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{57) 1. Sposob sekwencjonowania kwasow nuldeinowych, poprzez prowadzorg w znany sposcb hybrydyzacje kwasu nuldeinowego o nieznanej
selwencji z wykorzystaniem zestawu oligonukleotyddw, znamienny tym, ze tworzy i wykorzystuje sig zestaw cligonukleotydéw zawierajacy co
najmniej 50% jakiej$ biblioteld zorelacyjnej stanowigcej zbiér wszystidch aligonuideatyddw spelnigjgcych relacie i@, ze WiXq + WXr + WeXe + WoXs =G
gdzie wa, We, Wg, Wr 02naczajg widady wnoszone odpowiednio przez nuldeotydy A, C, G, T, zmienne Xa, Xc, Xg Xr, aznaczajg liczby edpowiednich
nuldeatydéw w oligonuldectydzie, a C; oznacza statg dla danej biblioteki izorelacyjnej, z paminizciem sytuac, qdy Wa = We= W= Wr.

2. Spostb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze korzystnie biblioteie izorelacyjna aligonukieatyddw tworzy sig jako izotermiczna, czyli taka,
dla Wdrej parametry wy, we, We, Wy pozostajg migdzy sobg w nastepujacych relacjach takich, ze: wa = Wy, we = W5 0razZ 2wy, = W, przy czym te
biblioteke generuje sig zgodnie ze schematem (A):

jezeli Cyjest podzielne bez reszty przez 2w; lubw przypadku przeciwnym zgodnie ze schematem {B)
& :
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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob sekwencjonowania kwaséw nukleinowych, przeznaczony
do stosowania w biologii molekularnej jak i w biotechnologii. Kwasy nukleinowe petnia w organizmach
zywych wielorakie i podstawowe funkcje, takie jak przechowywanie informacji genetycznej, jej przeka-
zywanie, odczytywanie i ttumaczenie na struktury biatek strukturalnych i enzymatycznych. Znajomosé
sekwencji kwasow nukleinowych ma wielkie znaczenie praktyczne dla rozwoju nowoczesnych metod
diagnostyki medycznej i rozwoju nowych biotechnologii. Sekwencjonowanie DNA, czyli zespot czyn-
nosci majgacych na celu okre$lenie kolejnoSci wystepowania jednostek nukleotydowych w tancuchu
kwasu nukleinowego, stanowi jeden z najwazniejszych probleméw biologii molekularnej. Mozliwosé
okreslenia sekwencji nukleotydéw w DNA powinna przyblizyé molekularne rozpoznanie i kontrole me-
tabolizmu zaréwno cztowieka jak i zwierzat i roslin. Powinna ulatwi¢ opanowanie choréb zaréwno po-
przez projektowanie nowych, skuteczniejszych lekéw jak i nowe terapie typu terapii genowych, itp.
Postep w rozwoju poznania genomu cziowieka a takze genoméw waznych roslin uprawnych, zwierzat
hodowlanych i organizméw chorobotwérezych jest bardzo istotnie zalezny od opracowania nowych metod
sekwencjonowania kwaséw nukleinowych. Poznanie sekwencji DNA organizmow zywych umozliwié po-
winno szybsze i tafisze wyprowadzenie nowych odmian roslin uprawnych, nowych ras zwierzgt hodowla-
nych i skuteczniejsze zwalczanie chorob. Takze okreslenie sekwencji RNA i analogow kwastw nukleino-
wych jest istotnym problemem zaréwno w biologii molekulamej jak i biotechnologii.

Znane obecnie i stosowane sposoby sekwencjonowania DNA wykorzystujg przede wszystkim
réznice w mobilnosci elektroforetycznej fragmentéw kwaséw nukleinowych stanowigcych krétsze pod-
fragmenty sekwencjonowanego DNA/RNA, ktore sa wytwarzane albo na drodze ich degradaciji che-
micznej lub enzymatycznej albo na drodze ,niekompletnej” syntezy enzymatycznej. Znane sg dwie
metody sekwencjonowania DNA: metoda chemiczna | metoda enzymatyczna. Metoda chemiczna
polega na przeprowadzeniu specyficznych reakcji chemicznych zasad heterocyklicznych wehodza-
cych w skiad sekwencjonowanego kwasu nukleinowego i poddaniu go nastepnie kontrolowanej de-
gradacji. W wyniku tych proceséw uzyskuje sie mieszaning krotszych fragmentéw oligonukleotydo-
wych, ktorych rozdziat elektroforetyczny pozwala na okreslenie sekwencji analizowanego kwasu nu-
kleinowego (Maxam A.M., Gilbert W., A new method for sequencing DNA: Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 1977 74 560-564, Maxam AM., Gilbert W.: Sequencing end-labeled DNA with base-specific
chemical cleavages. Methods Enzymol., 1977 65 499-560.). Podobnie , druga metoda sekwencjono-
wania opiera sie na wytworzeniu krétszych fragmentéw oligonukleotydowych na matrycy analizowa-
nego kwasu nukleinowego na drodze reakcji enzymatycznej polimeryzacji z wykorzystaniem odpo-
wiednich terminatoréw polimeryzacji (Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A. R. (1977) DNA sequen-
cing with chain-terminating inhibitors: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463-5467.).

Metoda ta doczekata sie opracowania wielu wariantow i jest stosowana obecnie najpowszech-
niej. Jest to jednak metoda droga i stosunkowo wolna. Cel sekwencjonowania genoméw duzych orga-
nizméw przekracza mozliwosci pojedynczych laboratoriow i jest w praktyce podejmowany tylko w ra-
mach migdzynarodowych wieloletnich i bardzo kosztownych programéw badawczych angazujacych
dziesigtki osrodkow naukowych.

Szybkos¢ i koszt sekwencjonowania z wykorzystaniem powyzszych metod stanowia powazne
ograniczenie w praktycznym wykorzystaniu informacji zawartej w sekwencji DNA. Od szeregu lat trwa-
ja usilne poszukiwania nowych podej$¢ metodycznych do problemu sekwencjonowania DNA. Poszu-
kuje sig metod szybszych i tafiszych. Wérdéd nowych metod sekwencjonowania kwasow nukleinowych
nalezy wymieni¢ zmierzajgce do wykorzystania detekcji pojedynczych znakowanych badz nie znako-
wanych nukleotydow przez enzym o wiasciwosciach egzonukleolitycznych z pojedynczej, unierucho-
mionej na podiozu stalym nici sekwencjonowanego DNA (Jett, J.H.; Keller, R.A.; Martin, J.C.; Marro-
ne, B.L.; Moyzis, RK,; Ratlifff, R.L.; Seitzinger, N.K.; Shera, E.B.; Stewart, C.C.: High-Speed DNA
Sequencing: An Approach Based Upon Fluorescence Detection of Single Molecules. J. Biomolec.
Struct. Dynam. 1989,7:301-309.) Metody sekwencjonowania pojedynczych nici kwasow nukleinowych
s3 we wezesnej fazie ich opracowywania i nie majg obecnie praktycznego znaczenia. Posrod nowych
metod sekwencjonowania DNA, ktorych opracowaniu poswigcono duzo uwagi, nalezy wymienié tzw.
sekwencjonowanie poprzez hybrydyzacje (ang. sequencing by hybridization, SBH). Odwracalny pro-
ces asocjacji kwasow nukleinowych i ich fragmentéw (oligonukleotydéw) o komplementarnych se-
kwencjach ma zasadnicze znaczenie dla biologii molekulamnej, ale takze dla nowych biotechnologii.
Jednym z zastosowar asocjacji kwaséw nukleinowych i komplementarnych do nich fragmentow kwa-
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sow nukleinowych czyli oligonukleotydéw jest analiza obecnosci okreslonych sekwencji oligonukleoty-
dowych na podstawie wyniku eksperymentu hybrydyzacji. DoSwiadczenie hybrydyzacji mozna prze-
prowadzi¢ stosujgc albo znakowany radioizotopowo lub nieradioizotopowo kwas nukleinowy albo zna-
kowany komplementarny oligonukleotyd. Znakowanie pozwala na przeprowadzenie pomiaru z bardzo
duzg czutoscig i stwierdzenie faktu utworzenia komplementarnego kompleksu (dupleksu).

Tak wigc metoda hybrydyzacji kwaséw nukleinowych i ich fragmentow (oligonukleotydaw)
o komplementarnych sekwencjach moze stuzy¢ do uzyskania wiedzy co do obecnosci badz nieobec-
nosci w analizowanym kwasie nukleinowym okreslonych sekwencji oligonukleotydowych. Jesli takie
doswiadczenia hybrydyzacji zostalyby przeprowadzone dla wszystkich mozliwych kombinacji sekwen-
cyjnych, to po ich przeprowadzeniu uzyskano by informacje na temat wszystkich sekwencji zawartych
w sekwencjonowanym kwasie nukleinowym.

Jednym ze sposobow przeprowadzenia sekwencjonowania kwaséw nukleinowych przez hybrydy-
zacje jest przeprowadzenie procesu hybrydyzacji kwasu nukleinowego o nieznanej sekwencji z wykorzy-
staniem petnego zestawu oligonukleotydow o okreslonej diugosci, zwanego bibliotekg standardowa.

Na podstawie danych sekwencjonowania SBH mozna okreslic sekwencje nieznanego kwasu
nukleinowego stosujac odpowiednie procedury obliczeniowe. Opublikowano kilka doniesien literaturo-
wych na ten temat. JednoczesSnie wiadomo, Ze dane pomiarowe maogg zawieraé btedy w ocenie obec-
nosci sekwenciji oligonukleotydowych w analizowanym DNA. Zrédta tych bledéw moga byé réznorod-
ne. Jednym z nich jest wystepowanie sekwencji powtérzonych w obrebie sekwenciji nieznanego kwasu
nukleinowego. Inne bigdy majg swoje zrédio w naturze zjawiska hybrydyzacji komplementarnych kwa-
sow nukleinowych. Pojawienie sig bleddéw w zestawie danych powoduje, Zze znalezienie na drodze
obliczen wiasciwej sekwencji kwasu nukleinowego staje sie problemem obliczeniowo trudnym. Ozna-
czaé to moze znaczne przediuzenie etapu obliczeniowego analizy sekwencyjnej za pomoca SBH,
a w niektorych przypadkach znalezienie jednego prawidtowego rozwigzania moze nie byé mozliwe.
W niektorych przypadkach dane moga zawierac tak wiele bledow pozytywnych, e ich obecnosé
i rodzaj catkowicie uniemozliwig znalezienie prawidlowego rozwigzania. Z drugiej strony przeprowa-
dzenie pomiaru hybrydyzacji w warunkach, ktére doprowadzg do zmniejszenia liczby btedéw pozy-
tywnych moze doprowadzi¢ do uzyskania danych o zwiekszonej liczbie bledéw negatywnych. Row-
niez i w takim przypadku znalezienie prawidlowego rozwigzania moze nie byé mozliwe, gdyz pewne
czesci analizowanej sekwencji DNA nie zostang w ogéle odczytane.

Opisane sposoby sekwencjonowania kwasow nukleinowych i ich analogéw poprzez SBH Iub
warianty SBH sg realizowane z wykorzystaniem do hybrydyzaciji z kwasem nukleinowym o nieznanej
sekwencji oligonukleotydow o jednakowej diugo$ci. Jednym z wariantow takiego sposobu realizacji
SBH jest wykorzystanie oligonukleotydéw przytgczonych do podioza stafego albo poprzez 3' albo po-
przez &' koniec lub zwigzanych z podiozem stalym w inny sposéb (patenty: Fodor, S. P. A.; Aldwin L.;
Ross D. A.; Winkler J. L.; Buchko C. J., Very large scale immobilized polymer synthesis using mecha-
nically directed flow, Patent US5885837, 1999, Bradley J.-C; Pirrung M. C: Shuey S. W., 5' to 3' nucle-
ic acid synthesis using 3'-photoremovable protecting group, Patent US5908926,1999) zgodnie z wie-
dzg znang specjalistom w dziedzinie.

Wiadomo od dawna, ze dupleksy DNA bogate w pary C/G sq trwalsze niz dupleksy zawierajace
duzo par A/T. Ta wiasciwos¢é kwasow nukleinowych stanowi istotng przeszkode doswiadczalng we
wszystkich metodach wykorzystujacych zjawisko hybrydyzaciji. Moze ona byé Zradlem licznych btedéw
pozytywnych w SBH. Modyfikacja warunkéw prowadzenia hybrydyzacji majaca na celu zmniejszenie
liczby nieprawidtowych duplekséw z udziatem oligonukleotydéw bogatych w nukleotydy C/G moze
prowadzi¢ do zmniejszenia liczby poprawnie odczytanych prawidiowych duplekséw oligonukleotydow
bogatych w nukleotydy A/T. Innymi stowy taka modyfikacja warunkéw hybrydyzacji, ktéra zmniejsza
liczbg btedow pozytywnych moze prowadzi¢ do zwigkszenia liczby btedow doswiadczalnych negatyw-
nych. Zaleznosé tworzenia sig dupleksu od skiadu nukleotydowego oligonukleotydéw mozna zmniej-
szy¢ prowadzac hybrydyzacje w obecnosci soli chaotropowych takich jak chlorek tetrametyloamonio-
wy (Maskos, U.; Southern, E.M., A study of oligonuclectide reassociation using large arrays of oligo-
nucleotides synthesised on a glass support, Nucleic Acids Research 1993, 21, 4663-4669). Mimo tej
mozliwosci wcigz poszukuje sie nowych rozwiazan techniczno-doéwiadczalnych, ktore pozwolityby
zmniejszy¢ liczbe bleddéw w SBH i jej wariantach, aby rozwingé te metody sekwencjonowania kwaséw
nukleinowych i uczyni¢ z nich metody o znaczeniu praktycznym. Wsrod prob modyfikacji SBH nalezy
w tym miejscu wymieni¢ metody modyfikacji struktury oligonukleotydéw zmniejszajace zaleznosé two-
rzenia sig dupleksu od jego skfadu nukleotydowego poprzez przytaczenie dodatkowych funkgii {mody-
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fikacji czgsteczkowych) zwigkszajgcych trwatos¢ bogatych w pary A/T. Przykdadem takiego rozwigza-
nia sg koniugaty oligonukleotydow i zwigzkéw o wiasciwoscliach wigzania kompleksowego w rejonie
matej bruzdy dupleksu DNA (Kutyavin L.V., Lukhtanov E. A, Gamper H. B., Meyer R. B., Covalently
Linked Oligonucleotide Minor Groove Binder Conjugates, Patent US5801155, 1998). Rozwigzania
techniczne w tym wzgledzie sg wcigz w fazie intensywnych poszukiwan chemiczno-technicznych i ze
wzgledu na znaczenie problemu jakie ma sekwencjowanie kwaséw nukleinowych istnieje duze zapo-
trzebowanie na nowe rozwigzania w tym zakresie. Istotne jest talce Sciste sprzezenie prac chemicz-
no-technicznych z opracowaniem nowych analiz teoretycznych powstajacych na gruncie nauk infor-
matyczno-biologicznych (bioinformatyczno-technicznych).

W sposobie sekwencjonowania kwaséw nukleinowych wedlug wynalazku, poprzez prowadzong,
w znany sposob hybrydyzacje kwasu nukleinowego o nieznanej sekwencji z wykorzystaniem zestawu
oligonukleotydéw, istota rozwigzania polega na tym, ze tworzy i wykorzystuje sie zestaw oligonukle-
otydow zawierajacy co najmniej 50% jakiej$ biblioteki izorelacyjnej stanowiacej zbior wszystkich oligo-
nukleotydow spelniajgcych relacjg taka, ze waxa + WexT + WeXe + WeXg = C,, gdzie wa, We, Wg, Wy 0Zna-
czajg wiitady (inkrementy) wnoszone odpowiednio przez nukleotydy A, C, G, T, zmienne X, Xc Xa, X7,
oznaczajg liczby odpowiednich nukieotydéw w oligonukieotydzie, a C, oznacza stalg dla danej biblio-
teki izorelacyjnej, z pominigciem sytuacii, gdy wa = We=Wg = Wt

Korzystnie biblioteke izorelacyjng oligonukleotydéw tworzy sie jako izotermiczng, czyli taka, dia kto-
rej parametry w,, We, Wg Wr pozostaja miedzy soba w nastepujgcych relacjach takich, ze: w, = wr,
We = Wg Oraz 2w, = W, przy czym te biblioteke generuje sie zgodnie ze schematem A:

A start

and

Jezeli C, jest podzielone bez reszty przez 2w, lub w przypadku przeciwnym zgodnie ze schema-
tem B

B start

11
e |
.
4 (]
- i ",
&
./ o
5—
I
i
]
1
1
1
UL 1
{
I —
\
N -~
(&)
4
\ /
(]
R
&



PL 197 097 B1 5

Korzystnie jest réwniez, gdy oligonukleotyd izotermicznej biblioteki oligonukleotydowej konstru-
uje sig z jednostek nukleotydowych zgodnie z wzorem:

E-.—‘" i /o'--
*” o

gdzie:

n jest liczba catkowitg od 1 do 100

B jest aglikonem sposréd zasad heterocyklicznych wystepujgcych w naturalnych kwasach nukle-
inowych lub inng zasada heterocykliczng, ktérej oddziatywanie z komplementamymi zasadami heterocy-
klicznymi jest znane i odpowiada oddzialywaniom miedzyczasteczkowym, w ktarych biorg udziat zasady
heterocykliczne wystgpujace w DNA: adenina (Ade), cytozyna (Cyt), guanina (Gua) i tymina (Thy);

X jestOlubS ;

Ryjest H, OH, lub grupa alkoksylowa albo alkenylows albo F

W, jest H, PO(OH); lub jej solg lub tacznikiem z podiozem stalym

W, jest nieobecne albo jest tacznikiem z podtozem stalym gdy W, jest H, PO(OH), lub jej sola.

Fakt, ze dupleksy DNA bogate w pary C/G s3 trwalsze niz dupleksy zawierajace duzo par A/T,
stanowi istotng przeszkode doSwiadczalng we wszystkich metodach sekwencjonowania kwasow nu-
kleiowych wykorzystujgcych zjawisko hybrydyzacii, i moze byé Zrodtem licznych bledow pomiarowych.
Tworzenie dupleksu zalezy od sktadu nukleotydowego, ale i od jego diugosci. We wezesniejszych
badaniach z wykorzystaniem allelo-specyficznych oligonukleotydéw w badaniach mutacji DNA korzystano
z prostej zaleznosci opisujgcej temperatury topnienia (migkniecia) duplekséw przyjmujac widad 4°C (stop-
ni) dla pary C/G i 2°C (stopni) dla pary A/T (Wallace, R.B., Johnson, M.J., Hirose, T., Miyake, T., Ka-
washima, E.H., and Itakura K., The use of synthetic oligonucleotides as hybridization probes. Il. Hybridiza-
tion of oligonucleotides of mixed sequence to rabbit beta-globin DNA. Nucleic Acids Research 9, 879-894,
1981). Tak wigc, formalnie biorge, mozna skompensowaé mniejsza trwatosé dupleksow bogatych
w pary AT poprzez zwigkszenie ich diugosci. Wiadomo, Ze powyzszy opis nie jest bardzo doktadny,
ale odzwierciedla og6ing zaleznosé trwatosci od sktadu nukieotydowego i diugosci dupleksu dosé
dobrze. Lepszego opisu stabilnosci dupleksow dostarcza tzw. model najblizszych sasiadow (Breslauer
KJ. Frank R. Blécker H. Marky LA. Predicting DNA duplex stability from the base sequence. Proc.
National Acad. Sciences USA, 83,3746-3750, 1986). Nieoczekiwanie okazalo sig, ze opisany wyzej
prosty sposab obliczenia stabilnoéci dupleksow z wykorzystaniem wytacznie liczby par AT i C/G stwa-
rza nowe mozliwosci rozwigzania probleméw sekwencjonowania kwaséw nukleinowych przez hybry-
dyzacje.

Zgodnie ze sposobem wediug wynalazku uzyskuje sie zestaw oligonukleotydéw spetniajacych
relacjg: WaXa + WeXr + WexXe + WeXg = C), gdzie w,, We, W, Wy oznaczajg wkiady (inkrementy) wnoszo-
ne odpowiednio przez nukleotydy A, C, G, T, zmienne xu, Xc, Xg, Xr, 0znaczaja liczby odpowiednich
nukleotydow w oligonukleotydzie, a C, oznacza stalq dla danej biblioteki, przy czym zestawy wszyst-
kich oligonukleotydéw spetniajgcych powyzsza relacje nazwano izorefacyjnymi bibliotekami oligonukeoty-
dowymi. W przypadku, gdy wa = e = Ws = wy, mamy biblioteke, odpowiadajaca standardowe] bibliotece
zawierajacej oligonukleotydy o réwnej diugosci, nie objetej istotg sposobu wedfug wynalazku.

Szczegoinym przypadkiem oligonukieotydowej biblioteki izorelacyjnej jest izotermiczna bibliote-
ka oligonukteotydowa powstajgca wtedy, gdy wkiad (inkrement) nukleotydu C(G) jest dwa razy wiek-
szy niz nukleotydu A(T). Suma wkiadéw (inkrementéw) C oligonukleotydu jest charakterystyczna dla
danej biblioteki izotermicznej i nazywana jest temperaturg biblioteki ( T;).

Oligonukleotydy zawarte w takiej bibliotece powinny tworzyé dupleksy z komplementarnymi
kwasami nukleinowymi w wezszym zakresie warunkéw doswiadczainych (temperatura, stezenie soli,
itp.) niz zakres charakterystyczny dla kompletnej biblioteki zawierajacej oligonukleotydy jednakowej
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dlugosci. Zatem, doswiadczenia hybrydyzacyjne (pomiary) przeprowadzone z wykorzystaniem biblio-
tek izotermicznych powinny dostarczy¢ danych zawierajgcych mniejszg liczbe bledéw doswiadczal-
nych. Ta wiasciwos¢ izotermicznych bibliotek oligonukleotydowych byfa impulsem do przeprowadze-
nia analizy ich przydatnosci do sekwencjonowania kwasow nukleinowych przez hybrydyzacje (SBH).
Jak powiedziano powyzej, zastosowanie oligonukleotydowych bibliotek izotermicznych w doswiadcze-
niach hybrydyzacyjnych powinno dostarczy¢ danych pomiarowych obarczonych duzo mniejsza liczbg
btedow. Przeprowadzona analiza matematyczna problemu przydatnosci oligonukleotydowych bibliotek
izotermicznych do SBH i wariantow wykazata, ze dwie biblioteki izotermiczne sa wystarczajace dla
petnego odzwierciedlenia wszelkich mozliwych sekwencji kwaséw nukleinowych, gdy ich temperatury
roznig sie o jeden wktad A lub T. Przeprowadzona analiza wykazala, ze jedna biblioteka izotermiczna
nie jest wystarczajgca dla SBH. Mimo to pomiary hybrydyzacyjne z uzyciem jednej biblioteki izoter-
micznej moga w przypadkach szczegdinych byé wystarczajace dla sekwencjonowania okreslonych
sekwencji kwaséw nukleinowych. Ponadto lepsza jako$¢ pomiarowych danych z doswiadczen hybry-
dyzacyjnych z uzyciem pojedynczej biblioteki izotermicznej moze byé wykorzystana do odtworzenia
sekwencji badanego kwasu nukleinowego ze wzgledu na nadmiarowo$é danych prowadzac do roz-
wigzan pewnych lub bardzo prawdopodobnych z nie gorsza skutecznoscig niz SBH z wykorzystaniem
standardowych bibliotek oligonukleotydowych.

Przeprowadzona analiza problemu sekwencjonowania z wykorzystaniem bibliotek izotermicz-
nych doprowadzita do jednoznacznego wniosku, Ze dwie biblioteki izotermiczne roznigce sie tempera-
turg o jeden wikiad A(T): T;i Tr+2 sg wystarczajgce do sekwencjonowania kwasu nukleinowego o do-
wolnej sekwenciji.

Opracowany zostat réwniez sposob przechodzenia na drodze materhatyczno—obliczeniowej od
zestawu oligonukleotydéw zidentyfikowanych podczas pomiaréw hybrydyzacyjnych za pomoca biblio-
teki (bibliotek) izotermicznych do sekwencji analizowanego kwasu nukleinowego.

Istotne znaczenie ma takze mniejsza liczba oligonukleotydéw w izotermicznych bibliotekach oli-
gonukleotydowych w poréwnaniu z liczbg oligonukleotydéw w standardowych bibliotekach oligonukle-
otydowych. Jak wiadomo liczba oligonukleotydéw w standardowych bibliotekach oligonukieotydowych
rosnie wykitadniczo wraz z diugoscig oligonukleotydu i w przypadku standardowych fragmentéw DNA
zbudowanych z czterech nukleotydéw A, C, G i T wynosi:

4" gdzie k - diugos¢ oligonukieotydu
W przypadku bibliotek izotermicznych ich licznosé opisana jest dwoma wzorami, jednym dla bi-
bliotek o temperaturze T, podzielnej bez reszty przez 2w,

it ]
2w, I +i 27‘:_.”
21 2w, -2°"4

i drugim, dla bibliotek o temperaturze T, niepodzieinej bez reszty przez 2wy;

2 [[EA N
-t 2i +1

Diugosc¢ oligonukleotyddw (/) wehodzacych w sikiad odpowiedniej biblioteki izorelacyjnej mozna
okresli¢ z relacji podstawowej, pamietajgc o prostej zaleznosci -
D=xs+xg+Xxc+Xp
Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony na przyktadach realizacji sposobu wediug wy-

nalazku, objasnionym rysunkiem, na ktérym na ktérym na fig. 1 i 2 uwidoczniono schematy generagji
izotermicznych bibliotek oligonukleotydowych.
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W pierwszym przyktadzie realizacji sposobu sekwencjonowania kwasdéw nukleinowych wediug
wynalazku, zestaw oligonukleotydéw wchodzgeych w skiad biblioteki izotermicznej stanowi scalong
biblioteke oligonukleotydéw. Nomenklatura w zakresie bibliotek zostata przedstawiona wczesnigj
(Markiewicz W. T., Andrych-Rozek K., Markiewicz M., Zebrowska A., Astriab A., Synthesis of oligonuc-
leotides permanently liknked with solid supports for use as synthetic oligonucleotide combinatorial
libraries. Innovations in solid phase synthesis. W Epton R. (red.), Biological and Biomedical Applica-
tions, Mayflower Worldwide, 1994, Birmingham, 339-346). W scalonej bibliotece oligonukleotydowe]
oligonukleotydy sg przytaczone do powierzchni materiatu statego w taki sposéb, ze kazdy oligonukle-
otyd z jzotermicznej biblioteki oligonukleotydowej zajmuje okreslone pole powierzchni. Do okreslonego
pola scalonej biblioteki oligonukleotydowej przylgczona jest co najmniej jedna czgsteczka oligonukle-
otydu zdolna do wzigcia udziatu w procesie hybrydyzacji z sekwencjonowanym kwasem nukleinowym
lub jego fragmentem.

Scalone biblioteki oligonukleotydowe tworzono albo poprzez synteze cligonukleotydow na dro-
dze chemicznej syntezy kombinatorycznej tak, jak to opisano w literaturze dia tzw. chipéw DNA lub
zestawdw DNA (ang. DNA chip lub DNA array) (Fodor S.P.A., Pirrung M.C., Stryer L., Read J.L., Very
large scale immobilized polymer synthesis, Patent US5424186; Pirrung M.C., Shuey S.W., Bradley
J.-C., &' to 3' nucleic acid synthesis using 3'-photoremovable protecting Group, Patent US5908926),
lub poprzez oddzielne otrzymanie oligonukleotydéw na drodze chemicznej i ich nastepne przylaczenie
do wybranych pol scalonej biblioteki oligonukleotydowej (Timofeey E., Mirzabekov A., Sundberg S.,
Fujimoto D., McGall G., Schullek J., Yang H, Holmes C.P_, Jacobs J.W., Derivatization of solid suppor-
ts and methods for oligomer synthesis, Patent US5919523). Ten sam sposob postepowania stosuje
si¢ do scalonej izotermicznej biblioteki oligonukleotydowej. Oligonukleotydy s przytaczone do podto-
Za statego poprzez ich 3' lub 5'-koniec albo poprzez inng grupe funkcyjng nie znajdujgeg sie na 3' lub
S'-koncu oligonukleotydu w taki sposéb, ze mozliwa jest hybrydyzacja z sekwencjonowanym kwasem
nukleinowym lub jego fragmentami. Oligonukieotyd moze by¢é albo zbudowany z naturalnych deoksy-
nukleotyddw lub deoksynukleotydéw pochodnych zasad heterocyklicznych takich jak uracyl lub inne
zasady heterocykliczne, ktérych oddzialywania z komplementarnymi zasadami heterocyklicznymi sa
znane i odpowiadajg oddziatywaniom migdzyczasteczkowym, w ktorych biorg udziat zasady heterocy-
kliczne wystepujgce w DNA: adenina (Ade), cytozyna (Cyt), guanina (Gua) i tymina (Thy).

Oligonukleotyd moze réwniez zawieraé inne modyfikacje nie zmieniajgce specyficznosai jego
oddzialywania z komplementarnym kwasem nukleinowym lub jego fragmentami a jedynie modyfikujg-
cymi site tych oddziatywan, przy czym modyfikacje te mogg byé dotgczone do oligonukleotydu wcho-
dzacego w skiad izotermicznej biblioteki oligonukleotydowej albo na 3' albo na 5' koricu albo w innej
czesci jego faricucha w taki sposob, ze mozliwa jest hybrydyzacja z sekwencjonowanym kwasem
nukleinowym lub jego fragmentami.

Synteze kombinatoryczng scalonej biblioteki izotermicznej realizuje sie stosujac opisane znane
sposoby z uzyciem odpowiednio aktywowanych monomeréw nukleotydowych, ktére zawierajg grupy
fotolabilne lub inne grupy ochronne selektywnie odstaniane badz za pomoca Swiatta badz innych wia-
sciwych czynnikow dziatajacych lokalnie na wybranym polu otrzymywanej izotermicznej biblioteki sca-
lonej. Jako grupy ochronne usuwane za pomocg Swiatfa nie naruszajgcego budowy oligonukleotydu
mozna wykorzysta¢ pochodne typu o-nitrobenzylowego [ub inne opisane w literaturze do syntezy sca-
lonych bibliotek oligonukleotydowych. Odpowiednie maski stosowane na poszczegolnych etapach
kombinatorycznej syntezy scalonej izotermicznej biblioteki oligonukleotydowej, ktérych ksztatt i kolej-
nos¢ uzycia wynikaja ze struktury scalonej biblioteki izotermicznej, zaprojektowano wykorzystujac
schematy A, B przedstawione na fig. 1i2. W przypadku syntezy biblioteki izotermicznej, ktorej tempe-
ratura 7, jest podzielna przez 2w, bez reszty, stosuje sig schemat A, przestawiony na fig. 1, aw przy-
padku przeciwnym stosuje si¢ schemat B przedstawiony na fig. 2. Oznaczenia na fig. 1 majg, nastepu-
jacy sens: A oznacza rozdzielenie, a V {gczenie etapéw, A/T oznacza czynnos$é rozdzielania na dwie
czgsci, przytaczania do jednej A do drugiej T i ponowne polgczenie, a znak C/G ma to samo znacze-
nie jak dla A/T, ale dla etapdéw przytaczania jednostek wbudowujacych C i G.

W przypadku, gdy 7, biblioteki izotermicznej wynosi 2wa.2tw, nalezy t razy wstawié schemat A
przedstawiony w prawej czesci fig. 1 do schematu z jej lewej czesci, w zaznaczonym miejscu. W przy-
padku bibliotek, dla ktdrych T,72w, nie jest liczbg calkowita i reszte rowna w, | T,=3w,+2tw, nalezy do
schematu B postgpowania pokazanego na fig. 2 z lewej strony wigczyé w zaznaczonym miejscu t razy
schemat z prawej czesci fig. 2.
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Otrzymang biblioteke izotermiczng poddanc hybrydyzacji z wyznakowanym sekwencjonowa-
nym kwasem nukleinowym lub wyznakowanymi fragmentami tego kwasu nukleinowego badz wyzna-
kowanymi odpowiednikami oligorybonukleotydowymi fragmentéw selkwencjonowanego kwasu nukle-
inowego, a nastepnie zgodnie z istniejgcg wiedzg w zakresie hybrydyzacji kwasdw nukieinowych mie-
rzono za pomocs odpowiednich urzadzen pomiarowych zajScie procesu hybrydyzacji dla kazdego
z podl scalonej biblioteki izotermicznej. Uzyskane dane pomiarowe wskazujgce na wystepowanie se-
kwencji komplementarnej do kazdego zidentyfikowanego oligonukleotydu wchodzacego w skiad sca-
lonej biblioteki izotermicznej wykorzystane nastepnie do odfworzenia sekwencji badanego kwasu nu-
kleinowego przy zastosowaniu odpowiedniej procedury matematyczno-obliczeniowej.

W drugim przyktadzie realizacji sposobu sekwencjonowania kwasdow nukleinowych wediug wy-
nalazku utworzono zestaw oligonukieotydow wchodzacych w skiad biblioteki izotermicznej stanowiacy
rozproszong biblioteke oligonukleotydéw. W rozproszonej bibliotece oligonukleotydéw sa one albo
pojedynczymi czgsteczkami albo sg przylaczone do drobin materialu stalego, przy czym do drobin
materiatu stalego przyfaczona jest przynajmniej jedna czasteczka oligonukleotydu zdoina do wzigcia
udziatu w procesie hybrydyzacji z sekwencjonowanym kwasem nukleinowym Iub jego fragmentami.

Rozproszone biblioteki oligonukleotydowe otrzymano na drodze kombinatorycznej syntezy
chemicznej, przy czym mozliwe jest taice wykorzystanie w tym celu znanego powszechnie szerokiego
zakresu grup ochronnych i znanych metod syntezy. Sposoby przytaczenia oligonukleotydéw do drobin
podioza statego mogg by¢ réwniez takie jak omowione w przyktadzie dia scalonych bibliotek izoter-
micznych. To samo dotyczy jednostek nukleotydowych tworzacych oligonukleotydy bibliotek izoter-
micznych. Sposéb prowadzenia chemicznej syntezy kombinatorycznej rozproszonych izotermicznych
bibliotek oligonukleotydowych jest analogiczny do sposobu projektowania etapow syntezy kombinato-
rycznej scalonych bibliotek izotermicznych, ktére ilustruja fig. 1 i fig. 2. W wyniku syntezy kombinato-
rycznej otrzymano rozproszong izotermiczna biblioteke oligonukieotydowa.

Rozproszong, izotermiczng biblioteke oligonukieotydowa mozna tez otrzymaé poprzez nie kom-
binatoryczna, sekwencyjng synteze wszystkich oligonukleotydéw wchodzacych w jej sktad i nastepne
ich zmieszanie w jednakowych proporcjach.

Sekwencjonowanie z wykorzystaniem rozproszonej izotermicznej biblioteki oligonukieotydowej
prowadzono realizujac hybrydyzacjge z odpowiednio wyznakowanym kwasem nukleinowym lub jego
wyznakowanymi fragmentami lub wyznakowanymi odpowiednikami oligorybonukleotydowymi frag-
mentéw sekwencjonowanego kwasu nukleinowego. Jako grupy znakujace stosowano réznorodne
Znane grupy markerowe pozwalajgce na przeprowadzenie detekcji za pomoca promieniowania elek-
tromagnetycznego albo poprzez wysoce selektywna asocjacje z innymi czynnikami molekularnymi.
Wsréd takich markeréw mozna wymieni¢ badz grupy o wiasciwosciach fluorescencyjnych, badz bioty-
ne eddzialujacg bardzo specyficznie i silnie z bialkiem streptawidyna.

Po przeprowadzeniu hybrydyzacji zgodnie z wiedzg w tym zakresie prowadzono selekcje tych
elementow rozproszonej izotermicznej biblioteki oligonukleotydowej, ktére zawieraly sekwencje kom-
plementarne do analizowanego kwasu nukleinowego lub jego fragmentéw czy odpowiednikéw oligo-
rybonukleotydowych. Etap ten mozna przeprowadzi¢ stosujac selekcje mechaniczng Iub selekcje za
pomocg urzadzen typu automatycznych sorteréw komérkowych (typu FACS) lub selekgje masywng za
pomoca podtozy magnetycznych (Markiewicz, M.; Asfriab, A, .Markiewicz W.T., Application of a Synthetic
Oligonuclectide Combinatorial Library in Triplex DNA Studies, Collection. Czechoslov.Chem.Commun. 61,
Spec. Issue, Str. 120-121, 1996; Siebenkotten G., Koester M., Miltenyi S., Micro colunin system for
magnetic separation, Patent EP0941766).

Wybrane drobiny niosgce unikalne sekwencje oligonukleotydowe sposréd oligonuklieotydow
rozproszonej izotermicznej biblioteki oligonukleotydowej, a jednoczesnie kamplementarne do badane-
go kwasu nukleinowego lub jego fragmentow, czy odpowiednikow oligorybonukleotydowych nalezy
podda¢ analizie za pomocy innych znanych metod sekwencyjnych. Wsrod metod ustalenia sekwencji
oligonukleotydéw wyselekcjonowanych z rozproszonej biblioteki izotermicznej nalezy wymienié spek-
trometri¢ mas w wariancie MALDI-TOF i inne znane metody sekwencjonowania tgcznie z metodami
enzymatycznymi.

Uzyskane wyniki pomiaru hybrydyzacji sekwencjonowanego kwasu nukleinowego wykorzystano
nastgpnie do odtworzenia jego sekwencji stosujac odpowiednie procedury matematyczno-obli-
czeniowe identyczne jak w opisanym wczesniej pierwszym przykiadzie realizacji sposobu wedtug wy-
nalazku.
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb sekwencjonowania kwasow nukleinowych, poprzez prowadzong w znany sposéb hybry-
dyzacje kwasu nukleinowego o nieznanej sekwencji z wykorzystaniem zestawu oligonukleotydéw, zna-
mienny tym, ze tworzy i wykorzystuje sig¢ zestaw oligonukleotydow zawierajgcy co najmniej 50% jakiejs
biblicteki izorelacyjne] stanowigcej zbior wszystkich oligonukieotydow spelniajgcych relacie taka, ze wax, +
WrXr + WeXe + WeXe = G, gdzie w,, We, Wg, wr 0Znaczajg wkiady wnoszone odpowiednio przez nukleotydy
A, C, G, T, zmienne xa, Xc, X, X7, 0Znaczaja liczby odpowiednich nukleotydéw w oligonuklectydzie, a C;
oznacza stafg dla danej biblioteki izorelacyjnej, z pominieciem sytuacji, gdy w, = we = wg= wr.

2. Sposob wedtiug zastrz. 1, znamienny tym, ze korzystnie biblioteke izorelacyjng oligonukle-
otydow tworzy sig jako izotermiczng, czyli taka, dla ktorej parametry w,, we, wg, Wy pozostajg miedzy
sobg w nastepujacych relacjach takich, ze: wa = wy, wg = wg oraz 2w, = We, przy czym te biblioteke
generuje sie zgodnie ze schematem (A):

A sLart ;- - T —:
) ’1\ 1
- i L\ ]
2 > 1 ~ - I
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2wl WESTE l _____ i "n‘ :
- I

W \ ’JL\ !

~ Py e

N ; e
i | e @

1 - .

1 g i
1 '
1 ¥

Lo g e memmom s @ = ¢

jezeli C, jest podzielne bez reszty przez 2w, lub w przypadku przeciwnym zgodnie ze schema-
tem (B).
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3. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze oligonukleotyd izotermicznej biblioteki oligonu-
kleotydowej konstruuje sie z jednostek nukleotydowych zgodnie z wzorem:

W—|—0- "

gdzie:
n jest liczbg catkowita od 1 do 100
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B jest aglikonem sposrod zasad heterocyklicznych wystepujgcych w naturalnych kwasach nukle-
inowych lub inn3 zasadg heterocykliczng, kiérej oddzialywanie z komplementamymi zasadami heterocy-
klicznymi jest znane i odpowiada oddzialywaniom migdzyczasteczkowym, w ktérych biorg udziat zasady
heterocykliczne wystepujace w DNA: adenina (Ade), cytozyna (Cyt), guanina (Gua) i tymina (Thy);

X jestOlub S

R, jest H, OH, lub grupg alkoksylowg albo alkenylows albo F

W; jest H, PO(OH), lub jej solg lub tgcznikiem z podtozem statym

W, jest nieobecne albo jest tgcznikiem z podtozeni stalym gdy W, jest H, PO{OH), lub je] sola.

Rysunki
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