebo rovné 0 a t je celé &islo

vétsi neZ nebo rovné 8.

9. Zplsob podle ndroku 8, vy znaduijici
s e t im, Z2e r je mezi 0 a 12 véetné&, t je celé &islo
mezi 8 a 20 vcetné a z je fosfatovad skupina.

10. Zpusob podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 6,
vyznacuijici s e t 1 m, Ze tyto nukleotidové
‘znacky téchto kédovanych adaptord jsou dvojvldknové a tyto
komplementy znacek s oligonukleotidovymi znadkami jsou
jednovlaknové, takZe nastdva specificka hybridizace mezi
oligonukleotidovou znackou a jejim p¥isluSnym komplementem
znaCky tvorbou Hoogsteenova nebo reverzniho Hoogsteenova
triplexu.

11. Zplsob podle ndroku 10, vy zna &u jici
s e t 1 m, Ze kédované adaptory Jjsou ve formé:

51-p(N) (N ) _(N )_(N )_(N )_-3'
Z(N')_(N')_(N')_-5'



nebo

p(N ) _(N ) _(N ) (N ) _-3'
3'-z(N)_(N'")_(N'")_(N')_-5'

kde N je nuklectid a N' je jeho komplement, p je fosfatova
skupina, 2 je 3' hydroxylovad skupina nebo 3' blokujici sku-
pina, n je celé ¢islo od 2 do 6 vietn&, r je celé &islo od
0 do 18 vcetné, s je celé &islo bud od 4 do 6 v&etn&, pokud
m& kdédovany adaptor nukledzové rozpoznavaci misto, nebo je
rovno 0, pokud neexistuje nukledzové rozpoznidvaci misto,
g je celé cislo vétSi neZ nebo rovné 0 a t je celé &islo
vétsi neZ nebo rovné 8.

12. Zplscb podle ndroku 11, vy zna &du jici
s e tim, Zer je od 0 do 12 vCetné&, t je celé &islo od
12 do 24 vcetné a z je fosfdtova skupina.

13. Zpusob podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 12,
vyznadcuijici s e t i m, 2e kazdy ¢len tohoto
minimdlné zk¥iZené hybridizujiciho souboru se 1i&i od kazdé-
ho jiného ¢lena alespoil o 6 nukleotidul.

14. Zpusob stanoveni nukleotidovych sekvenci vétsiho
poC¢tu polynukleotidd, vy znadu jici s e t im,
Ze zahrnuje Kkroky:

(a) pfipojeni prvni oligonukleotidové znadky z reper-
toaru znadek na kaZdy polynukleotid v populaci polynukleoti-
du takovym zpUsobem, Ze se kaZda prvni oligonukleotidova
znacka z tohoto repertodru voli z prvniho minimalné zk#¥iZené
hybridizujiciho souboru,




- 106 - g

(b) odbér vzorku populace polynukleotidl s vytvoFenim
vzorku polynukleotidl, takovym zplUsobem, Ze v podstaté
vSechny rozdilné polynukleotidy ve vzorku maji p¥ipojené
rozdilné prvni oligonukleotidové znacky,

(c) t¥idéni pelynukleotidld vzorku specifickou hybri-
dizaci prvnich oligonukleotidovych znadek s jejich odpovida-
jicimi komplementy, kde p¥islusné komplementy jsou p¥Fipojené
jako jednotné populace v podstaté identickych oligonukleoti-
di v prostorové diskrétnich oblastech na jednom nebo vice
pevnych nosicich,

(d) pfipojeni jednoho &i vice kédovanych adaptord ke
konci polynukleotidl ve vzorku, kde kaZdy kédovany adaptor
ma druhou oligonukleotidovou znadku zvolenou z druhého mini-
m&lné zk¥iZené hybridizujiciho souboru a vy&nivajici vlidkno
komplementdrni k vyénivajicimu vldknu polynukleotidu popula-

ce a

(e) identifikace vét3iho podtu nukleotidli v té&chto
vyénivajicich vlédknech polynukleotidd specifickou hybridiza-
ci komplementu znacky s kaZdou znac¢kou druhého oligonukleo-
tidu jednoho &i vice kédovanych adaptori.

15. Zpusob podle ndroku 14, vy zna &u j ici
s e t i m, Ze ddle zahrnuje kroky (f) odStépeni té&chto ké-
dovanych adaptord od té&chto polynukleotidl nukledzou, ktera
méd nukledzové rozpozndvaci misto oddélené od svého mista
Stépeni, takZe se vytva¥i nové vyénivajici vl1&kno na tomto
konci kaZdého z téchto nukleotidll a (g) opakovani krokl (d)

az (f£).




16. Zpusob identifikace populace molekul mRNA,
vyznadcduijici 5 e t 1 m, Ze obsahuje tyto kroky:

(a) vytvofeni populace molekul cDNA z populace mole-
kul mRNA takovym zplsobem, Ze kaZda molekula cDNA md p¥ipo-
jenou prvni oligonukleotidovou znadku, kterd se voli
z prvniho minimdlné zk¥iZené hybridizujiciho souboru,

(b) odebrani vzorku populace molekul z cDNA pro vy-
tvofeni vzorku molekul cDNA takovym zpusobem, Ze v podstaté
vSechny rozdilné molekuly cDNA maji p¥ipojené rozdilné prvni
oligonuklebtidové znacky,

(c) t¥idéni molekul cDNA specifickou hybridizaci
prvnich oligonukleotidovych znadek s jejich p¥FislusSnymi
komplementy, které jsou pFipojené jako jednotné populace
v podstaté identickych komplementd v prostorové diskrétnich
oblastech na jednom ¢i vice pevnych nosi&ich,

(d) pEipojeni jednoho &i vice kédovanych adaptort ke
konci molekul cDNA v populaci takovym zplUsobem, Ze kaZdy ké-
dovany adaptor m& druhou oligonukleotidovou znadku zvolenou
z druhého minimélné zk¥iZené hybridizujiciho souboru a vy-
¢énivajici vl&kno komplement&rni k vyénivajicimu vldknu mole-
kuly cDNA vzorku a

(e) stanoveni identity a po¥adi vétSiho podtu nukleo-
tidd v kaZdém z té&chto vyénivaijicich vldken molekul cDNA
specifickou hybridizaci komplementd znadky s kaZdou druhou
oligonukleotidovou znackou jednocho &i vice kédovanych adap-
tord, kde se populace molekul mNRA identifikuje frekvendéni
distribuci casti sekvenci molekul cDNA.
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17. Zpisob podle niroku 16, vy zn a & u jici
s e t I m, Ze ddle zahrnuje tyto kroky (f) odstépeni téch-
to kédovanych adaptori od téchto polynukleotidl nukle&zou
majici nukledzové rozpozndvaci misto oddélené od svého mista
Stépeni, takZe se vytva¥i nové vyénivajici vldkno na tomto
konci kaZzdé z té&chto molekul cDNA a (g) opakovani kroku (d)
az (f£).

18. Zpusob stanoveni nukleotidové sekvence na konci
polynukleotidu, vy zna dujici s e t im, Ze
obsahuje né&sledujici kroky:

(a) navadzani kédovaného adaptoru ke konci polynukleo-
tidu, kde tento kédovany adaptor ma oligonukleotidovou znad-
ku 2zvolenou z minim&lné zk¥iZena hybridizujiciho souboru
oligonukleotidd a vy&nivaijici vl&kno komplementarni k &asti

vlakna polynukleotidu,

(b) identifikace jednoho &i vice nukleotidl v této
Casti vldkna polynukleotidu specifickou hybridizaci komple-
mentu znacdky s oligonukleotidovou znadkou navazaného kédova-—
ného adaptoru,

(c) odStépeni kdédovaného adaptoru od konce polynu-
kleotidu nukledzou majici rozpoznavaci mukledzové misto
cddélené od svého mista &tépeni, takZe se na konci poly-
nukleotidu vytva¥i nové vy&nivajici vl&kno a

(d) opakovani krokll (a) aZ (c).
19. Zpusob podle naroku 18, vy zn a & u jici

s e t I m, Ze toto vyénivajici vldkno tohoto kédovaného
adaptoru obsahuje od 2 do 6 nukleotidd a krok identifikace




zahrnuje specifickou hybridizaci té&chto postupnych komple-
mentld znadek s touto oligonukleotidovou znadkou takovym zpt-
sobem, Ze identita kaZdého nukleotidu v této &asti tohoto

polynukleotidu se stanovi postupné.

20. Zpusob podle ndroku 18 neko 19,
vyznadcuijici s e t i m, 2e tento krok identifi-
kace dale zahrnuje poskytnuti nékolika soubort komplementi
znacek ekvivalentnich poétu nukleotidd, které se maji iden-
tifikovat v dané &asti tohoto polynukleotidu.

21. Zpisob podle ndroku 20, vy znadu ijici
s e t I m, Ze tento krok identifikace ddle zahrnuije po-
skytnuti téchto komplementld znadek v kazZdém z té&chto soubo-
ra, které jsou schopny uk&zat pFitomnost pFedem urdeného
nukleotidu signdlem generovanym zbytkem generujicim fluores-
cenc¢ni signdl s podminkou, Ze pro kaZdy typ nukleotidu exis-
tuje jiny zbytek generujici fluorescenéni signéal.

22. Zpusobk podle kteréhokoliv z nérokd 18 az 21,
vyznadcuijici s e tim Ze tyto oligonukleoti-
dové znacCky téchto kédovanych adaptori jsou jednovldknové
a tyto komplementy znadek pro tyto oligonukleotidové znadky
jsou jednovladknové, takZe dochdzi ke specifické hybridizaci
mezi oligonukleotidovou znadkou a jejim pFisluSnym komple-
mentem znalky Watson-Crickovym padrovanim bazi.

23. Latkové sloZeni, vy znaduijici s e
t 1 m, Ze obsahuje dvojvldknovy oligonukleotidovy adaptor

majici formu:

5'-p(N)_(N ) _(N )_(N )_(N )_-3"
Z(N')_(N')_(N')_-5"
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nebo

R(N )_(N ) (N ) (N ) _-3"
31=2(N)_(N')_(N')_(N')_-5'

kde N je nukleotid a N' je jeho komplement, p je fosfatova
skupina, z je 3' hydroxylovd skupina nebo 3' blokujici sku-
pina, n je celé ¢islo od 2 do 6 vSetn&, r je celé &islo od
0 do 18 vcCetné, s Jje celé Cislo bud od 4 do 6 vdetn&, pokud
méd kédovany adaptor nukledzové rozpoznavaci misto, nebo je
rovno 0, pokud neexistuje nukledzové rozpoznavaci misto,

g je celé &islo v&tEi neZ nebo rovné 0 a t je celé ¢&islo
vétSi nez nebo rovné 8.

24. Latkové sloZeni podle naroku 23, ve kterém r je
od 0 do 12 vCetné&, t je celé ¢islo od 8 do 20 vietnd, z je
fosfatova skupina a dany jednovldknovy zbytek (N)_ Jje &lenem

N4

minimdlné& zk¥iZend& hybridizujiciho souboru.

25. Latkové sloZeni obsahujici dvojvldknovy oligonu-
kleotidovy adaptor ve formé:

5'~p(N) (N )_(N )_(N )_(N )_-3'
Z(N')_(N')_(N')_(N')_-5'

nebo

PN ) (N )_(N )_(N ) _-3'
31z (N) (N')_(N')_(N')_(N') _-5"
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kde N je nukleotid a N' je jeho komplement, p Jje fosfatova
skupina, z je 3' hydroxylova skupina nebo 3' blokujici sku-
pina, n je celé ¢islo od 2 do 6 véetné, r je celé ¢islo od
0 do 18 vcCetné, s je celé ¢islo bud od 4 do 6 vietné, pokud
ma kdédovany adaptor nukledzové rozpoznavaci misto, nebo je
rovno 0, pokud neexistuje nukledzové rozpoznavaci misto,

g je celé c¢islo vétsi neZ nebo rovné 0 a t je celé &islo

vétsi neZ nebo rovné 8.

26. Latkové sloZeni podle naroku 25,
vyznacuijici S e tim Zer je od 0 do 12
vCetné, t je celé ¢islo od 12 do 24 véetné, z je fosfatova
skupina a dany dvojvlaknovy zbytek

‘(N )t
_(Nt)t

~

je ¢lenem minimAdlné zk¥iZené hybridizujiciho souboru.

27. Latkové sloZeni podle kteréhokoliv z ndroku 23 aZ
26, vyznacujici s e t im, Z2e n se rovna 4
a ¢lenové tohoto minimdlné zkriZené hybridizujiciho souboru

se navzajem od sebe 1i$i alespon o Sest nukleotidu.
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