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HE DNA SONDY

SYNTEZA NA MISTE, STISKEM
JEDINEHO TLACITKA

Tento materidl poskytuje krdtky uvod k sonddm DNA, zejména pak k sonddm TagMan a FISH a jak
zarizeni pro syntézu DNA spolecnosti Kilobaser umozriuje jakékoli laboratori vyrabét vlastni sondy,

pficemZ Setfi provozni ndklady a cas.

Autor: Alexander Murer CEO spolecnosti Kilobaser GmbH
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01.1
DNA sondy

DNA sondy jsou relativné kratké retézce DNA
(od 9 do 40 bazi), které jsou modifikovany
molekulami generujicimi signal, jako jsou
fluorescenéni barviva nebo radioizotopy.

S celosvétovym objemem trhu pfiblizné 360
miliont EUR / 435 miliond USD (1) predstavuji
druhou nejvétsi skupinu mezi syntetizovanymi
oligonukleotidy vedle klasickych DNA primerd.
Tyto sondy DNA se vyrabéji plné chemicky,
molekula po molekule, v zafizenich pro syntézu
DNA (,,syntetizatory DNA“)

DNA sondy se pouZivaji k oznaceni
komplementarnich fetézc DNA (,cilova
sekvence”) technikou oznacovanou jako
hybridizace. Diky modifikaci napfiklad s
fluorescencnimi barvivy lze potom velmi
specificky detekovat, a dokonce kvantifikovat
komplementarni hybridizované retézce DNA.
DNA sondy se pouzivaji ve vyzkumu
molekuldrni biologie a Iékarské diagnostice, v
metodach jako ¢gPCR, Southern blot a
Fluorescence-in-situ-hybridizace (,FISH®).

Béhem pandemie COVID-19 zplsobené
patogenem SARS-CoV-2 dosahly sondy DNA
zvlastni dlleZitosti, protoZe byly pouZity pro
vysoce citlivou detekci infikovanych osob
pomoci testl qPCR (2).

01.2
Sondy FISH

FISH je Siroce pouZivanou technikou pro
detekci a lokalizaci DNA nebo RNA v burkach.
Tato metoda tedy umoZfiuje analyzu jader
jednotlivych bunék a metafazovych
chromozom(, stejné jako distribuce mRNA v
celych embryich, fezech nebo tkanich. Detekce
DNA a RNA je mozna diky sekvencni specificité
sond FISH. Hybridizuji s cilovou DNA nebo RNA
a poté je lze detekovat pomoci technik
fluorescencni mikroskopie. Tyto sondy FISH se
obvykle skladaji z DNA oligonukleotidu
modifikovaného  fluoroforem  napf. 6-
karboxyfluorescein (6-FAM) (3).
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01.3
Sondy TagMan & qPCR

Sondy TagMan jsou dalsi formou sond DNA s
fluorescenénim barvivem na 5' konci, které
nesou navic druhou molekulu, kterd funguje
jako ,,zhasec” na 3 'konci. Zhasec tak absorbuje
emitované svétlo zfluorescencniho barviva,
dokud jsou obé molekuly spojeny vidknem DNA
sondy v malé vzdalenosti od sebe. Pokud je
tedy DNA sonda TagMan neporusena, nelze ji
detekovat pomoci fluorescence emitované
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barvivem v gPCR cycleru. Sondy TagMan jsou
navrzeny tak, aby hybridizovaly v oblasti DNA
amplifikované specifickou sadou primer0.
Vzhledem k tomu, Ze Taq polymeraza
prodluZzuje primer a syntetizuje vysledné
vldkno, 5'-3' exonukledzovd aktivita Taq
polymerdazy degraduje hybridizovanou sondu —
a tim uvolni fluorescenéni barvivo od zhasece,
a to pak mlzZe po excitaci spravnou vinovou
délkou emitovat svétlo, jak je zndzornéno na
obrazku 1, které lze ndsledné snadno
detekovat a kvantifikovat. Tento systém se
pouzivd ke kvantifikaci specifické sekvence
DNA, a tim zvysSuje specificitu metody gPCR (4).
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Obr 1: Princip gPCR s TagMan sondou
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Eluo.rescen(”:m' Excitace Emise Dopo,rtjé?m’/ BHQV m,olekula
arvivo zhased Zhaseci rozsah
[ Y 495 520 BHQ-1 BHQ-1

TET 521 536 BHQ-1 480-580 nm

VIC 538 554

NED 546 575 BHQ-2
B  rox 586 610 BHQ-2 559-670 nm

Obr 1. Fluorofory s uvedenou hodnotou excitace a emise a odpovidajici zhasec

02
DODAVKY SOND

02.1
Cena

Vyzkum dnes bézné vyuZziva vlastni, navrzené
DNA sondy, coZ vede k vysoky provoznim
nakladim. Cena sondy s 6-FAM fluoroforem,
BHQ-1 zhasecem, dlouhd pouhych 20 bazi DNA
obvykle zacind okolo 150 € / 180 $ u vsech
znamych velkych vyrobct, jako jsou Eurofins,
IDT DNA nebo Thermo Fisher. Pridani
specifickych modifikaci a vyssi pocet DNA bazi
miZze dale ndklady vyznamné zvysit. Naklady
jsou tak velmi vysoké, zejména ve srovnani s
nizkymi  cenami  nemodifikovanych DNA
oligonukleotidli — takovéto retézce DNA s 20
bazemi stojijenasi4 €/48S.

02.2
Dodaci Ihity

Upravy zvysuji dodaci IhGity DNA na nékolik dni.
Obvykle jsou ¢ekaci doby na vyrobu TagMan
sondy 4 aZz 8 pracovnich dnQ, preprava pak
mUze trvat 1-2 dny (USA, ¢asti EU) coZz mize
vést ke zpozdénim, zejména u experimentd,
které vyZaduji vice rdznych sond.

02.3
Zavislost

AZ na nékolik vyjimek vétsina laboratofi na
svété je zdavisld na spolec¢nostech vyrabéjicich
sondy na zakazku. Védci si bézné objedndvaji
DNA primery i sondy DNA online

Konvenéni syntetizatory DNA dostupné na trhu
mohou jen tézko konkurovat spole¢nostem
syntetizujicim sondy na zakazku ve velkém, a to
diky nékolika niZze uvedenym faktorim:

* Vysoké porizovaci naklady
(od pfiblizné 35 000 EUR / 40 000 $ za zafizeni)

* Rozsahla infrastruktura
(ventilace, odsavani vyfukovych plyna)

¢ Vysoké provozni naklady
kvlli vysoké spotiebé drahych
zejména pro modifikovanou DNA

reagencii,

* Slozité provozni pozadavky
specialné vyskoleny personal

Kvlli témto faktorim jsou laboratore, které
jsou v soucasné dobé vybaveny vlastnim
syntetizatorem DNA, spiSe vyjimecnym jevem.
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02.2
Rizika spojend s dusevnim vlastnictvim

To malo syntetizator DNA rutiné pouzivanych
koncovymi zdkazniky je vétSinou provozovano
internimi oddélenimi v korporacich. Jednim z

03

ALTERNATIVi ZDROJ DNA SOND: KILOBASER

03.1
Syntetickad platforma u Kilobaseru

Synteticka platforma se sklada z pfistroje pro
syntézu - Kilobaser a dvou spotiebnich doplrik(
— z kazety schemii pro syntézu DNA a z
fluidnich CipQ. Pro syntézu musi byt do pfistroje
vlozena jak kazeta s DNA chemii, kterd
obsahuje vSechna potfebnd reakcni Ccinidla
(zejména 4 zakladni stavebni bloky pro adenin,
guain, cytosin, thymin ve formé fosforamidit()
pro syntézu o celkové délce 200 bazi. Pristroj

DNA sonda

prikladl je skupina BASF, jejiz vyzkumna
oddéleni nesmi objednavat DNA sekvence od
externich spole¢nosti pro zakdzkovou syntézu,
aby tak chranila cenné dusevni vlastnictvi.
Riziko ztraty a kopirovani dat potencidlné
existuje jak béhem prenosu dat pres internet,
tak i u dodavatele, a dokonce i vramci
pfepravnich sluzeb.

pouzivd plynny argon k prenosu <cinidla
potifebného pro kazdy krok syntézy z kazety do
fluidniho Cipu.

Fluidni ¢ip ma dvé hlavni funkce: 1. Integrované
miniaturni ventily fidi tok reagenci v pribéhu
jednotlivych syntetickych krokl; 2. V komore
pro mikrosyntézu (klasicky oznacovand jako
,kolona”) probiha syntéza DNA oligonukleotid(
v solid-state fazi. K syntéze velikosti DNA oligo
s 20 bazemi potrebuje Kilobaser méné nez 1,5
hodiny a vytéZek se pohybuje kolem 300
pikomold.

Synteticky ¢as

2,5 minuty na bazi + jednorazové
25 min konecné zpracovani

Konecny vytézek 300 pikomold (0,3 nanomol)
Relativni vytéZek 99,5 %
Obsah v kazeté 100 bazi
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03.2
Uvedeni produktu na trh

Od Uunora 2021 zacne spolec¢nost Kilobaser
prodavat doplnkovy produkt pro sv(j
syntetizator DNA Kilobaser: kazetu s 6-FAM
DNA a Quencher Fluidic Chips.

Tento spotfebni materidl tak umoziuje v kazdé
laboratofi  vybavené naSim  pfistrojem
jednoduchou a efektivni moznost vyrabét
vlastni DNA sondy, jako napf. TagMan a FISH.

V prvnim kroku budou v nabidce reagencni
kazety s oznadeni 6-FAM a fluidni Ccipy s
oznaceni BHQ-1.

Kazety pro pfipravu sond obsahuji standardni
reagencie pro 100 bazi DNA a 6-FAM, ktery je
nakonec napojen na 3'-konec DNA. Cipy BHQ-1
obsahuji syntetickou kolonu s jiZ pfipojenym
zhase¢em BHQ-1, ktery je navazan na 5 'konec
DNA.

Spotfebni material lze podle potreby
kombinovat, coZz umoznuje rizné moznosti:

¢ Kazety 6-FAM a DNA Fluidic Chips lze pouZit k
vyrobé jedné nebo vice sond DNA oznacdenych
na 5 'konci fluorescenénim barvivem 6-FAM s
celkem az 100 bazemi, také znamé jako sondy
FISH (fluorescence in situ hybridization).

e Pomoci fluidnich ¢ipd BHQ-1 a standardni
kazety pro DNA sondy lze pftipravit vice DNA
primerd oznacenych na 3 'konci BHQ-1 s
celkem az 200 bazemi.

e Kombinaci kazety sondy 6-FAM a fluidnich
Cipl BHQ-1 pro syntézu Ize vyrobit jednu nebo
vice sond TagMan DNA s celkem az 100 bazemi,
znamymi také jako sondy TagMan.

03.3
Skladovatelnost

Kazeta 6-FAM: Zivotnost kazety 6-FAM po
vloZzeni do pfistroje je omezend. Po prvni
syntéze lze kazetu pouzivat pro syntézu dalSich
7 dni a poté ji musite vyménit.

Kratkd Zivotnost je dUsledkem chemické
nestability 6-FAM v roztoku. Neoteviené
kazety maji trvanlivost nejméné jeden rok,
protoze 6-FAM je v nich skladovan
v lyofilizované podobé. Zasobniky reagencii
doporucujeme skladovat pfi 4 ° C.

Cip BHQ-1: Cipy maiji trvanlivost nejméné jeden
rok. Cip je moZné pouzit pro syntézu
oligonukleotid pouze jednordzové nebot
v pribéhu procesu dojde ke kontaminaci pevné
faze v integrované kolonce.

Fluidni Cipy by mély byt skladovany ve tmé pfi
pokojové teploté a na suchém misté.

03.4
Kvalita a délka sekvence

Procentni vytéZek Kilobaseru na ptidanou bazi
DNA (,Step-wise-yield“) je asi 99,5 % a
dosahuje tak srovnatelnych vysledk s velkymi
syntetickymi systémy. Kvalita syntetizovanych
sekvenci je plné srovnatelnd s kvalitou
komercéné dodavanych ,standardnich
odsolenych” sond. Pro aplikace, kde jsou
pozadovany sondy v kvalité ,standardni
odsolené” sondy, lze pouZit pfimo sondy
syntetizované pomoci Kilobaseru.

Sondy bez dalSiho Cisténi jsou bezprostfedné
po syntéze kontaminovany pouze minimalnim
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mnoZstvim nenavdzaného fluoroforu. Pro
techniku FISH to neni relevantni, protoze
nenavdzané molekuly vcetné volného
fluoroforu jsou odstranény v promyvacich
krocich.

Sondy TagMan lze obvykle objednat od
vyrobcl primerl vyhradné purifikované
pomoci HPLC, protoze wvyssi hladiny
nevazaného fluoroforu mohou v gPCR analyze
vést k interferenci Sumu pozadi, nebot tyto
volné molekuly nejsou béhem analyzy zhaseny
zhaseCem navazanym na druhé strané
sekvence.

Vétsina aplikaci ve skutecnosti dalsi precisténi
nevyzaduje (5), protoZe mirny Sum pozadi
nenarusi analyzu a lze jej eliminovat pomoci
softwaru gPCR. Presto Kilobaser nabizi kolony
pro manualni precisténi sond TagMan.

Vytézek syntézy DNA sondy s definovanou
délkou muzZe byt zhruba vypocteno takto:

04

DATA Z MEREN{ A ANALYZY

K prokdzani funkcnosti byla sond TagMan
syntetizovana v systému Kilobaser pouZita pro
analyzu pomoci technologie qPCR a vysledky
byly porovnany se sondami renomovaného
vyrobce, firmy Eurofins Genomics. Proto byly
pouZity dvé rlizné zpracované sondy TagMan
vyrobené systémem Kilobaser:

1. neoSetfend sonda, kterd byla pouZita
bezprostfedné po syntéze bez nasledné
purifikace

VEN

BIOLABS S.R.0.

(p’ v www.svenbiolabs.cz
office@svenbiolabs.cz

+420 734 242 450

0,995 (% postupny vytéZzek) jako zaklad s
exponencidlnim koeficientem rovnym poctu
bazi = procento vytézku produktu plné délky.

Pro sondu o délce 20 bazi DNA plati rovnice:
0,995% = 0,905 = 90,5 %.

50 bazi DNA:

0,995 =0,778 = 77,8 %.

100 bazi DNA:

0,995 = 60,5 %.

Kilobaser doporucuje syntetizovat primery o
maximalni délce 60 DNA bazi. | kdyz pro vétsinu
aplikaci to neni kritické, nékteré specialni
aplikace mohou vyZzadovat po syntéze
purifikaci pomoci napf¥ PAGE nebo HPLC tak,
aby byly odstranény zkracené retézce.

2. odsolena sonda, ze které byl pfed gPCR
analyzou mimo jiné odstranén i
nevazany FAM.

Na obrdazku 3 jsou znazornény reprezentativni
amplifikani kfivky qPCR s uvedenymi sondami.
Po odecteni signalu zplsobeného Sumem na
pozadi od detekovaného fluorescencniho
signalu, jak je vidét na obrdzku 3a, je jasné
viditelnd specifickd amplifikace cilové DNA,
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ktera je zcela srovnatelna v pfipadé vsech tfi kterém je zobrazen pUvodni nekorigovany
pouzitych sond. fluorescencni signal. Rozdil v celkovém signalu

je vyznamny v dasledku nenavazaného, a tedy
nezhasnutého FAM, ktery zpUsobuje Sum
signdlu na pozadi v pfipadé nepurifikované
sondy, testované bezprostiedné po syntéze.
Jednoduché odsoleni téchto sond vsak signal
pozadi vyznamné sniZilo.

Tento vysledek ukazuje, Ze sondy pfipravené
pomoci systému Kilobaser mohou i bez
nasledného precisténi fungovat dostatecné
citlivé pro detekci cilovych sekvenci DNA. Efekt
precisténi lze pozorovat na obrazku 3b, na
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Obrazek 3: Amplifikace signalu gPCR méfrenda pomoci riznych sond vynesend pomoci (a) relativniho
fluorescencniho signalu po odectu signalu pozadi a (b) celkového fluorescencéniho signalu vs. pocet
cykld.
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05

ZAVER A VYHLEDY DO BUDOUCNA

05.1 pfivétivosti umoziiuje Kilobaser inovativni
pfistup k syntéze DNA, kdy umoziuje kazdé
laboratofi rychle a za nizké naklady vyrabét
rozmanité DNA sondy.

Shrnuti

V soucasné dobé je zakazkova syntéza DNA Prvni aplikace sond Kilobaser prokazala, Ze
primarné  zajistovana externé, protoze dosahuji  stejné dobrych vysledkd jako
konvencni zafizeni pro syntézu DNA jsou komeréné dodavané sondy i bez purifikace,
nakladna a ¢asové narocna. protoZe kontaminanty odstranéné pomoci

S nizkymi pofizovacimi ndklady, jednoduchou HPLC neovliviiuji standardni gPCR.

infrastrukturou, maximalni uzivatelskou

05.2
Vyhled do budoucna

V soucasné dobé pro platformu Kilobaser je ve vyvoji nékolik dalSich aplikaci, vcetné:

e Cipy BHQ-2

e Kazety s dalSimi fluorofory

e Kazety pro syntézu aptamer(

e Syntéza RNA

e Paralelni Cipy pro simultanni syntézu
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