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Menetelmd nukleotidisekvenssien toteamiseksi

Kyseinen keksinté koskee meneteiméé vhden tai use-
amman varianttinukleotidisekvenssin ldsndolon tai puuttu-
misen toteamiseksi vahvistuksesta tai sen puuttumisesta
paddtellen sekd tarkoitukseen kéytettyjd maadrityspakkauk-
sia.

Kyseinen keksintd on erityisen tdrke& diagnosoi-
taessa DNA-ndytteistd perinndlligid sairauksia, taipumuk-
sia tai somaattisia mutaatioita, ja se tarjoaa mm. yleis-
menetelmdn pistemutaatioiden helpoksi toteamiseksi. Se on
hyddyllinen myts tarttuvien taudinaiheuttajien toteamisek-
si ja tyypitt&@miseksi ndiden DNA:ta tai RNA:ta analysoi-
malla.

Ihmisessd tjiedetdan esiintyvdn useita satoja ge-
neettisid sairauksia, jotka ovat seurausta tietyistd mu-
taatioista DNA-tasolla. Joittenkin ndistd@ sairauksista
molekulaarinen perusta tunnetaan jo nyt, ja tutkimus pal-
jastaa nopeaa tahtia sellaisten geneettisten sairauksien
molekulaarista perustaa, joiden kohdalla tapahtuneen mu-
taation luonne on t&l1& hetkelld tuntematon. Niissd ta-
pauksissa, joissa perinndllisen sairauden tdsmdllista
molekyylitason syytd ei tunneta, h&irid voidaan diagnosoi-
da tai kantajien sijainti selvittdd informatiivisina suku-
tauluina RFLP-tekniikalla k&yttden DNA-koettimia, jotka
on geneettisesti kytketty sairauden syntykeskukseen. Tdten
esimerkiksi t&l1l& hetkelld Duchennen lihassurkastuminen,
kystinen fibroosi ja Huntingtonin korea muiden muassa
voidaan diagnosoida RFLP-tekniikkaa k&ayttden. Tdllainen
testaus joudutaan kuitenkin suorittamaan erikseen kunkin
sairauden osalta, jolloin tarvittava tyomddrd on huomat-
tava kunkin diagnosoitavan sairauden edellyttdessd mm.
DNA:n puhdistamista, pilkkomista restriktioentsyymeilld,
agaroosigeelielektroforeesi-ajoa, Southernin blot-mdari-
tyksen suorittamista, hybridointia, hybridoituneen geeni-
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koettimen toteamista sekd sukutauluanalyysid. Tiettyjen
muiden perinnéllisten sairauksien tiedetddn johtuvan gee-
neissd tapahtuneista yksittdisistd pistemutaatioista, mut-
ta kukin ndistd sairauksista on analysoitava erikseen,
jolloin erityisid lisdvaikeuksia ilmenee pistemutaatioiden
ollessa heterogeenisidé. Tédten esimerkiksi yli 40 erilaista
pistemutaatiota voi aiheuttaa perinndllisen beta-anemian
ja ainakin 5, todennakdisesti huomattavasti yli 12, eri
pistemutaatiota voi aiheuttaa A-verenvuototaudin. Ta&al-
laisten heterogeenisten tilanteiden esiintyessd tdlla het-
kella saatetaan joutua analysoimaan erikseen kukin mahdol-
linen mutaatiokeskus. T&hdn voi 1liittyd monimutkainen
RFLP-haplotyyppianalyysi, jossa kdytetddn useita restrik-
tiocentsyymejéa.

Somaattisten solujen lukuisat pistemutaatiot on
esitetty syypéddksi erilaisten syopdkasvaimien kehittymi-
seen, esimerkiksi pistemutaatiot ras-kasvaintekijdssa
(J.L. Boos et.al., Nature 327 (1987) 293).

Cetus Co.:n omistamassa EP-A-hakemusjulkaisussa n:o
87302196.8 (julkaisun:o 237,362) kuvataan menetelmdd aina-
kin yhden nukleotidivariaation l&snd- tai poissaolon to-
teamiseksi ndytteen sisdltdmdn yhden tai useamman nukleii-
nihapon sekvenssissd, jolloin menetelmd@n mukaan:

(a) naytettd kidsitelldsdn joko samanaikaisesti tai
toisiaan seuraten nelj&lld eri nukleotiditrifosfaatilla,

nukleotiditrifosfaatteja polymeroivalla aineella sekad yh-
delld oligonukleotidiprimerisdikeelld kutakin sdiettd koh-
den jokaisessa ldsndolevassa nukleiinihapossa, jonka

epdilldsdn sisdltdvédn sanottu variaatio, hybridointiolosuh-
teissa, jolloin kutakin nukleiinihapposdiettd kohden, joka
sisdltdd todettavia eri variaatioita, syntetisoituu kusta-
kin primerisdikeestd laajennustuote, joka komplementoi
kutakin lasndolevaa vastaavaa nukleiinihapposdiettda, jol-
loin sanottu yksi tai useampi primerisdie valitaan kutakin

eri variaatioita sis&ltdvda nukleiinihapposdiettid oleel-
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lisesti komplementoivaksi, mistad seuraa, ettd yhdestad pri-
merisdikeestd syntetisoitua laajennustuotetta komplemen-
tistaan erotettuna voidaan kayttda templaattina synteti-
soitaessa toisen primerisdikeen laajennustuotetta;

(b) ndytettsd kdsitelldsdn denaturoivissa olosuhteis-
sa primerilaajennustuotteiden erottamiseksi templaateis-
taan, jos todettava/-ia variaatio/-ita sisdltyy nédyttee-
seen;

(¢c) naytettd kisitellddn samanaikaisesti tai toi-
siaan seuraten sanotuilla nelj&allid nukleotiditrifosfaatil-
la, nukleotiditrifosfaatteja polymeroivalla aineella seka
oligonukleotidiprimerisdikeilld siten, ettd tulee synte-
tisoiduksi primerilaajennustuote kiyttden kutakin vai-
heessa (b) valmistettua yksittdistd sdi'ettd templaattina,
jolloin vaiheita (b) ja (c) toistetaan riittdvidn monta
kertaa sekvenssivariaation/-oita sis&dltidvan nukleiiniha-
pon todettavaksi vahvistumiseksi, sgilloin kun mainittuja
variaatioita on l&sn&;

(d) vaiheen (c) tuote Kiinnitet&idn kalvoon;

(e) kalvoa kédsitelldsn hybridointiolosuhteissa lei-
matulla sekvenssispesifiselld oligonukleotidikoettimella,
joka kykenee hybridoitumaan vahvistettuun nukleiinihappo-
sekvenssin vain, jos koettimen jokin sekvenssi komplemen-
toi vahvistetun sekvenssin jotain aluetta; ja

(f) mddritetddn, onko koetin hybridoitunut vahvis-
tettuun nukleiinihapponédytteen sisédltémasdn sekvenssiin.

Ainakin yhden nukleotidivariaation l&sndolo tai
puuttuminen voidaan tietyissd erityisolosuhteissa todeta
toisenlaisilla menetelmilld. Tdten niissid epatavallisissa
tapauksissa, joissa pistemutaatio luo tai tuhoaa restrik-
tiokeskuksen (esim. sirppisoluanemia), voidaan pilkkoa
restriktioentsyymeilld joko ennen vahvistamista tai sen
jdlkeen [F.F. Chehab et.al., Nature 329 (1987) 293]. Li-
sdksi jos kyseessid on laaja deletoitunut nukleiinihappo-

sekvenssi vahvistusprimereitd voidaan valmistaa epdillyn
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deletion kattamille alueille kuten esimerkiksi sitd 23
kb:n deletiota silmdllipitden, joka aiheuttaa perinndlli-
sen g-anemian; ndissd tapauksissa deletoituneen sek-
venssin vahvistamisen ep#donnistuminen varmistaa deletion,
jolloin voidaan diagnosoida esimerkiksi perinndllinen a-
anemia [F.F. Chehab et.al., Nature 329 (1987) 293].
EP-patenttijulkaisussa n:o 237,362 esitetty vahvis-
tamismenettely tarjoaa RFLP:hen (restriktiofragmenttipi-
tuuspolymorfismi) ndhden sekd alleelispesifisiin oligonuk-
leotidimenettelyihin n&dhden tiettyjd etuja, joita kuvataan
esimerkiksi l&hteissd Kan ja Dozy, Proceedings of the Na-
tional Academy of Sciences (USA) 75 (1978) 5631, Rubin ja
Kan, Lancet 1985-I, 75 (1985), Conner et.al. Proceedings
of the National Academy of Sciences (USA) 80 (1983) 78,
Kidd et.al., Nature 304 (1983) 230 ja Piratsu et.al., New
England Journal of Medicine 309 (1983) 284.
EP-patenttijulkaisussa n:o 237,362 kuvataan kuiten-

kin menetelmdd, jonka mukaan tiettyéd kiinnostavaa sekvens-
sid rajoituksetta vahvistetaan, minkd seurauksena vdista-
méttd joudutaan kdyttédmddn lukuisia aikaa vievid jatkomaa-
ritysvaiheita, joissa joko kdytetddn edelleen leimattua
sekvenssispesifistd oligonukleotidikoetinta, jonka mahdol-
lisesti tdytyy kyetd erottamaan sekvenssejd, jotka poik-
keavat toisistaan vain yhden yksittdisen nukleotidin osal-
ta, ja/tai joissa kaytetddn spesifistd restriktioendonuk-
leaasia niissd rajoitetuissa tapauksissa, joissa kiinnos-
tava pistemutaatio luo tai tuhoaa entsyymitunnistussek-
venssin, ja/tai kaytetddn vahvistetun DNA:n suoria sek-
venssointimenetelmid [katso C. Wong et.al., Nature 330
(1987) 384].

On olemassa tarve saada yKsinkertainen menetelmi

nukleiinihappojen kuten genomi-DNA:n k&sittédmdn ainakin
vhden yksittidisen emdseroavaisuuden suoraksi toteamiseksi,
jossa toteamisvaiheiden lukumdidrid on minimoitu, jolloin

kdyttodn saadaan menetelmd, joka on suoritettavissa no-
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peasti, tarkasti sekd& helposti mahdollisimman alhaisella
kdyttdjan taidon tasolla.

Kyseinen keksint® perustuu havaintoon, etta valit-
semalla oligonukleotidiprimerin nukleotidisekvenssi sopi-
vasti on mahdollista saada selektiivisesti primerilaajen-
nustuote joko oletetun varianttinukleotidin sis&ltdvdsta
sekvenssistd tai normaalin nukleotidin sisdltdvidstd vas-
taavasta sekvenssistd tai estdd mainittu primerilaajennus,
jolloin tarvittavat toteamismenettelyt yksinkertaistuvat
huomattavasti. _

Kyseisen keksinndn er&ddn ominaispiirteen mukaan
tarjotaan menetelmd ainakin yhden varianttinukleotidin
ldsndolon tai puuttumisen toteamiseksi ndytteen sisdlta-
médssd yhdessd tai useammassa nukleiinihapossa, jolloin me-
netelmin mukaan:

ndytettd kédsitelldidn samanaikaisesti tai toisiaan
seuraten sopivilla nukleosiditrifosfaateilla, nukleosidi-
trifosfaatteja polymeroivalla aineella ja kohde-emdssek-
venssin diagnoosiosuuden diagnoosiprimerilld hybridointi-
olosuhteissa, jolloin sanotun diagnoosiprimerin nukleoti-
disekvenssin on valittu siten, ettd se oleellisesti komp-
lementoi sanottua diagnoosiosuutta, diagnoosiprimerin pd&-
tynukleotidin komplementoidessa joko oletettua variantti-
nukleotidia tai vastaavaa normaalia nukleotidia, jolloin
diagnoosiprimeristd syntetisoituu laajennustuote silloin,
kun diagnoosiprimerin sanottu p&idtynukleotidi komplementoi
vastaavaa nukleotidia kohde-emdssekvenssissa, Kkun taas
laajennustuotetta ei muodostu, jos diagnoosiprimerin sa-
nottu pddatynukleotidi ei komplementoi vastaavaa nukleoti-
dia kohde- emassekven551ssa, mink& jdlkeen oletetun va-
rlanttlnukleotldn ldsnédolo tai puuttuminen todetasan vas-
taavasti laajennustuotteen l&sndolosta tai puuttumisesta.

Huomattakoon, ettd vaikka kyseisen keksinndn mukai-
nen menetelmd on erityisen kiinnostava pistemutaatioiden

lésndolon tai puuttumisen toteamiseksi, menetelmd soveltuu
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vhtd hyvin deletioiden l&sndolon tai puuttumisen havait-
semiseen, mukaanlukien usemman kuin yhden nukleotidin
deletiot, sekd useamman kuin yhden nukleotidin korvauksen
ldsndolon tai puuttumisen toteamiseen. T&lléin on ainoas-
taan tiedettdvd, mitkd ovat oleelliset nukleotidit, eri-
tyisesti mikd on oleellinen p&dtynukleotidi, jotta tarvit-
tava yksi tai useampi diagnoosiprimeri voidaan suunnitella
ja rakentaa tarkoituksenmukaiseksi.

Huomattakoon, ettd kulloinkin muodostuneet laajen-
nustuotteet voidaan todeta missd tahansa kidtevdksi katso-
tussa muodossa, esimerkiksi yksi- tai kaksisdikeisessd
muodossa.

Huomattakoon edelleen, ettd kulloinkin saatuja laa-
jennustuotteita voidaan haluttaessa vahvistaa polymeraasi-
ketjureaktiota (PCR) kdyttden US-patenttijulkaisuissa n:ot
4,683,195 ja 4,683,202 kuvatun mukaisesti, tai k&ayttéen
Q-beta-replikaasia PCT-patenttijulkaisussa WO087/06270
sekd lehdess&d Biotechnology 6(lokakuu) (1988) kuvatun mu-
kaisesti, tai kayttden Siska Co.:n transkriptioon pohjau-
tuvaa nukleiinihappovahvistusta PCT-patenttijulkaisussa
W088/10315 kuvatun mukaisesti, tai kéyttden lineaarista
vahvistamista. Tdssd yhteydessd ilmaisulla 'lineaarinen

vahvistaminen' tarkoitetaan vahvistamista, jossa kdytet&an

yht8 primerid jokaista diagnoosiosuutta kohden polymeroi-
van aineen ja tarkoituksenmukaisten nukleotiditrifosfaat-
tien l&sndollessa, jolloin vahvistus tapahtuu primerilaa-
jennuksena, joka kAyttdid nédytenukleiinihapon yksittdistéd
sdi'ettd templaattina.

Kyseisen keksinnén ensimmdisessd ja erityisen edul-
lisessa suoritusmuodossa menetelmdn mukaan:

1) ndytettd kdsitellddn samanaikaisesti tai toi-
siaan seuraten tarkoituksenmukaisilla nukleosiditrifosfaa-
teilla, nukleosiditrifosfaatteja polymeroivalla aineella
sekd kohde-emdssekvenssin diagnoosiosuuden diagnoosipri-

merilld ja vastaavalla vahvistusprimerilld hybridointiolo-
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suhteissa, jolloin sanotun diagnoosiprimerin nukleotidi-
sekvenssi on valittu siten, ettd se oleellisesti komple-
mentoi sanottua diagnoosiosuutta, diagnoosiprimerin pddty-
nukleotidﬁ komplementoidessa joko oletettua varianttinuk-
leotidid tai vastaavaa normaalia nukleotidid, jolloin
diagnoosiprimeristd syntetisoituu laajennustuote silloin,
kun diagnoosiprimerin sanottu padatynukleotidi komplementoi
vastaavaa nukleotidia kohde-emdssekvenssissd, kun taas
laajennustuotetta ei muodostu, jos diagnoosiprimerin sa-
nottu pdatynukleotidi ei komplementoi vastaavaa nukleoti-
dia kohde-emdssekvenssisséd; minkd jalkeen jokaista muodos-
tunutta ja sitten komplementistaan erotettua diagnoosipri-
merin laajennustuotetta voidaan kdytt&d templaattina laa-
jennustuotteen syntetisoimiseksi sanotusta vahvistusprime-
rista;

2) ndytettd kdsitellddan denaturoivissa olosuhteissa
primerilaajennustuotteen erottamiseksi templaatistaan
tapauksissa, joissa t&dllainen laajennustuote on muodostu-
nut;

3) vaiheessa (2) saadut yksittdiset sdikeet saate-
taan kosketuksiin joko samanaikaisesti tai toisiaan seura-
ten tarkoituksenmukaisten nukleosiditrifosfaattien, nuk-
leosiditrifosfaatteja polymeroivan aineen, diagnoosipri-
merin ja vahvistusprimerin kanssa edelld m&&aritellyn mu-
kaisesti muiden laajennustuotteiden syntetisoimiseksi,
silloin kun t&m& on mahdollista, vaiheessa (2) saatuja
vyksittdisid sdikeitd templaatteina kiyttden;

4) vaiheita (2) ja (3) toistetaan riittdvin monta
kertaa halutun nukleotidisekvenssin todettavan vahvistuk-
sen saamiseksi; ja <

5) oletetun varianttinukleotidin l&snélo tai puut-
tuminen todetaan vaiheessa (4) saatavan vahvistustuotteen
vastaavasta l&dsndolosta tai puuttumisesta.

Kyseisen keksinndn toisessa suoritusmuodossa sanot-

tua niytettd kdsitellidsdn samanaikaisesti tai toisiaan seu-
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raten (a) ensimmdiselld diagnoosiprimerilld, jonka sek-
venssi oleellisesti komplementoi ensimmdisen nukleiinihap-
posekvenssin diagnoosiosuutta, jolloin ensimmdisen diag-
noosiprimerin p&ddtynukleotidi komplementoi sanottua ole-
tettua varianttinukleotidia, ja toisella diagnoosiprime-
rilld, jonka sekvenssi oleellisesti komplementoi toisen
nukleiinihapposekvenssin diagnoosiosuutta, jolloin toisen
diagnoosiprimerin pdadtynukleotidi komplementoi komplemen-
toivaa oletettua varianttinukleotidia: tai

(b) ensimmdiselld diagnoosiprimerilld, jonka sek-
venssi oleellisesti komplementoi ensimmd@isen nukleiinihap-
posekvenssin diagnoosiosuutta, jolloin ensimmdisen diag-
noosiprimerin pddtynukleotidi komplementoi sanottua ole-
tettua varianttinukleotidia vastaavaa normaalia nukleoti-
dia, ja toisella diagnoosiprimerilld, jonka sekvenssi
oleellisesti komplementoi toisen nukleiinihapposekvenssin
diagnoosiosuutta, jolloin toisen diagnoosiprimerin pédty-
nukleotidi komplementoi sanottua oletettua varianttinuk-
leotidia vastaavaa normaalia nukleotidia;

jolloin ensimmdisen diagnoosiprimerin sanottu pdd-
tynukleotidi ja toisen diagnoosiprimerin sanottu pddtynuk-
leotidi ovat joko molemmat vastaavien primerien 5'-pdadys-
sd tai molemmat niiden 3'-pdddyssa ja jolloin ensimmdisen
nukleiinihapposekvenssin suunta on toiseen nukleiinihap-
posekvenssiin nahden vastakkainen.

Tdmdn vuoksi tdssd suoritusmuodossa esiintyvaa
toista diagnoosiprimerid voidaan pitdd edelld ja jatkossa
esiintyvdn mukaisena vahvistusprimerini.

Tdmdn toisen suoritusmuodon avulla voi olla mahdol-
lista parantaa erotusta ja lisdtd spesifisyyttd, silléa
valetuotteen muodostuminen edellyttdid primerisdikeen las-
ndoloa kahden keskenddn epdsopivan oligonukleotidin oleel-
lisissa pédddyissd (joka on yleensd 3'-pddty), eikad vain
yhdessd yksittdisessa pdddyssd kuten on asian laita kay-

tettdessd vain yhtd diagnoosiprimerid.
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Oletetun varianttinukleotidin l&snidoclo tai puuttu-
minen voidaan todeta esimerkiksi jdljemp&nd kuvatun mukai-
sesti.

Kyseisen Kkeksinnén kolmannessa suoritusmuodossa
naytettd, joka kdsittidd oletetun varianttinukleotidin si-
s8ltavd4 DNA:ta, vahvistetaan kdyttden esimerkiksi edellé
midritellyn mukaisesti lineaarista vahvistamista, esimer-
kiksi kuten kuvattu US-patenttijulkaisuissa n:o 4,683,195
ja 4,683,202, PCT-patenttijulkaisussa WO087/06270, lehdesséa
Biotechnology 6(lokakuu) (1988) tai PCT-patenttijulkaisus-
sa W088/10315, mink& j&dlkeen vahvistustuotetta kdsitelladn

kohde-emdssekvenssin diagnoosiosuuden diagnoosiprimerilléa

hybridointiolosuhteissa tarkoituksenmukaisten nukleosidi-
trifosfaattien ja nukleosiditrifosfaatteja polymeroivan
aineen lésndollessa, jolloin sanotun diagnoosiprimerin
nukleotidisekvenssi on valittu siten, ettd se oleellisesti
komplementoi sanottua diagnoosiosuutta diagnoosiprimerin
paddtynukleotidin komplementoidessa joko oletettua variant-
tinukleotidia tai vastaavaa normaalia nukleotidia.

N&in muodoin t&mé&n keksinndn kolmannen suoritusmuo-
don mukaan tavanomainen vahvistaminen voidaan suorittaa
kayttden haluttua toistokertaa, jolloin seuraavana vaihee-
na ennen toteamisvaihetta kokeillaan hybridointia diagnoo-
siprimeriin. Vahvistusprimerid ei tarvitse k&yttaa.

Kyseinen kolmas suoritusmuoto on kiinnostava, koska
polymeroivan aineen/-eiden kaytettdvdd mddrdad voidaan huo-
mattavasti alentaa (esimerkiksi se voidaan vdhint&an puo-
littaa), jolloin jopa myds kaytettdvad nukleosiditrifos-
faattien m8&rdd voidaan alentaa seksd tarvittavien polyme-
raasiketjureaktio- (PCR-) lammityslaitteiden lukuma&rdi
laskea. T&td kolmatta suoritusmuotoa kdyttdm&llsa on siten
mahdollista sddstd8 huomattavasti kustannuksissa. Lisdksi
koska vahvistusvaihe voidaan haitatta suorittaa kdytdnnon
kannalta otollisissa lampdtiloissa, kyseinen kolmas suori-

tusmuoto edellyttdd ainoastaan lampotilalle herkemm&n
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hybridointiyrityksen diagnoosikoettimeen suorittamista

kerran, jolloin vaara pé#tyepdsopivan (yleensd 3'-epdsopi-
van) diagnoosiprimerin virheellisestd liittymisestd edel-

leen alenee. Kyseinen kolmas suoritusmuoto tarjoaa taten

mahdollisesti luotettavamman ja 'kulutuskestdv&mmidn' mene-

telmdn ei-asiantuntijakdyttddn menetelmédn suhtautuessa

suopeammin kdyttdjédn tekemiin virheisiin. T&md kolmas suo-

ritusmuoto niinik&dn vdhentdd haluja ylimddraisen polyme-

raasiketjureaktiokontrollivaiheen suorittamiseen, silla

alkuperédinen vahvistusvaihe on samalla oma Kontrollinsa.

Diagnoosiprimeri voi haluttaessa sis#dltédd signaalin

tai leiman, joka ei ole vaarassa tuhoutua esimerkiksi kay-
-ﬂettaessé korkeaa lampotilaa edellyttdvdd reaktioiden tois-
tomenettelyd kuten PCR. Leimaukseen voidaan kdyttdd esi-

merkiksi sopivaa leima- tai signaaliosuutta, esimerkiksi

kuvatun mukaisesti alkalista fosfataasia tai piparjuuri-

peroksidaasia.

Tdssd yhteydessd ld&mpodstabiilien entsyymien, kuten

Thermus aquaticus -fosfataasin, kdyttd leimaukseen saattaa

0lla kiinnostava vaihtoehto.

Kyseisen keksinnén neljdnnessd ja edullisessa suo-

ritusmuodossa kyseisen keksinnén kolmatta suoritusmuotoa

modifioidaan lis&8mdlla kyseisen keksinndn toisessa suo-

ritusmuodossa kuvatun mukaisena lisdpiirteenéd kahden diag-

noosiprimerin kaytt®d, jolloin toinen diagnoosiprimeri voi

toimia vahvistusprimering.

Tdten kyseisen keksinnén neljénnessd suoritusmuo-

dossa ndytettd, joka kédsittdad oletetun varianttinukleoti-
din sis8dltdvda DNA:ta, vahvistetaan ja vahvistustuotetta

kdsitellddn samanaikaisesti tai toisiaan seuraten joko:

(a) ensimmdisellsd diagnoosiprimerilld, jonka sek-

venssi oleellisesti komplementoi ensimmdisen nukleiinihap-

posekvenssin diagnoosiosuutta, jolloin ensimmdisen diag-

noosiprimerin pdadtynukleotidi kompelementoi sanottua ole-

tettua varianttinukleotidia,

ja toisella diagnoosiprime-
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rilld, jonka sekvenssi oleellisesti komplementoi toisen
nukleiinihapposekvenssin diagnoosiosuutta, jolloin toisen
diagnoosiprimerin padtynukleotidi komplementoi nukleoti-
dia, joka komplementoi sanottua oletettua varianttinukleo-
tidia; tai

(b) ensimmdiselld diagnoosiprimerillid, jonka sek-
venssi oleellisesti komplementoi ensimm@isen nukleiinihap-
posekvenssin diagnoosiosuutta, jolloin ensimmédisen diag-
noosiprimerin pddtynukleotidi komplementoi sanottua ole-
tettua varianttinukleotidia vastaavaa normaalia nukleoti-
dia, ja toisella diagnoosiprimerilld, jonka sekvenssi
oleellisesti komplementoi toisen nukleiinihapposekvenssin
diagnoosiosuutta, jolloin toisen diagnoosiprimerin paaty-
nukleotidi komplementoi nukleotidia, joka komplementoi
sanottua oletettua varianttinukleotidia vastaavaa sanottua
normaalia nukleotidia;

jolloin ensimmdisen diagnoosiprimerin sanottu pda-
tynukleotidi ja toisen diagnoosiprimerin sanottu p&&tynuk-
leotidi ovat joko molemmat vastaavien primerien §5'-p&ddys-
sd tai molemmat niiden 3'-pdddyssd ja jolloin ensimmdinen
nukleiinihapposekvenssi komplementoi toista nukleiinihap-
posekvenssii.

Yleensd ensimmdisen diagnoosiprimerin sanottu pd&-
tynukleotidi ja toisen diagnoosiprimerin sanottu paatynuk-
leotidi ovat kumpikin vastaavien primeriensd 3'-padaddyssdi.

Kyseisen keksinndén neljénnessd suoritusmuodossa
vhdistyy tdten keksinnén edelld mdidriteltyjen toisen ja
kolmannen suoritusmuodon edut ndiden ollessa mm. mahdol-
lisesti kasvanut spesifisyys, alentuneet kustannukset sekéa
kulutuskestdva, kayttdjdystidvidllinen tekniikka.

Oletetun varianttinukleotidin ldsndolo tai puuttu-
minen voidaan todeta esimerkiksi j&ljemp&na kuvatun mukai-
sesti.

Huomattakoon, ettd sitten Kun vahvistettua tuotetta
on kdsitelty joko (a):n tai (b):n mukaisesti kuten edella
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midritelty, menettely voidaan toistaa yhden tai useamman
kerran toivomusten mukaan. Kidytettdessd useampaa kuin yhta
toistokertaa saadaan mahdollisesti uusi tuote, joka on
diagnoosiprimerien laajennustuotteiden hybridi. Muodostu-
vien eri tuotteiden m&srdsuhteet riippuvat alkuperdisten
PCR- (polymeraasiketjureaktio-) primerioligonukleotidien
ja lisdttyjen diagnoosiprimerioligonukleotidien keskindi-
sistd maardsuhteista.

Suoritettaessa vahvistaminen joko kdyttden diagnoo-
si- ja vahvistusprimereitd tai kaytté@en kahta diagnoosi-
primerii esimerkiksi kuten kuvattu kyseisen keksinndén en-
simmdisessd ja toisessa suoritusmuodossa tai osana EP-pa-
tenttijulkaisussa n:o 237,362 kuvattua vahvistusmenettelya
vaihe (a), jossa denaturoidaan primerilaajunnustuotteiden
erottamiseksi templaateistaan, ja vaihe (b), jossa ndin
saadut yksittdiset sidikeet saatetaan kosketuksiin joko
samanaikaisesti tai toisiaan seuraten tarkoituksenmukais-
ten nukleosiditrifosfaattien kanssa, nukleosiditrifosfaat-
teja polymeroivan aineen kanssa sekd uusien laajennustuot-
teiden syntetisoimiseksi oleellisten primerien Kkanssa,
toistetaan edullisesti wvdhintddn 5 kerrasta (toistosta)
aina mi3rittelemdttomdan kertalukuun, erityisesti prime-
rin vastustaessa vahvistamista, t&midn haittaamatta kysei-
sen keksinnon suoritusta. Ndytteen sisdltdessd ihmisgeno-
mi-DNA:ta kdytetddn edullisemmin 15-60, esim. 15-30, kier-
rosta (toistokertaa). Jos ndyte kisittdd soluja, niité
kuumennetaan edullisesti ennen vaiheen (a) suorittamista
niiden sisalté&mien nukleiinihappojen paljastamiseksi rea-
genssien wvaikutukselle. T&dmdn suoritusvaiheen kaytolla
vdaltetddn nukleiinihappojen reagenssilisdystd edeltava
puhdistus. Tassd suhteessa todetaan kyseisen keksinndn
edustavan huomattavaa parannusta aiempiin menetelmiin n&dh-
den silloinkin, kun DNA puhdistetaan ndytteestd, ennen
kuin sitd pyritdan vahvistamaan.

Huomattakoon, ettd vaiheessa (b) vaiheessa (a) muo-

dostetut yksittdiset sdikeet sekd kulloinkin tarkoituksen-
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mukaiset nukleosiditrifosfaatit, nukleosiditrifosfaatteja
polymeroiva aine, primeri/-it, esimerkiksi diagnoosipri-
meri/-it ja/tai vahvistusprimeri/-it, voidaan saattaa kos-
ketuksiin joko lis#&dmilli mainitut reaktioseokseen, sitten
kun primerilaajennustuote on erotettu templaatistaan (vai-
he a), tai toisaalta voidaan turvautua reaktioseoksessa
valmiiksi ldsndoleviin ainesosiin. Itse asiassa mikd ta-
hansa yksittdinen tai useampi erilainen nukleosiditrifos-
faatti ja/tai polymeroiva aine ja/tai primeri/-it, esimer-
kiksi diagnoosiprimeri/-it ja/tai vahvistusprimeri, voi-
daan lisdtd keksinndén mukaisen menetelmdn missd tahansa
vaiheessa.

Kyseisen keksinndn viidennen ja edullisen suoritus-
muodon mukaan tarjotaan edelld mddritellyn mukainen mene-
telmd, jonka mukaan vahvistaminen tapahtuu primerilaajen-
nuksena, joka kdyttdd nadytenukleiinihapon yksittdaistd sdi-
ettd templaattina.

Tdaten t8ssd suoritusmuodossa primerilaajennus suo-
ritetaan kdyttiden ndytenukleiinihapon samaa s&i'ettd temp-
laattina, jolloin siis vahvistusprimerid ei ole l&sné.
Nain muodoin vahvistus on aritmeettinen, eika eksponen-
tiaalinen, jolloin viimemainittuun voidaan ainakin teo-
reettisesti pddstd polymeraasiketjureaktioita (PCR:ia)
kdyttédm&lla. Tamin kyseisen keksinndn viidennen suoritus-
muodon (jota t&ssd kutsutaan myds lineaariseksi vahvista-
miseksi) etu on, ettd mahdollisesti muodostuvat valetuot-
teet eiwﬁéése eksponentiaalisesti vahvistumaan.

Lineaarinen vahvistaminen voidaan suorittaa milléd
tahansa kidyttokelpoisella tavalla, ja niin muodoin myds
kdyttdmdlla komplementoivia nukleosiditrifosfaatteja niitéa
polymeroivan aineen 1ldsndollessa mddrittelemdttdmén pi-
tuisten primerilaajennustuotteiden valmistamiseksi, edel-
lyttden ettd diagnoosiprimeri ja ndytenukleiinihappo komp-
lementoivat toisiaan riittévidsti. Kidytettdessid kaikkia
komplementoivia nukleosiditrifosfaatteja ndytenukleiini-

happoa pilkotaan edullisesti endonukleaasilla, jolloin
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kyseinen restriktioendonukleaasi valitaan pyrkien varmis-
tamaan ndytenukleiinihapon pilkkoutuminen tietyn mittais-
ten primerilaajennustuotteiden muodostuksen kannalta sopi-
vasta kohdasta. Suositeltavasti lineaarinen vahvistaminen
suoritetaan Kuitenkin vain yhden, suositeltavasti wvain
kahden tai edullisesti vain kolmen nukleosiditrifosfaatin
ldsndollessa, jolloin diagnoosiprimeri sidotussa tilassaan
(eli hybridoituna né&ytenukleiinihappoon) voi laajentua
vain sen pituiseksi, kuin vain yhden, kahden tai kolmen
nukleosiditrifosfaatin ldsndolo sallii. Heti kun ndaytenuk-
leiinihaposta ilmaantuu nukleosiditrifosfaatti, jota komp-
lementoivaa nukleosiditrifosfaattia ei ole l8snd, primeri-
laajennusreaktio pyséhtyy.

Haluttaessa lineaarinen vahvistaminen voidaan suo-
rittaa kyseisen sekvenssin sulamislédmpdtilassa (Tm). Tdssad
lampbttilassa diagnoosiprimeri ndytenukleiinihapon komple-
mentoivaan sekvenssiin hybridoituneena on tasapainossa
vapaana liuoksessa olevan diagnoosiprimerin kanssa, jol-
loin diagnoosiprimeri (valinnaisesti laajennetussa muodos-
saan) hybridoituu ndytenukleiinihappoon nopeasti ja dena- -
turoituu sitten nopeasti irti siitd. Haluttaessa lineaari-
nen vahvistaminen voidaan suorittaa myds lampboskillaa-
tiota kdyttden. Kyseisessd lampooskillaatiossa kdytettdi-
siin yleensd l&mpdtilan nopeaa vaihtelua sekvenssin sula-
misl&mpdtilan vaiheilla.

Jos ldsnd on vain 1, 2 tai 3 nukleosiditrifosfaat-
tia, diagnoosiprimeri laajentuu vain niin pitkdksi Kkuin
ndiden nukleosiditrifosfaattien l&dsnolo sallii. Kuten
edelld mainittu, jos esimerkiksi diagnoosiprimerin 3'-pidid-
ty ja vastaava naytenukleiinihapon sis&lt&mi nukleosidi-
trifosfaatti ovat keskendadn epdsopivat, ei tapahdu prime-
rilaajennusta. Jos kuitenkin 3'-pdiddyn nukleosiditrifos-
faatti ja n&ytenukleiinihapon vastaava nukleosiditrifos-
faatti komplementoivat toisiaan, tapahtuu primerilaajen-

nusreaktio.
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Jos kdytetdsn tai kdytossd on vain 1, 2 tai 3 nuk-
leosiditrifosfaattia, laajentuneen diagnoosiprimerin p&da-
tynukleosiditrifosfaatti tulee kdaytetyksi wvain Kkerran,
jolloin saattaa olla edullista kayttdd nukleosiditrifos-
faattina dideoksinukleosiditrifosfaattia, joka sita kay-
tettédessa muodostaa diagnoosiprimerilaajennustuotteen paa-
tynukleosiditrifosfaatin. Tdmd edesauttaa selkedpidityisen
laajennustuotteen muodostumista diagnoosiprimerista.

Haluttaessa reaktioseoksen sisaltd&md yksi tai
useampi, yhteen tai useampaan laajennettuun primeriin si-
sdllytettévaksi tarkoitettu nukleosiditrifosfaatti voidaan
leimata tai merkitd mill&d tahansa kdytttkelpoisella taval-
la. Tdten esimerkiksi yksi tai useampi nukleosiditrifos-
faatti voidaan leimata fluoroivalla leimalla. Tama nukKleo-
siditrifosfaattien leimaus on erityisen kiinnostavaa ky-
seisen keksinntn viidennen suoritusmuodon yhteydessd, jol-
loin diagnoosiprimerin laajennustuotteen muodostuminen
voidaan todeta mddrittédmdlla laajennustuotteeseen siirty-
nyt yksi tai useampi leimattu tai merkitty nukleosiditri-
fosfaatti. Ellei laajennustuotetta muodostu, ei tapahdu
kyseistd siirtymistd, jolloin leimatut tai merkityt nuk-
leosiditrifosfaatit voidaan poistaa esimerkiksi pesemalla.
Erityisesti kyseisen keksinnén viidennen suoritusmuodon
mukaan vdltetdidn valetuotteiden vahvistumisen aiheuttama
ongelma, jolloiqbn mahdollista saada hyvd erotus yhden tai
useamman leimatﬁn tai merkityn nukleosiditrifosfaatin l&s-
ndollessa. Suoritettaessa vahvistaminen esimerkiksi PCR:&4
kdyttden valetuotteen kaikkinainen muodostuminen saattaa
johtaa kyseisen tuotteen vahvistumiseen, ja siis leimatun
tai merkityn nukleosiditrifosfaatin kulutukseen tdhdn tar-
koitukseen, mikd alentaa erotusta.

Edeltdvan lisdksi saattaa olla toivottavaa, etta
diagnoosiprimeri sis8ltdd immunologisen sitoutumisparin
toi&én jdsenen, esimerkiksi vasta-aineen tai antigeenin,
tai kompleksinmuodostusparin toisen jasenen, esimerkiksi

biotiini, sanotun sitoutumisparin tai kompleksinmuodostus-
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parin j&ljelld olevaan jdseneen sitomista silmdlldpitden
tuotteen kytkemiseksi kiinteddn faasiin.

Kyseisen keksinndn seuraavan ominaispiirteen mukaan
tarjotaan méddrityspakkaus vdhintdédn yhden varianttinukleo-
tidin l&asndolon tai puuttumisen toteamiseksi nadytteen si-
sdltémidssd yhdessd tai useammassa nukleiinihapossa, jol-
loin kyseinen médrityspakkaus sisdltaa:

(1) diagnoosiprimerin kohde-emdssekvenssin kutakin
diagnoosiosuutta kohden, jolloin kunkin diagnoosiprimerin
nukleotidisekvenssi on valittu siten, ettd se oleellisesti
komplementoi sanottua diagnoosiosuutta, diagnoosiprimerin
paddtynukleotidin komplementoidessa joko oletettua variant-
tinukleotidia tai vastaavaa normaalia nukleotidia, jolloin
pakkausta kdytettdessd diagnoosiprimeristd syntetisoituu
laajennustuote, jos diagnoosiprimerin sanottu p&dtynukleo-
tidi komplementoi vastaavaa nukleotidia kohde-emdssekvens-
sissd, kun taas laajennustuotetta ei syntetisoidu, jos
diagnoosiprimerin sanottu paatynukleotidi ei komplementoi
vastaavaa nukleotidia kohde-emdssekvenssissa;

(2) kutakin nelj&d eri nukleosiditrifosfaattia; ja

(3) pakkausosan (2) nukleosiditrifosfaatteja poly-
meroivaa ainetta.

Kyseisen keksinndén mukainen médrityspakkaus sisadl-
tdd edullisesti lisdksi kutakin diagnoosiprimerid vastaa-
van vahvistusprimerin, jolloin vahvistusprimerin nukleoti-
disekvenssi on valittu siten, ettd vastaavan diagnoosipri-
merin Kutakin laajennustuotetta voidaan komplementistaan
erotettuna kdyttdd templaattina laajennustuotteen synteti-
soimiseksi vahvistusprimeristd. Esimerkiksi kyseisen kek-
sinndén mukainen mddrityspakkaus sisdltdd joko jommankumman
tai kummankin keksinnén edelld mddritellyn mukaisen toisen
suoritusmuodon yhteydessd selostetun diagnoosiprimerisar-
jan.

Kyseisen keksinndn mukaiseen m&drityspakkaukseen
voi haluttaessa sen ollessa tarkoituksenmukaista sisdltya

myds primereitd sisdistd kontrollia varten.
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Erityisen edullisesti kyseisen keksinndn mukainen
madrityspakkaus sisdlt&d kuitenkin PCR- (polymeraasiket-
jureaktio-) primereitd ja diagnoosiprimerin (jdljemp&na
madritellyn mukaisesti) kutakin oletettua varianttinukleo-
tidia varten. Haluttaessa pakkaus voi lisdksi sisdltéda
joko jommankumman +tai kummankin edelld keksinndn toisen
suoritusmuodon yhteydessd selostetun diagnoosiprimerisar-
jan.

Kukin kohdissa (1), (2) ja (3) tdsmennetty mate-
riaali ja/tai vahvistusprimeri voidaan kaytédnndllisesti
pakata omaan sdilytysastiaansa, mutta edullisesti ne kaik-
ki pakataan yhdessd& yhteen s&ilytysastiaan, johon analy-
soitava materiaali lisdtd@an. Yksittdinen sdilytysastia
sisdltdd suositeltavasti lisdksi puskurin.

Huomattakoon, ettd kyseisen keksinndn mukaisen méd-
rityspakkauksen sisdlt#dessd kummankin edelld keksinnén
toisen suoritusmuodon yhteydessd selostetun diagnoosipri-
merisarjan (a) ja (b) ndmd kaksi diagnoosiprimerisarjaa
eivadt ole samassa sdilytysastiassa, vaikka kumpikin prime-
risarja sindnsd voi olla pakattu samaan sdilytysastiaan
kunkin kohdassa (2) ja (3) midritellyn mukaisen materiaa-
lin kanssa ja/tai vahvistusprimerien kanssa t&116in kui-
tenkin toisen primerisarjan pakkauksesta erilliseen sdily-
tysastiaan. Jos tutkittavaa ndytettd on mddrd aluksi vah-
vistaa EP-patenttijulkaisun n:o 237,362 mukaan, saattaa
olla suositeltavaa sis&llyttdd PCR-primerit sekd yksi tai
useampi diagnoosiprimeri yhteen ja samaan sdilytysastiaan
yhdessd kohtien (2) ja (3) edelld materiaalien kanssa.
Haluttuaessa diagnoosiprimeri/-it voidaan kuitenkin paka-
ta erilliseen sdilytysastiaan kiytettiviksi mydhemmin vah-
vistamisen jdlkeen.

Ilmaisulla 'nukleosiditrifosfaatti' tarkoitetaan
tédssd kiytettynd joko DNA:n tai RNA:n sisdltdmia nukleosi-
deja, jolloin ilmaisun piiriin kuuluvat nukleosidit, jotka
kdsittdvdt emdsosuutena adeniinin, sytosiinin, guaniinin,

tymiinin tai urasiilin, sokeriosuuden ollessa deoksiriboo-
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si tai riboosi. Yleensd ottaen deoksiribonukleosideja k&y-
tetddn yhdessd DNA-polymeraasin kanssa. Huomattakoon kui-
tenkin, ettd voidaan kayttdid muita modifioituja emdksid,
jotka kykenevat muodostamaan emdsparin jonkin tavanomaisen
emdksen adeniinin, sytosiinin, guaniinin, tymiinin tai
urasiilin kanssa. T&dllaisia modifioituja emdksia ovat esi-
merkiksi 8-atsaguaniini ja hypoksantiini.

Ilmaisulla 'nukleotidi' tarkoitetaan tdssd kdytet-
tynd joko DNA:n tai RNA:n kdsittédmii nukleotideja, jolloin
ilmaisun piiriin kuuluvat nukleotidit, jotka sisdltavit
emdsosuutena adeniinin, sytosiinin, guaniinin, tymiinin
tai urasiilin sokeriosuuden ollessa deoksiriboosi tai ri-
boosi. Huomattakoon, ettd muita modifioituja emdksid, jot-
ka kykenevat muodostamaan emdsparin jonkin tavanomaisen
emdksen adeniinin, sytosiinin, guaniinin, tymiinn tai ura-
siilin kanssa, voidaan kdytt#dd kyseisessid keksinndssid kdy-
tettavdssd diagnoosiprimerissd ja vahvistusprimerissd.
Tdllaisia modifioituja emdksid ovat esimerkiksi 8-atsagua-
niini ja hypoksantiini.

Huomattakoon, ettd silloin kun Kyseisen keksinndn
mukaista menetelmdda on mddrd kayttdd sellaisen oletetun
varianttinukleotidin l&snd- tai poissaolon toteamiseksi,
joka sijaitsee kohde-emdssekvenssiosuuden vieressd, joka
el sisdlld kaikkia neljss eri nukleotidia, laajennustuote
diagnoosiprimeristd ja haluttaessa laajennustuote vahvis-
tusprimeristd voidaan muodostaa tarkoituksenmukaisten vas-
taavien nukleosiditrifosfaattien pelkdstdidn ldsnidollessa,
jolloin kaikkien neljan eri nukleosiditrifosfaatin l&sna-
olo ei ole vdlttamatontd.

Nukleosiditrifosfaatteja polymeroiva aine voi olla
mikd tahansa yhdiste tai jarjestelmi, joka toimii primeri-
laajennustuotteiden synteesin tuottavalla tavalla, jolloin
se voi olla my0s entsyymi. T&h&n tarkoitukseen sopivia
entsyymeja ovat esimerkiksi E.coli DNA-polymeraasi-I, E.-
coli DNA-polymeraasi-I:n Klenow-fragmentti, T4-DNA-polyme-
raasi, muu kdytettdvissid oleva DNA-polymeraasi, k&didnteis-
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transkriptaasi tai muu entsyymi, mukaanlukien lamp{stabii-
1li entsyymi. Té&ssd kédytettynd ilmaisulla 'l&mpdstabiili
entsyymi' tarkoitetaan entsyymid, joka on stabiili lammon
suhteen ja sietdd lampdd ja joka katalysoi (helpottaa)
nukleotidien yhdistymistd oikealla tavalla Kyseisten pri-
merilaajennustuotteiden muodostamiseksi, jotka komplemen-
toivat kutakin nukleiinihapposédiettd. Yleensd synteesi
kdynnistyy Kunkin primerin 3'-pdadystd ja se etenee sitten
5'~suunnassa pitkin templaattisdi'ettd synteesin p&atdk-
seen, jolloin synteesissd muodostuu vaihtelevan pituisia
sekvenssejd. On kuitenkin olemassa entsyymejd, esimerkiksi
lampostabiileja entsyymejd, jotka kdynnistdvat synteesin
5'-pdadystd ja etenevdt edelliseen n&hden vastakkaiseen
suuntaan kuitenkin samaa prosessia kuin edelld kayttden.
Edullinen lampéstabiili entsyymi, jota voidaan kdyttaa ky-
seisen keksinndén mukaisessa menetelmédssd, on mikrobista

Thermus aquaticus uutettava ja puhdistetﬁ%é entsyymi. T&-

mdn entsyymin molekyylipaino on noin 86 000 - 90 000 dal-
tonia kuten kuvattu EP-patenttijulkaisussa n:o 237,362
(katso my®s EP-patenttijulkaisu n:o 258,017). Thermus a-

quaticus -kantaa YT1 on saatavana rajoituksetta talletus-
laitoksesta The American Type Culture Collection, 12301
Parklawn Drive, Rockville, Maryland, USA, hakunumerolla
ATCC 25104.

Tédssd kdytetylld ilmaisulla 'diagnoosiosuus' tar-
koitetaan kohde—eméssekveﬁgin (jdljempdnd mddritellyn mu-
kaisesti) sit8 osuutta, joka sisdltda paatynukleotidinaan
mahdollisen varianttinukleotidin, jonka ldsn&olo tai puut-
tuminen siis halutaan mdadrittda. Yleensd mahdollinen va-
rianttinukleotidi on diagnoosiosuuden 5'-p&adyssd, koska
yleensd ottaen primerilaajennustuotteiden synteesi alkaa
edelld kuvatun mukaisesti kunkin primerisdikeen 3'-paa-
dystd. Jos kuitenkin aiotaan kdyttdd polymeroivaa ainetta,
joka aloittaa synteesin diagnoosiprimerin 5'-pdddysta ja
etenee 3'-suunnassa templaattis&di'ettd pitkin synteesin
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paatokseen, 'diagnoosiosuus' sisilt&d mahdollisen variant-
tinukleotidin 3'-paadyssddn. Jatko-osuudessa esitetyt
diagnoosiprimerit ovat t&ssd suhteessa asianmukaisesti
merkityt.

Tdssd kdytettynd ilmaisulla 'kohde-emdssekvenssi'
tarkoitetaan nukleotidisekvenssid, joka kédsittdd ainakin
yhden diagnoosiosuuden (edelld maidritellyn mukaisesti).
Taten esimerkiksi yksittédisessd testissa, jossa tutkitaan
perinnt6llisen beta-anemian mahdollista esiintymistd, koh-
desekvenssi voi sis#dltdd aina 60, esimerkiksi 50, diagnoo-
siosuutta, jolloin kukin diagnoosiosuus sisdltdd yhden
yksittédisen mahdollisen varianttinuklecotidin.

T8ssd kaytettynd ilmaisu 'oligonukleotidi' tarkoit-~
taa mddritelmdn mukaan molekyyli&, joka koostuu kahdesta
tai useammasta deoksiribonukleotidista tai ribonukleoti-
dista, edullisesti useammasta kuin kolmesta. Sen t&sm&lli-
nen koko riippuu monista tekijoistéd, joita ovat esimerkik-
si reaktiol&mpétila, suolapitoisuus, formamidin mahdolli-
nen ldsndaolo sekd yhden tai useamman muun likeisen mutaa-
tion l&sndolo, kuten sirppisolu-Hb-C-sairauden kyseessé
ollen, jotka puolestaan ovat riippuvaisia kyseisen oligo-
nukleotidin loppufunktiosta tai kdyttstd. Itse asiassa
oligonukleotidin tédsm&llinen sekvenssi saattaa myds riip-
pua lukuisista tekijoistd jdljempdnd kuvatun mukaisesti.
Oligonukleotidi voidaan saada synteettisesti tai kloonaa-
malla.

Tdssd kéytettynd ilmaisulla 'primeri' tarkoitetaan
oligonukleotidia joka riippumatta siitd, esiintyykd se
luontaisesti esimerkiksi puhdistetussa restriktioentsyymi-
pilkkomistuotteessa vai syntetisoidaanko se, kykenee toi-
mimaan synteesialkukohtana olosuhteisiin vietynd, jotka
indusoivat nukleiinihapposdi'ettd komplementoivan primeri-
laajennustuotteen synteesid, eli olosuhteisiin, joissa
ldsnd on tarkoituksenmukaiset nukleosiditrifosfaatit ja

polymeroiva aine kuten DNA-polymeraasi sopivassa puskuris-
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sa (k&sitteen 'puskuri' piiriin kuuluu pH, ionivahvuus,
kofaktorit jne.) ja sopivassa lampétilassa.

Maksimitehoa vahvistuksessa silmdllapitden primeri
on edullisesti yksisdikeinen, mutta voi vaihtoehtoisesti
olla kaksisdikeinen. Jos primeri on kaksisdikeinen, sita
kdsitellddn sdikeiden erottamiseksi toisistaan ennen pri-
merin kidyttdad laajennustuotteiden valmistuksessa. Primeri
on edullisesti oligodeoksiribonukleotidi. Primerin tulee
olla riittédvidn pitkd, jotta se kaynnistdisi laajennustuo-
tesynteesin polymeroivan aineen lédsndollessa. Primerien
tarkat pituudet riippuvat monista tekijodist&, mukaanlukien
lampdtila sekd primerildhde sekd menetelmdn kayttdtapa.
Esimerkiksi kohdesekvenssin kompleksisuuden mukaan diag-
noosi- ja vahvistusprimerit sisdltavat tyypillisesti 12-
35, esimerkiksi 15-35, nukleotidia, vaikka ne voivat si-
sd8lt84 niitd useampia tai harvempiakin. Lyhyet primerit-
molekyylit edellyttdvat yleensd matalien lampdtilojen
kdyttda muodostaakseen riittdvdn stabiileja hybridikomp-
lekseja templaatin kanssa.

Tassd kdytettynd ilmaisulla 'komplementoiva' vii-
tataan nukleotideihin, jolloin tarkoitetaan toisen nimen-
omaisen nukleotidin kanssa emdspareiksi asettuvaa nukleo-
tidia. Tdten adenosiinitrifosfaatti komplementoi uridiini-
trifosfaattia tai tymidiinitrifosfaattia ja guanosiinitri-
fosfaatti komplementoi sytidiinitrifosfaattia. Todetta-
koon, ettd vaikka tymidiinitrifosfaatti ja guanosiinitri-
fosfaatti voivat tietyissad olosuhteissa muodostaa emdspa-
rin, niitd ei tamén patenttiselityksen kdytdnndssa katsota
toisiaan komplementoiviksi. Todetaan edelleen, ettd vaikka
sytosiinitrifosfaatti ja adenosiinitrifosfaatti voivat
tietyissd olosuhteissa muodostaa emdsparin, niitd ei t&mén
patenttiselityksen kdytdnndssd katsota toisiaan komplemen-
toiviksi., Sama koskee sytosiinitrifosfaattia ja urasiili-
trifosfaattia.

Tdssd esiintyvdt primerit valitaan Kkunkin nimen-

omaisen vahvistettavan sekvenssin eri sdikeitd 'oleelli-



10

15

20

25

30

35

22

sesti' komplementoiviksi. T&lld tarkoitetaan, ettd prime-
rien tulee komplementoida kulloistakin s&di'ettd riitta-
vdsti hybridoituakseen siihen. T&m&n vuoksi primerisek-
venssin ei tarvitse tarkasti vastata templaatin sekvens-
sid. Esimerkiksi jos diagnoosiprimeri k&sittéd nukleotidi-
sekvenssin, jossa 3'-p#ddtynukleotidi komplementoi joko
oletettua varianttinukleotidia tai vastaavaa normaalia
nukleotidia, primerin 5'-pdadtyyn voi liitty& ei-komplemen-
toiva nukleotidifragmentti loppuosan primerisekvenssista
komplementoidessa kohde-emdssekvenssin diagnoosiosuutta.
Tavallisesti primerit kuitenkin ovat t&dysin komplementoi-
via lukuunottamatta niit& tapauksia, joissa ennaltamddré&t-
ty primeripddty voi kasittda ei-komplementoivia nukleoti-
deja edelld kuvatun mukaisesti.

Huomattakoon kuitenkin, ettd tietyissd olosuhteissa
diagnoosiprimerin laajennustuotteen synteesi voidaan in-
dusoida tapahtuvaksi myéds ei-komplementoivan 3'-pddtyjdén-
ndksen ldsndollessa. Tédllainen wvaletuote saattaa syntya
liian alhaisen lampédtilan kdytdn tuloksena, jolloin 1l8mpd-
tilaa voidaan nostaa, liian pitkdstd inkubointi- tai juot-
toajasta, jolloin kyseistd aikaa voidaan lyhent&d, liian
korkeasta suolapitoisuudesta, jolloin suolapitoisuutta
voidaan laskea, liian korkeasta entsyymipitoisuudesta,
liian korkeasta nukleosiditrifosfaattipitoisuudesta, vaa-
rastd pH-arvosta tai oligonukleotidiprimerin v&srin vali-
tusta pituudesta. Kaikkia naitd tekijoitad kdsitellddn EP-
patenttijulkaisussa n:o 237,362. Valetuotteiden p&&asial-
linen syntysyy on mahdollisesti reaktioldmpdtilojen anta-
minen pudota liian alas, jolloin tullaan sallineeksi liian
alhainen (sdikeiden) jaykkyys, ja t&md lampdtilan lasku
voi tapahtua esimerkiksi poistettaessa reaktioseos lampo-
kiertolaitteesta, vaikkapa vain lyhyeksi ajaksi esimerkik-
si polymeroivan aineen (esim. Tag-polymeraasi) lisddmista
silmdlldpitden, jolloin erityisen haitallista on, jos ky-
seessd on ensimmdinen reaktiotoistokerta. Edeltavan lisdk-

si olemme todenneet, ettd kyseisid valetuotteita voidaan
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saada tuloksena myts, jos kédytetdd&n diagnoosiprimerid,
joka sisdltd8d erityisen runsaati G- (guanosiini-) ja C-
(sytidiini-) j&&dnnotksid. Diagnoosiprimeri wvoi aiheuttaa
tdssd suhteessa hankaluuksia, jos se kokonaisuudessaan on
G/C~pitoinen tai erityisesti, jos sen merkitsevd pdaaty,
tavallisesti 3'-pddty, on G/C-pitoinen. Lisdksi emdspari-
muodostuksen t&smdllinen luonne diagnoosiprimerin merkit-
sevdn pd&aadyn, tavallisesti 3'-paadyn, alueella t&td& kay-
tettdessd voi olla syypdd valetuotesaaliiseen. Tadten As:n
(adenosiinin) ldsndololla diagnoosiprimerin merkitsevdssa
pdddyssd, tavallisesti 3'-pdaddysssa, on emdsparimuodostuk-
sessa taipumus nostaa spesifisyyttd, kun taas Gs:n (guano-
siinin) l&sndololla ei ole mainittua taipumusta. Edelleen
pariepdsopivuuden té&smdllinen luonne diagnoosiprimerin
merkitsevissd pdddyssd, tavallisesti 3'-pdadyssd, voi olla
tdrked tekijéd madrddmassa, saadaanko tuloksena valetuote
val ei. Tédten esimerkiksi AA- tai CT-epdsopivuus ei yleen-
sa johda hybridoitumiseen, mutta GT- tai AC-epdsopivuuden
tuloksena voi olla riittdva hybridoitumisaste yhden tai
useamman valetuotteen muodostumiseksi. Valetuotteiden muo-
dostuminen voidaan vadlttdd lisdamdlld diagnoosiprimeriin
tarkoituksellisesti yksi tai useampi ylimd&dr&inen epdsopi-
va jaannds, tai haluttaessa deletio tai insertio, primerin
epdstabiloimiseksi edelleen hybridoinnin aikaista sitou-
tumisastetta alentamalla.

Tdten esimerkiksi mitd tahansa yhtd tai useampaa
niistd kymmenestd, esimerkiksi kuudesta, nukleotidista,
jotka sijaitsevat pddtyepdsopivuuden vieressd, voidaan
muuttaa kyseisen epdsopivuuden lisiddmiseksi edelleen.
Yleensa ottaen pddtyepdsopivuuden ohella tarvitaan mahdol-
lisesti vain yksi ep&sopivuus sijoitettuna esimerkiksi 1,
2 tai 3 emdksen pddhdn piddtyepidsopivuudesta. Téten esimer-
kiksi tutkiessamme normaalin homotsygootin, heterotsygoo-
tin tai muuntuneen homotsygootin esiintymistd a-l-anti-
trypsiinigeenin Z-alleelin suhteen totesimme, ettd hyvia

tuloksia saadaan, jos 3. nukleotidia 3'-padtynukleotidista
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lukien muutetaan epédsopivuuden luomiseksi. T&ten olemme
esimerkiksi todenneet, ettd C:n esiintyminen A:n asemesta
3. nukleotidina diagnoosiprimerin 3'-p&ddystd lukien mah-
dollistaa Z-alleelin suhteen normaalien homotsygootti-,
heterotsygootti- ja muuntuneiden homotsygoottiyksildiden
vaikeuksitta tapahtuvan erotuksen. Diagnoosiprimerin paras
mahdollinen rakenne voidaan t&dten maarittdd suoraviivai-
sen, edeltdviin Kriteereihin perustuvan kokeilun avulla,
jolloin t&mantapainen kokeilu mahtuu hyvin taitavan mole-
kyylibiologin ammattitaidon puitteisiin.

Ilmaisulla 'diagnoosiprimeri' tarkoitetaan tassd
kdytettynd primerisdi'ettd, jonka nukleotidisekvenssi on
valittu sellaiseksi, ettd p&atynukleotidi komplementoi
joko oletettua varianttinukleotidia tai vastaavaa normaa-
lia nukleotidia, jolloin diagnoosiprimeristd syntetisoituu
laajennustuote, jos sen p&dtynukleotidi komplementoi oi-
keaa pddtynukleotidia kohde-emadssekvenssin vastaavassa
diagnoosiosuudessa, mutta jolloin kyseistd laajennustuo-
tetta ei syntetisoidu siind tapauksessa, ettd diagnoosi-
primerin pddtynukleotidi ei ole homologinen oikeaan paaty-
nukleotidiin ndhden kohde-emdssekvenssin vastaavassa diag-
noosiosuudessa.

Ilmaisulla 'vahvistusprimeri' tarkoitetaan tdssa
kaytettynd primerid, joka kykenee hybridoitumaan nukleii-
nihapposdikeeseen, joka komplementoi sitd nukleiinihappo-
sdi'ettd, johon diagnoosiprimeri kykenee hybridoitumaan,
'vahvistusprimerin' nukleotidisekvenssin ollessa valittu
sellaiseksi, ettd se kykenee hybridoitumaan templaatistaan
erotettuun diagnoosiprimerilaajennustuotteeseen, jolloin
diagnoosiprimerilaajennustuote toimii templaattina laajen-
nustuotteen syntetisoimiseksi vahvistusprimeristada, mika
helpottaa haluttua vahvistusta.

Kyseinen keksint6 koskee nidin muodoin ainakin osit-
tain parannusta vahvistusmenetelmiin, joita on esimerkiksi
EP-patenttijulkaisussa n:o 237,362 kuvattu menetelmd, jos-

sa parannus tekee mahdolliseksi vahvistaa selektiivisesti
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joko oletetun varianttinukleotidin sis&ltdvdd sekvenssii,
silloin kun t&llainen on lasnd, tai vastaavan normaalin
nukleotidin sis&dltdvdd sekvenssid, silloin kun t&llainen
on ladsnd, jolloin kyseinen parannus yksinkertaistaa totea-
mista, vaikka ei kdytetdkddn sekvenssointia, alleelispesi-
fisi&d oligonukleotideja ja restriktioentsyymeilla pilkko-
mista. N&din muodoin tietyn nukleotidivariaation, esimer-
kiksgi pistemutaation, kohdalla pystytddan ldsndolo tai
puuttuminen toteamaan joko 1) suunnittelemalla ja raken-
tamalla diagnoosiprimeri, joka késitt&dd tarkoituksenmukai-
sen, oletettua varianttinukleotidia komplementoivan pdaty-
nukleotidin, jolloin vahvistetun tuotteen syntetisoitumi-
nen osoittaa oletetun nukleotidivariaation 1ldsn&olon ja
vahvistetun tuotteen puuttuminen puolestaan osoittaa ole-
tetun nukleotidivariaation puuttumisen; tai 2) suunnitte-
lemalla ja rakentamalla diagnoosiprimeri, joka ké&sittda
tarkoituksenmukaisen, vastaavaa normaalia nukleotidia
komplementoivan p&dtynukleotidin, jolloin vahvistetun
tuotteen syntetisoituminen osoittaa oletetun nukleotidi-
variaation puuttumisen ja vahvistetun tuotteen puuttuminen
osoittaa oletetun nukleotidivariaation 1ldsndolon. Td&ssa
vhteydessd viitattaessa 'tarkoituksenmukaiseen pddtynuk-
leotidiin' tarkoitetaan primerin pdadtynukleotidia, joka
sitd kaytettdessid toimisi synteesin, silloin kun se on
mahdollinen, alkukohtana. Tdten koska yleensd ottaen poly-
meroiva aine kdynnistidisi synteesin primerin 3'-paadysti,
tarkoituksenmukainen pdatynukleotidi olisi yleensad 3'-pdid-
tynukleotidi.

Varmuus esimerkiksi tietyn pistemutaation l&sndo-
losta tai puuttumisesta voidaan saadaa soveltamalla kum-
paakin edelld esitetyn mukaista menetelm&vaihtoehtoa (1)
ja menetelmdvaihtoehtoa (2). Ndiden kahden ldhestymistavan
vyhdistelmd tarjoaa menetelmdn heterotsygoottien toteami-
seksi, joka menetelmd on arvokas dominoivien perinntllis-
ten hdirididen analysoimiseksi sekd resessiivisten perin-

ndllisten hdirididen kantajien tunnistamiseksi.



10

15

20

25

30

35

26

Edullisessa suoritusmuodossa kyseinen keksintd kos-
kee useamman kuin yhden oletetun varianttinukleotidin las-
ndolon tai puuttumisen toteamista samasta néytteestd. Ky-
seisen keksinnén kyky selektiivisesti vahvistaa sekvens-
sejd ennaltamddrédtystd diagnoosiprimerien nukleotidisek-
venssistada riippuvaisella tavalla mahdollistaa monenlaisten
vahvistustuotteiden erottamisen yksinkertaisesti, tarkasti
ja minimaalista menetelmdn k&yttdjdn taidonastetta edel-
lyttden, jolloin on mahdollista tarjota 'kulutuskestava'
menetelmd yksittdisen ndytteen seulomiseksi monilukuisten
nukleotidivariaatioiden suhteen. Kyseinen keksinté on té&-
ten erityisen kiinnostava yksittdisen DNA- tai RNA-nayt-
teen seulomiseksi kokonaisen patteriston suhteen perinnél-
lisid, erilaisiin sairauksiin johtavia h&iriditd, kuten
geneettiset hdiridt, taipumukset ja somaattiset mutaatiot.
Tdllainen DNA tai RNA voidaan esimerkiksi uuttaa verestéd
tai kudosmateriaalista Kkuten suonikalvon nukkalis&dkkeet
tai lapsivesisolut lukuisten erilaisten menetelmien mukaan
kuten esimerkiksi Maniatiksen et.al., Molecular Cloning
(1982) 280-281, kuvaamien menetelmien mukaan. Lisdksi sité
mukaa kun muiden perinnéllisten hdirididen molekyylitason
perusta tulee tunnetuksi, nadmd uudet hdiridt voidaan yk-
sinkertaisesti sisdllyttdd Kkyseisen keksinnén mukaiseen

seulontamenettelyyn.

Runsaslukuiset vahvistustuotteet voidaan erottaa
lukuisten erilaisten menettelyiden avulla. Ndin esimerkik-
si voidaan kayttdd koettimia, yht& kutakin oletettua vah-
vistustuotetta kohden, jolloin kukin koetin kasittdsd muis-
ta poikkeavan ja erottuvan signaalin tai signaalin tuot-
tamaan kykenevén jdanndksen.

Tallaisia signaaleja ja signaalin tuottamaan kyke-
nevid ja jadnnoksid kdsitell&ddn yksityiskohtaisesti omis-
tamassamme EP-patenttijulkaisussa n:o 246,864, mutta ky-
seeseen saattaisi tulla esimerkiksi kiintedfaasivahvistus-
jarjestelmd, jota kuvaa Wang, C.G. ldhteessid World Biotech
Report 2:2 (1986) 33-37 (Diagnostics Healthcare Proceed-
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ings, konferenssista, joka pidettiin San Fraﬁéiskossa mar-
raskuussa 1986), jonka mukaan koettimeen konjugoidaan
useista valituista hivenaineista muodostettuja mikrohel-
mid. Spesifisten koettimien ldsndolo voidaan todeta ront-
gensidde~fluoresenssianalyysin avulla. Tdllaisten menette-
lyiden k&dytt® on periaatteessa yleensd yksinkertaista ja
suoraviivaista, koska niit# kéytettdessd on ainoastaan
pystyttdvad toteamaan vahvistustuotteen lédsnédolo, eikad
erottamaan toisistaan sekvenssejéd, jotka poikkeavat toi-
sistaan vaikkapa vain yhden yksittdisen nukleotidin osal-
ta.

Huomattavasti yksinkertaisemman ja edullisen mene-
telmsdn vahvistustuotteiden erottamiseksi mukaan vahvistus-
primerien nukleotidisekvenssit valitaan siten, ettd kunkin
kyseisen Kkeksinnén mukaisessa menetelmdssid muodostuneen
vahvistustuotteen pituus poikkeaa muista. T&ltd osin vah-
vistustuotteen késittdmien emésparien lukumddrdn maaraa
diagnoosi- ja vahvistusprimerin valinen ero. Tdten vahvis-
tusprimerit voidaan suunnitella ja rakentaa siten, ettd
kukin mahdollinen varianttinukleotidi liittyy pituudeltaan
muista poikkeavaan mahdolliseen vahvistustuotteeseen.

Tietyn mahdollisen varianttinukleotidin Il&sndolo
tai puuttuminen voidaan tdten edullisesti todeta elektro-
foreettisin keinoin, jolloin saadut erilaiset vahvistus-
tuotteet jakaantuvat kukin molekyylipainonsa mukaisesti
ja voidaan siten tunnistaa esimerkiksi autoradiografisesti
tai fluoresenssia hyddyntdvilld menetelmilld. Eri tuotteet
voivat pituudeltaan poiketa toisistaan vain yhden nukleo-
tidin verran, mutta edullisesti pituudet poikkeavat toi-
sistaan ainakin 3 nukleotidin osalta. Kyseisen keksinndn
mukainen menetelmd suoritetaan edullisesti kdyttden vdlei-
hin tunkeutuvaa vdriainetta kuten etidiumbromidia, joka
saadaan ndkyvdksi UV-valossa variltddan oranssina fluore-
senssina. Taten monilukuisten mahdollisten varianttinuk-
leotidien l&sndolo tai puuttuminen yksittédisessd ndyttees-

sd voidaan madrittdd nopeasti, tarkasti ja helposti. Ha-
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luttaessa yksi tai useampi diagnoosiprimeri ja/tai vahvis-
tusprimeri vol olla merkitty tai leimattu esimerkiksi jol-
lain fluoroforilla. T&ten esimerkiksi kukin eri diagnoosi-
primeri tai vahvistusprimeri voi k&sitt&d muista poikkea-
van fluoroforin, jolloin testipatteriston tulokset voidaan
lukea elektroforeesigeelistd esimerkiki laser-pyyhk&isi-
j&l11a, mikda mahdollistaa kyseisen keksinnén mukaisen mene-
telmdn automatisoinnin. Vaihtoehtoisesti vahvistustuotteen
ldsndolo tai puuttumien voidaan mddrittds yksinkertaisesti
kdyttdmdlléd livotinta, joka kykenee selektiivisesti liuot-
tamaan nukleosiditrifosfaatteja, mutta ei kykene liuotta-
maan nukleotidisekvenssid (esimerkiki DNA:ta). T&llainen
livotin on esimerkiksi trikloorietikkahappo (TCA). Téten
vahvistetun tuotteen ldsndolo tai puuttuminen voidaan maa-
rittdd esimerkiksi saostamalla TCA:1lla vahvistustuotteet
sisdltdvd reaktioseos. Tapauksissa, joissa sopivien nuk-
leosiditrifosfaattien siirtymistd tuotteisiin on tapahtu-
nut eksponentiaalisen reaktiosarjan puitteissa, ldsnd on
huomattavasti suurempia m&drid TCA:han liukenematonta ma-
teriaalia kuin jos diagnoosiprimerin laajentumista ei ole
tapahtunut. Liukenematon materiaali voidaan kvantitoida
tunnettujen menetelmien avulla. Tdten esimerkiksi nukleo-
siditrifosfaatit voidaan leimata (esimerkiksi radiocaktii-
visella tai fluoroivalla merkilld), reaktiosoes voidaan
esimerkiksi sentrifugoida, saatu neste dekantoida eroon
ja kohdistaa joko nestemdiseen tai ei-liukoiseen saalis-
erddn sopivia toteamismenettelyitd kuten tuikelaskenta tai.
fluoresenssimddritys.

Kyseisen keksinndn edelleen seuraavan ominaispiir-
teen mukaan tarjoamme noin 5 - 50 emédsparin nukleotidisek-
venssin kéytettdvdksi kyseisen keksinnén mukaisessa mene-
telmdssd sanotun sekvenssin pddtynukleotidin komplementoi-
dessa joko johonkin tunnettuun geneettiseen hdiri®dn liit-
tyvdi oletettua varianttinukleotidia tai vastaavaa normaa-
lia nukleotidia, jolloin sanotun sekvenssin loppuosa komp-

lementoi oleellisesti vastaavaa, oletetun varianttinukleo-



10

15

20

25

30

35

29

tidin tai vastaavan normaalin nukleotidin viereistd& kohde-
emissekvenssid sanotun nukleotidisekvenssin ollessa valit-
tu siten, ettd kdytettdessd sitd diagnoosiprimerind kysei-
sen keksinnon mukaisessa menetelmdssd diagnoosiprimeristé
syntetisoituu laajennustuote, jos diagnoosiprimerin sanot-
tu padatynukleotidi komplementoi vastaavaa nukleotidia koh-
de-emdssekvenssissd, kun taas laajennustuotetta ei synte-
tisoidu, silloin kun diagnoosiprimerin sanottu p&adtynuk-
leotidi ei komplementoi vastaavaa nukleotidia kohde-emids-
sekvenssissa.

Joko oletettua varianttinukleotidia tai vastaavaa
normaalia nukleotidia komplementoiva p&dtynukleotidi si-
jaitsee kdyté&nndllisesti nukleotidisekvenssin 3'-pdddyssé.
Edullisesti oletettu varianttinukleotidi on syntynyt pis-
temutaation tuloksena vastaavasta normaalista sekvenssis-
ta.

Sanotun nukleotidisekvenssin pituus voi olla esi-
merkiksi 10 ~ 50 emd8sparia, esimerkiksi 10 - 36 emidsparia.

Kyseisen keksinndn nelj&n seuraavan ominaispiir-
teen mukaan tarjoamme valittOmésti edelld madritellyn mu-
kaisia nukleotidisekvenssejd, joissa nukleotidisekvenssin
padtynukleotidi komplementoi varianttinukleotidia, joka
on syntynyt vastaavassa normaalissa nukleotidissa tapah-
tuneessa muutoksessa (i) A:rksi, (ii) G:ksi, (iii) C:ksi,
(iv) T:ksi tai vastaavasti U:ksi.

Kyseisen Kkeksinnén edelleen seuraavan ominaispiir-
teen mukaan tarjoamme edelld m3&ritellyn mukaisesti sarjan
kahden nukleotidin muodostamia pareja, jolloin toisen sek-
venssin pddtynukleotidi komplementoi oletettua, tunnettuun
geneettiseen hdiriddn liittyvdd varianttinukleotidia ja
jélkimmdisen sekvenssin pd#tynukleotidi komplementoi vas-
taavaa normaalia nukleotidia.

Kyseisen keksinntn edelleen seuraavan ominaispiir-
teen mukaan tarjotaan koettimia, jotka kidsittdvdt edelld
madritellyn mukaisesti leima- tai merkkirakenneosan sis&dl-

tdvan nukleotidisekvenssin.
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Esimerkin antamiseksi esitellddn yksityiskohtaises-
ti seuraavat tunnetut geneettiset hdiridt esittden hai-
riddn johtaneet mutaatiot sekd keskeinen kirjallisuusviite
kullekin mutaatioclle. Edelld madritellyn mukaiset nukleo-
tidisekvens%it ja koettimet voivat perustua esimerkiksi
alla lueteltuihin geneettisiin hdiri®dihin, jolloin oleel-
lisen nukleotidisekvenssin tai koettimen sekvenssi on saa-
tavissa taulukossa esitetystd keskeisestd kirjallisuus-
viitteesta.

TAULUKKO Geneettisid sairauksia aiheuttavia mutaa-

tioita

A Autosomisairauksia

Sairaus Mutaatio Viite
antitrombiini-II1I- CG - TG Duchange et.al.,
vajaus Nucleic Acids Research

14 (1986) 2408

amyloidikertymin CG - CA Maeda S., et.al.,
aiheuttama Mol.Biol.Med.
hermosairaus 1986 329-338

AC - GC Wallace, M.R. et.al.
J.Clin,.Invest. 78
(1986) 6-12

AG - GG Wallace, M.R. et.al.,
J.Clin.Invest. 78

(1986) 6-12
alfa-l-antirypsiini- TG - CG Nukiwa, T. et.al.,
vajaus J.Biol.Chem. 261

(1986)

15989-15994

CG - CA Kidd, v.J. et.al.,
Nature 304 (1983)
230-234

GAT - GTT Asp 256 -Val,
eksoni-IIT:;
julkistamaton
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Sairaus

Emdspari

adenosiinideaminaasi-
vajaus

apolipoproteiini-E-
vajaus

sokeritauti, lievd

Gaucherin sairaus,
tyyppi 2

liiallinen insuliinin
esiintyminen veressa

31

Mutaatio

CTT - CTC

GGC - TGC

Mutaatio

CG » CA

AA

CT

GT

TC

TC

TG

CT

CG

CA

AG

CG

GC

cC

TG

TT

CcC

CA

GA

"J.Biol.Chem.

viite

kodonin 51 (normaali)
deletio, M. Malton,
painossa

Arg39 - Cys,
eksoni~III, I-variant-
ti, julkistamaton

Viite
Bonthron, D.T. et.al.,

J.Clin.Invest. 76
(1985) 894-897

Valerio, D. et.al.,
EMBO J. 5 (1986)
113-119

Cladaras et.al.,

262
(1987) 2310-2315

Haneda, M. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S5.A. 80 (1983)
6366-6370

Shoelson, S. et.al.,
Nature 302 (1983)
540-543

" "

Tsuji, 5. et.al.,
New Engl.J.Med. 316
(1987) 570-575

Shibasaki, Y. et.al.,
J.Clin.Invest. 76
(1985) 378-380

Chan, S$.J. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 84 (1987)
2194-2197
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Sairaus

immunoglobuliini-
kappa-vajaus

LDL~reseptori-
vajaus

perinndllinen hauras-
luusairaus (tyyppi II)

fenyyliketonuria

proteiini-C-vajaus

puriininukleosidi-
fosforylaasivajaus

sirppisoluanemia

32

Mutaatio

CT - CG

CG

GG

TG

AG

CG

CG

GG

TG

TG

GA

TT

AA

TG

TG

GC

TA

GAG - GTG

Viite

Stavnezer-Nordgren, J.
et.al., Science 230
(1985) 458-461

Lehrman, M.A. et.al.,
Cell 41 (1985) 735-743

Cohn, D.H. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 83 (1986)
6045-6047

Dilella, A.G. et.al.,
Nature 322 (1986)
799-803

Dilella, A.G. et.al.,
Nature 327 (1987)
333-336

Romeo, G. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 84 (1987)
2829-2832

Williams, S.R. et.al.,
J.Biol.Chem. 262 (1987)
2332-2339

Chang J.C. & Kan, Y.W.,
Lancet 2 (1981)
1127-1129;

Orkin, S.H. et.al.,

New Engl. J.Med.

307 (1982) 32-36; ja
Conner, B.J. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 80 (1983)
278-282




33

Sairaus Mutaatio Viite

Tangier-sairaus AG - AT Law, S5.W.,
Brewer, H.B.,
J.Biol.Chem. 260

(1985) 12810-12814
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Sairaus

perinnéllinen beta-anemia

Tyyppli Viite

Mutanttiluokka

(a) Ei-funktionaalinen
mRNA

Ei-koodimutantit
(1) kodoni 17 (A » T) 0
(2) kodoni 39 (C - T) 0
(3) kodoni 15 (C - A) 0
(4) kodoni 37 (G - A) 0
(5) kodoni 121 (G - T) 0

Lukualuesiirtomutantit
(6) -2 kodoni 8 0
(7) -1 kodoni 16 0
(8) -1 kodoni. 44 0

Chang, J.C. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 76 (1979) 2886

Trecartin, R.F.
et.al., J.Clin.
Invest. 68 (1981)
1012;

Chehab, F.F. et.al.,
Lancet 1 (1986) 3

Kazazian, H.H. et.al.,
Eur.Molec.Biol.Org.J.
3 (1984) 593

Boehm, C.D. et.al.,
Blood 67 (1986) 1185

Kazazian, H.H. et.al.,
Am.J.Hum.Genet. 38
(1986) A860

Orkin, S.H. et.al.,
J.Biol.Chem. 256 (1981)
9782

Kazazian, H.H. et.al.,
Eur.Molec.Biol.Org.J.
3 (1984) 593

Kinniburgh, A.J.
Nucleic Acids Res. 10

(1982) 5421

et.al.,
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Mutanttiluokka

(9) -1 kodonit 8 ja 9

(10) -4 kodonit 41 ja 42

(11) -1 kodoni 6

(12) +1 kodonit 71 ja 72

(b) RNA-prosessointimutantit

(1) IVS-1 asema 1 GT - AT

(2) 1IVS-1 asema 1 GT - TT

(3) IVS-2 asema 1 GT - AT

(4) IVS-1 3'-pdaty: 17 bp

Tyyppi Viite

Kazazian, H.H. et.al.,
Eur.Molec.Biol.Org.Jd.
3 (1984) 593; Wong, C.
et.al., Proc.Natl.
Acad.Sci. U.S.A.

83 (1986) 6529

Kazazian, H.H. et.al.,
Eur.Molec.Biol.0Org.Jd.
3 (1984) 593;

Kimura, A. et.al.,
J.Biol.Chem. 258
(1983) 2748

Kazazian, H.H. et.al.,
Am.J.Hum.Genet. 35
(1983) 1028

Cheng, T.C. et.al.,
Proc.Natl.Acad.S8ci.
U.S.A. 81 (1984) 2821

Orkin, S.H. et.al.,
Nature 296 (1982)
627;

Treisman, R. et.al.,

Nature 302 (1983) 591

Kazazian, H.H, et.al.
Eur.Molec.Biol.Org.J.

3 (1984) 593

Orkin, S.H. et.al.,

Nature 296 (1982) 627;

Treisman, R. et.al.,
Cell 29 (1982) 903

Bunn, H.F., et.al.,
Haemoglobin:
Molecular

Genetic and Clinical
Aspects, Saunders,
Filadelfia, 1986,
s.283
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Mutanttiluokka

(5) Ivs-1 3'-padty: 25 bp

(6) IVS-2 3'-padty: AG - CG

(7) IVsS-2 3'-pdaty: AG - CG

Konsensusmuutokset

(8) 1IvVS-1 asema 5 (G - C)

(9) Ivs-1 asema (G - T)

(10) IvS-1 asema 6 (T - C)

Sisdiset IVS-muutokset

(11) IVS-1 asema 110 (G - A)

Tyyppi Viite

Kazazian, H.H.
et.al., Eur.Molec.
Biol.Oxrg.Jd. 3 (1984)
593; Orkin, S.H.
et.al., J.Biol.Chemn.
258 (1983) 7249

Padanilam, B.J.
et.al., Am.J.Hematol.

22 (1986) 259

Antonarakis, S.E.
et.al., Proc.Natl.
Acad.Sci. U.S.A.

81 (1984) 1154;
Atweh, G.F. et.al.,
Nucleic Acids Res.
13 (1985) 777

Kazazian, H.H.
et.al., Eur.Molec.
Biol.Org.J. 3 (1984)
593; Treisman, R.
et.al., Nature 302
(1983) 591

Wong, C. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 83 (1986)
6529; Atweh, G.F.
et.al., Nucleic
Acids Res. 13
(1985) 777

Orkin, S.H. et.al.,
Nature 296 (1982)
627; Atweh, G.F.
et.al., Am.J.Hum.
Genet. 38 (1986) 85

Westaway, D. et.al.,
Nucleic Acids Res.
9 (1981) 1777
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Mutanttiluokka

(12) IVS-2 asema 705 (T

(13) IVvS-2 asema 745 (C

(14) IVS-2 asema 654 (C

(15) IVS-1 asema 116 (T

Koodialuesubstituutiot

(16) kodoni 26 (G - A)

(17) kodoni 24 (T - A)

(18) kodoni 27 (G - T)

(c) Transkriptiomutantit

(1) -88 Cc->T

—

Tyyppli Viite

G) +

G) +

T) O

G) 2
", 8¢
+

B+,BKnossos

Dobkin, C. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 80 (1983)
1184

Orkin, S.H. et.al.,
Nature 296 (1982)
627:;

Treisman, R. et.al.,
Nature 302 (1983)
591

Cheng, T.C. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 81 (1984)
2821

Feingold, E.A.
et.al., Ann.N.Y.
Acad.Sci. 445
(1985) 159

Thein, S.L. et.al.,
J.Med.Genet. (1986
painossa);

Orkin, S.H. et.al.,
Nature 300 (1982)
768

Goldsmith et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 88 (1983)
2318

Orkin, S.H. et.al.,
Blood 64 (1984) 311

Wong, C. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S5.A.83 (1986)
6529; Orkin, S.H.
et.al., J.Biol.Chem.

259 (1984) 8679
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Mutanttiluokka

(2) -87 C » G

(3) -31 A -G

(4) -29 A - G

(5) -28A->C

(6) -28 A -G

(d) Polyadenylaatiomutantti

(1) AATAAA — AACAAA

(e) Deletiot

(1) 3'B(-619 bp)

(2) 5'B(-1.35 kb)

(3) B (-10 kb)

0, HbF

0, HbF

Tyyppli Viite

Orkin, $.H. et.al.,
Nature 296 (1982)
627:

Treisman, R. et.al.,
Nature 302 (1983)

591

Takihara, Y. et.al.,
Blood 67 (1986) 547

Antonarakis, S.E.
et.al., Proc.Natl.
Acad.Sci. U.S.A.
81 (1984) 1154;
Wong, C. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 83 (1986)
6529

Surrey, S. et.al.,

J.Biol.Chem. 260
(1985) 6507

Orkin, S.H. et.al.,
Nucleic Acids Res.
11 (1983) 4727

Orkin, S.H. et.al.,
Eur.Molec.Biol.
Org.J. 4 (1985) 453

Spritz, R.A. et.al.,
Nucleic Acids Res.
10 (1982) 8025;
Orkin, S.H. et.al.,

Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 76 (1979)
2400

Padanilam, B.J.
et.al., Blood 64
(1984) 941

Gilman, J.G. et.al.,
Br.J.Haemat. 56
(1984) 339
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+ = perinndllisen beta-anemian mutantti (B ), joka aiheut-

taa beta-globiiniketjun alentunutta tuotantoa;
0 = mutantti (BO), joka aiheuttaa beta-globiiniketjutuo-

tannon puuttumisen.

Sairaus

tricosifosfaatti-

isomeraasivajaus

uroporfyrinogeeni-
dekarboksylaasivajaus

B X-liitteinen

Sairaus

A-verenvuototauti

Mutaatio Viite

AG - AC

GG - GA

tekij&a-vIII

Daar, I.0. et.al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 83 (1986)
7903-7907

DeVerneuil, H. et.al.,
Science 234 (1986)
732-734

Mutaatio Viite

CG

CG

CG

CG

CG

CG

CG

-» TG (24) Gitschier, J.
et.al., Nature
315 (1985)
427-430

el (26) H "

- TG (18) Antonarakis,
S.E. et.al.,
New Engl.J.
Med. 313 (1985)
842-848

- CA (26) Gitschier, J.
et.al., Science
232 (1986)
1415-1416

- TG (18) Youssoufian, H.
et.al. Nature
324 (1986) 380~
382

- TG (22) t "

- TG (22) " "
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Sairaus Geeni Mutaatio Viite

Verenvuototauti~B tekija-IX CG - CA Bentley, A.K.

et.al., Cell 45
(1986) 343-348

GT -» TT Rees, D.J.G.
et.al., Nature

316 (1985)
643-645

GA - GG Davis, L.M.
et.al., Blood
69 (1987)
140-143

Esimerkkeja deletioista 1loytyy seuraavista ldhteis-
ta:

Forrest, S.M., Cross, G.C., Speer, A., Gardner-Med-
win, D., Burn, J. ja Davies, K.E., 'Preferential Deletion
of Exons in Duchenne and Becker Muscular Dystrophies'
(suom. 'Ensisijaiset eksonideletiot Duchennen ja Beckerin
lihassurkastumataudissa'), Nature 320 (1987) 638-640.

Koenig, M., Hoffman, E.P., Bertselson, C.J., Mona-
co, A.P., Feener, C. ja Kunkel, L.M., 'Complete Cloning
of the Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) cDNA and Prelimi-
nary Genomic Organisation of the DMD gene in Normal and
Affected Individuals' (suom. 'Duchennen lihassurkastuma-

taudin (DMD-) cDNA:n tédydellinen kloonaus ja DMD-geenin

alustava genomijédrjestelmd terveessd ja sairaassa yksilos-
sd'), Cell 50 (1987) 509-517.

Malhotra, S$.B., Hart, K.A., Klamut, H.J., Thomas,
N.S5.T., Bodrug, S.E., Burghes, A.H.M., Bobrow, M., Harper,
P.S5., Thompson, M.W., Ray, P.N. ja Worton, R.G., 'Frame-
Shift Deletions in Patients with Duchenne and Becker Mus-
cular Dystrophy' (suom. 'Lukualueen siirtodeletiot Duchen-
nen ja Beckerin lihassurkastumatautia potevissa potilais-
sa'), Science 242 (1988) 755-759.

Read, A.P., Mountford, R.C., Forrest, S.M., Kenwr-

ick, S.J., Davies, K.E. ja Harris, R., 'Patterns of Exon

Deletions in Duchenne and Becker Muscular Dystrophy'
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(suom. 'Eksonideletiokaavoja Duchennen ja Beckerin lihas-
surkastumataudissa'), Hum.Genet. 80 (1988) 152-156.
Chamberlain, J.S., Gibbs, R.A., Ranier, J.E., Ngu-
ven, P.N. ja Caskey, C.T., 'Deletion Screening of the DMD
Locus via Multiplex DNA Amplifications' (suom. 'DMD-geeni-
paikan deletioseulonta monikertaisen DNA-vahvistuksen a-
vulla'), Nucl.Acids Res. 16:23 (1988) 11141-11156.
Roberts, R.G., Cole, C.G., Hart, K.A., Bobrow, M.
ja Bentley, D.R., 'Rapid Carrier and Prenatal Diagnosis

of Duchenne and Becker Muscular Dystrophy' (suom. 'Duchen-
nen ja Beckerin lihassurkastumataudin nopea kantaja- ja
syntymddedeltdvd diagnoosi'), Nucl.Acids.Res. 17:2 (1989)
811.

Usein analyysia varten on kdytettdvissd vain pienia
mddrid genomi-DNA:ta. On todettu, etta diagnoosiprimerien
spesifisyys oleellisten normaalien nukleotidien tai va-
rianttinukleotidien suhteen voidaan maarittdd katevasti
nostamalla kyseisen yhden tai useamman sekvenssin kopio-
lukua hybridisaatiomddrityksessd. T&Ahidn voidaan p&ddsta
esimerkiksi rakentamalla kaksis#ikeinen ‘'kasetti', joka
kdsittdd normaalin sekvenssin juotettuna varianttisekvens-
siin viereisten sdikeiden kahden nukleotidin valisen epé-
sopivuuden sijaitessa edullisesti kasetin keskikohdan vai-
heilla. Kasetista saadaan sitten k&tevédsti kopioita inser-
toimalla se plasmidi-is#nt&dn, mitd seuraa plasmidin rep-
likointi javhaluttujen sekvenssien eristys, jotka eri vai-
heet suoritetaan alan piirissd hyvin tunnettuja menetel-
mid kdyttden. Tatd menettelytapaa on katevidssid muodossa
havainnollistettu kuviossa 10.

Jotta kyseinen keksintd tulisi ymmdrrettdvammaksi,
sita kuvataan jatko-osuudessa esimerkkien avulla oheisiin
piirroksiin nojautuen, joissa piirroksissa:

kuviot 1(a) vja 1(b) havainnollistavat keksinnotn
ensimmdistd suoritusmuotoa, Kkuvio 1(c¢) havainnollistaa
tyypillistd tulosta mahdollisesti suoritettavasta elekro-

foreesi-ajosta;
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kuviot 2(a) ja 2(b) havainnollistavat kyseisen

keksinndn toista suoritusmuotoa;
kuvio 3 havainnollistaa edullista menetelmdd moni-

lﬁkuisten vahvistustuotteiden erottamiseksi toisistaan:
kuviot 4(a) ja 4(b) havainnollistavat kyseisen kek-
sinnén kolmatta suoritusmuotoa;

kuviot 5(a), (b) ja (c) havainnollistavat kyseisen
keksinnén neljdttd suoritusmuotoa:;

kuvio 6 esitt&sd ihmisen a-l-antitrypsiinigeenia (ei
oikeassa mittakaavassa); ja

kuviogsa 7 esitetddn tulos esimerkeissd 1 ja 2 saa-
dun geelin visualisoinnista.

Kuviossa 8 esitetdsn tulos geelin visualisoinnista,
jolloin vyothykkeet 1-4 edustavat tulosta esimerkistd 3,
vybhykkeet 5-8 edustavat osaa tuloksista esimerkistd 4 ja
vybhyke 9 edustaa kokomerkkid.

Kuviossa 9 esitetddn tulos esimerkissd 4 saadun
geelin visualisoinnista.

Kuviossa 10 esitet&dn kasetti-plasmidijdrjestelmdn
kdyttd halutun DNA-dupleksin vahvistamiseksi.

Kuvio 11 havainnollistaa keksinnén viidettd suori-
tusmuotoa (lineaarinen vahvistaminen).

Kuviossa 12 esitetddn tulos esimerkissd 5 saadun

geelin visualisoinnista.
Kuviossa 13 esitetdan tulos esimerkissd 6 saadun

geelin visualisoinnista.

Kuvio 1 havainnollistaa kyseisen keksinndn ensim-
mdisen suoritusmuodon mukaista menetelm#did. Kuvio 1(a)
esittdd denaturoituja genomi-DNA-sdikeitd, jotka sisdltd-
vdt normaalin nukleotidin (N) asemassa, joka esimerkiksi
geneettisen h&irién seurauksena saattaisi kéEsittda va-
rianttinukleotidin. Kuviossa 1(b) esitetyn mukaisesti nuk-
leiinihapposdikeen saattaminen hybridointiolosuhteissa
kosketuksiin diagnoosikoettimen kanssa, joka omaa normaa-
lia nukleotidia (-N) komplementoivan 3'-pd&tynukleotidin,

tarkoituksenmukaisten nukleosiditrifosfaattien sek3 niiti
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polymeroivan aineen ldsndollessa johtaa diagnoosiprimerin._
ketjunpidennykseen 3'-suunnassa. Tdllaista ketjun pitene-
mistd ei tapahdu kiytettiessd diagnoosiprimerid, jonka 3'-
paddtynukleotidi komplementoi oletettua varianttinukleoti-
dia (-M). Diagnoosiprimerin mahdollisesti saatu ketjunpi-
dennystuote voidaan sitten denaturoida, minkd jdlkeen de-
naturoituun tuotteeseen voidaan hybridoida vahvistuspri-
meri (A) uuden ketjunpidennystuotteen saamiseksi. Kyseinen
ketjunpidennystuote voidaan sitten denaturoida, minkd jal-
keen menettelyd voidaan toistaa vahvistuksen saamiseksi.
Diagnoosiprimerin vaikutuksesta vahvistuva genomi-DNA-alue
on kuviossa 1(b) merkitty DG:114. T&ltd& alueelta perdisin
olevat diagnoosituotteet tuottavat kuviossa 1l(c) DG:114&
merkityt nauhat. Verrokkina voidaan k&yttdd PCR- (polyme-
raasiketjureaktio-) primereita (P), jotka on kuviossa 1(a)
merkitty P:11&, vaikuttamassa nukleiinihappos&dikeen johon-
kin muuhun kohtaan tai johonkin muuhun nukleiinihappos&i-
keeseen, esimerkiksi johonkin muuhun kromosomiin esim.
ihmis~DNA:n kyseessd ollen. Tadmd& erillinen kohta on ku-
viossa 1(c¢) merkitty PCR:11&d ja tdstd kohdasta perdisin
olevat PCR-verrokkituotteet tuottavat kuviossa 1(c) PCR:-
1134 merkityt nauhat. Huomattakoon, ettd PCR:114& merkityt
nauhat voivat merkitd joko suuri- tai pienikokoisempia
tuotteita kuin DG:118 merkityn nauhan edustama tuote.
Kuviossa 1(c) esitetdsn kuvioissa 1(a) ja 1(b) esi-
tetyn menetelmdn tulos nauhoina, jotka on erotettu agaroo-
sigeelielektroforeesi-ajossa, jolloin kyseessd on esimer-
kiksi geneettisen hiirién aiheuttava pistemutaatio analy-
soituna joko =-M- tai -N-diagnoosiprimerid tarpeen mukaan
kdyttden. Jos tutkimuskohteena oleva yksild on kyseisen
geneettisen h&iridn kantaja (C), nauhoja muodostuu sekd
normaaleja nukleotidisekvenssejd (N) kiytettdessd ettd
varianttinukleotidisekvenssid (M) kdytettdessd. Normaalit
homotsygootit (N) tuottavat nauhan normaalia nukleotidi-
sekvenssid kaytettdessd, mutta eivdt tuota nauhaa [merkit-

ty ()] varianttinukleotidin vaikutuksesta, jolloin vas-
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takkaisesti hdiridn aiheuttavan mutaation kédsittdvdt homo-
tsygootit [geneettisen hdirién (D) omaavat yksildt] eivat
tuota nauhaa [merkitty ( )] normaalin nukleotidisekvens-
sin vaikutuksesta, mutta tuottavat nauhan varianttinukleo-
tidisekvenssilld kasiteltdessi.

Kuvio 2 havainnollistaa kyseisen keksinndn toista
suoritusmuotoa. Kaksisdikeisen nukleiinihapon kumpaakin
sdi'ettd kohden kdytetdsn oma diagnoosiprimerinsd. Kuvion
osassa (a) diagnoosiprimerit on suunniteltu ja rakennettu
siten, ettd 3'-pddtynukleotidi komplementoi normaalia nuk-
leotidia. Menetelmd& suoritetaan siis kuten kuvattu kuvion
1 yhteydessd, mutta kdyttden oleellisen nukleotidin ldsnéd-
ollessa kahta erilaista diagnoosiprimerid vahvistusta
kdynnistdmidssd. Ndin muodoin tdssd suoritusmuodossa jal-
kimmdinen diagnoosiprimeri vastaa kuvion 1 mukaista vah-
vistusprimeriid (A). Tdten kuviossa 2(a) vahvistuksen kdyn-
nistavat primerit -N ja N-, mutta eivét varianttinukleoti-
disekvenssid (-M ja M-) komplementoivan 3'-pddtynukleoti-
din ké&sittdvédt diagnoosiprimerit. Kuvion 2(b) kohdalla
tilanne on vastakkainen, silld ndytteen nukleiinihappo-
s@ikeisiin sisdltyy varianttisekvenssi. Kuviossa 2 esite-
tyn menetelmidn suorituksesta saadut tulokset voidaan esit-
td48 vastaavalla tavalla kuin tulokset on esitetty kuviossa
1(c), mutta viimemainitussa normaalia ja varianttia (N ja
M) tarkoittavat merkinnidt vastaavat t&dlléin tédllaisten
sekvenssien muodostamia pareja. Kuviossa 2 kirjain P mer-
kitsee verrokkeina kdytettyjd PCR-primereita.

Kuvio 3 esittad erddn tavan, jolla monilukuiset
vahvistustuotteet voidaan erottaa toisistaan, jolloin on
mahdollista tutkia yksittdinen RNA- tai DNA-ndyte perin-
nollisten hd8irididen muodostaman patteriston suhteen. Ku-
viossa on esitetty kaksi ndytteestd saatua (denaturoitua)
DNA- tai RNA-sadi'ettd, jotka sisdltédvat kolme erillista
geenipaikkaa numeroituina 1, 2 ja 3. Ndistd geenipaikoista
erillisesti sijaitsevaa toista aluetta kaytet&dn PCR-vah-

vistuksessa verrokin saamiseksi. Geenipaikan 1 osalta kdy-
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tetddn 20-meeridiagnoosiprimerisd (5'-N 3') yhdessd toisen
20-meeridiagnoosiprimerin (3'N- 5') kanssa. Jos geenipai-
kassa 1 tapahtuu vahvistuminen, saadaan vahvistustuotteena
39-meerisekvenssi. Koska kuviossa 3'-pddtynukleotidi on
normaali samoin kuin tutkittavan ndytteen kdsitté&ma oleel-
linen nukleotidi, tapahtuu vahvistuminen. Samoin tapahtuu
vahvistuminen, jos tutkittavan ndytteen kdsittdmd oleel-
linen nukleotidi on varianttinukleotidi ja diagnoosiprime-
rit niinikddn kdsittdvat 3'-pdddyssdsn varianttinukleoti-
din. Kyseistd vahvistusta ei kuitenkaan esiinny, jos néyt-
teen sisdltédmd oleellinen nukleotidi ja diagnoosiprimerin
3'-paddtynukleotidi ovat keskenddn epdsopivat. Geenipaikan
2 osalta diagnoosiprimerit on suunniteltu ja rakennettu
siten, ettd vahvistuksen tapahtuessa muodostuu vahvistus-
tuotteena 49-meerisekvenssi, jolloin puolestaan geenipai-
kan 3 osalta diagnoosiprimerit on siten suunniteltu ja
rakennettu, ettd vahvistuksen tapahtuessa muodostuu vah-
vistustuotteena 59-meerisekvenssi. Koska edeltédvasta il-
menevan mukaisesti vahvistustuotteen nauhakoko on 1luku,
joka saadaan, kun Kkyseisen kahden diagnoosiprimerin sek-
venssikokojen summasta v&hennetddn yksi, on mahdollista
suorittaa yhdestad ja samasta ndytteestd useita maarityksia
yhdessd ja samassa reaktioastiassa, jos yksittdiset diag-
noosiprimerit suunnitellaan ja rakennetaan tarkoituksen-
mukaisesti Kkarakterisoimaan kutakin Kkiinnostavaa geeni-
paikkaa. Diagnoosiprimerien nauhakokojen summan muuttuessa
aina suuremmaksi vahvistustuotteet voidaan erottaa esimer-
kiksi agaroosigeeleissd. Parempaan erotukseen voidaan mah-
dollisesti p&dstd, jos diagnoosiprimerit on leimattu tai
merkitty jollain tavanomaisella tavalla ja erotettu my®-
hemmin esimerkiksi akryyliamidigeelissd. Kuviossa 3 KkKir-
jain P viittaa verrokkeina kéytettyihin PCR-primereihin.
Kuviossa 4 esitetddn kyseisen keksinnon kolmas suo-
ritusmuoto, jossa vahvistetaan tavanomaiseen tapaan esi-
merkiksi tavanomaisia PCR-primereitd kayttden nukleiini-

happosekvenssid, joka sisdltdd normaalin nukleotidin ase-
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massa, jossa voisi sijaita oletettu varianttinukleotidi.
Vastaavasti tapahtuisi tavanomainen vahvistuminen, jos
normaalin nukleotidin asemesta 1l&snd olisi oletettu va-
rianttinukleotidi. Vahvistustuote saatetaan kosketuksiin
diagnoosiprimerin kanssa edelld keksinndn kolmannen suori-
tusmuodon yhteydessd kuvatun mukaisesti. Vahvistustuotteen
kdsittdessd edeltdvdn mukaisesti normaalin nukleotidin
sisdltédvan nukleiinihapposekvenssin ja kdytetyn diagnoosi-
primerin omatessa 3'-p&ddyssddn normaalin nukleotidin
diagnoosiprimeristd muodostuu laajennustuote [jolloin kay-
tetddn tavanomaisella PCR-vahvistuksella muodostettua nuk-
leotidisekvenssid (johon viitataan tédssd PCR-Kontrolli-
tuotteena)] edellyttden, ettd liasnd on tarkoituksenmukai-
sia nukleosiditrifosfaatteja ja sopiva niit& polymeroiva
aine. Vahvistusprimerin l&snidolo ei ole tarpeen, koska
diagnoosiprimerilaajennustuotteen muodostamiseksi tarvit-
tava templaatti on jo vahvistettu. Kuviossa 4(b) DG:11l&
merkityn diagnoosiprimerilaajennustuotteen lé&snidolo tai
puuttuminen sekd PCR-verrokkituotteen [joka kuviossa 4(b)
on merkitty PCR:1148] l&sndolo voidaan todeta esimerkiksi
elektroforeettisia menettelyitd kayttden.

Huomattakoon, ettd diagnoosiprimerilaajennustuote
muodostuu my®ds silloin, kun PCR-verrokkituote sisidltda
varianttinukleotidin ja kdytetty diagnoosiprimeri kdsitt&a
3'-pdadyssa komplementoivan varianttinukleotidin.

Saadut tuotenauhat voidaan visualisoida esimerkiksi
kuten esitetty kuviossa 4(b). Symbolien N-, M-, C-, N, D,
DG ja PCR merkitykset ovat kuten maaritelty kuvion 1(c)
yhteydessd., Diagnoosiprimerilaajennustuotteen nauhaa vas-
taava molekyylipaino on kuitenkin alhaisempi kuin PCR-ver-
rokkinauhan [kuviossa 4(b) esitetyn mukaisesti]. Tassad
tapuksessa verrokkinauha edustaa todellista sisdistd kont-
rollia, koska yksi PCR-primereistd toimii vahvistusprime-
rind diagnoosiprimerilaajennustuotteen vahvistamiseksi.
PCR-verrokkituotteen sisdltdessd varianttinukleotidin sa-

malla, kun diagnoosiprimeri omaa 3'-pdddyssd& normaalin
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nukleotidin, tai esitettyyn nsdhden vastakkaisessa tilan-
teessa, laajennustuotetta ei muodostu.

Haluttaessa kyseisen keksinnétn kolmas suoritusmuoto
voidaan suorittaa saattamalla tutkittava ndyte koetta
aloitettaessa kosketuksiin PCR-primerien ohella diagnoo-
siprimerin kanssa. N&din ollen diagnoosiprimerin Kk&ytdn
osalta ei ole tarpeen odottaa, kunnes on pddsty PCR-ver-
rokkituotteen halutun asteiseen vahvistumiseen. Itse asi-
assa diagnoosiprimeri voidaan lis&td@ PCR-primerilisdyksen
vyhteydessd tai koska tahansa sen jdlkeen. Madritys voidaan
ndin ollen suorittaa esimerkiksi yksinkertaisesti lisda-
mdlld tutkittava ndyte yhteen reaktioastiaan, jossa on
valmiiksi PCR-primerit, diagnoosiprimeri, tarkoituksenmu-
kaiset nukleosiditrifosfaatit sekd viimemainittuja polyme-
roiva aine. Saadut tuotteet ja siten myos saadut ja visua-
lisoidut tuotenauhat ovat samat kuin edell& kuvattu sekd
esitetty kuviossa 4.

Kuvio 5 esittdd kyseisen keksinnon neljéttd suori-
tusmuotoa, jonka mukaan suoritetaan tavanomainen vahvis-
taminen kuvion 4 yhteydessd kuvatun mukaisesti. Ndin saatu
vahvistustuote saatetaan sitten hybridointiolosuhteissa
kosketuksiin joko (a) edelld mddritellyn mukaisesti kahden
erillisen diagnoosiprimerin kanssa, joista kummankin 3'-
pddty késitt&8 normaalin nukleotidin, tai (b) edelld mdd-
ritellyn mukaisesti kahden diagnoosiprimerin kanssa,
joista kummankin 3'-p&&dty kdsittdd varianttinukleotidin
(katso kuvio 5a). Menetelmidn yhden toistokerran tuloksena
muodostuneet laajennustuotteet osoittavat, sisdltddkd ndy-
tenukleiinihappo normaalin nukleotidin vai oletetun va-
rianttinukleotidin, jolloin elektroforeettisia menettelyi-
td kdyttden saadaan vastaavanlainen nauhakuvio kuin esi-
tetty kuviossa 5(b). Huomattakoon kuitenkin, ettd kidytet-
tdessd kahta diagnoosiprimerid toinen diagnoosiprimeri
toimii jalkimmdisen diagnoosiprimerin vahvistusprimerini.
Tamdn vuoksi haluttaessa mahdollisesti saatua yhtd tai

useampaa vahvistustuotetta sindnsd voidaan vahvistaa. Ta-
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ten menetelmdn usean lisdtoistokerran tuloksena muodostuu
alhaisemman molekyylipainon omaavia tuotteita, kuten esi-
merkiksi kuviossa 5(c) ylimd&rdisend nauhana esitetyt
tuotteet, alkuperdisten PCR-primerioligonukleotidien ja
lisdttyjen diagnoosiprimerien keskindisistd mddradsuhteista
riippuvaisissa mddridsuhteissa. PCR-vahvistustuotteet ovat
vaikeuksitta erotettavissa diagnoosiprimerilaajennustuot-
teiden vahvistustuotteista esimerkiksi kasvattamalla tai
pienentédmdlld PCR-primerien sitoutumiskohtien genomissa
vdlistd etaisyytta.

Haluttaessa kyseisen keksinndn neljds suoritusmuoto
voidaan suorittaa saattamalla koetta aloitettaessa tutkit-~
tava ndyte kosketuksiin PCR-primerien ohella my&s diagnoo-
siprimerien kanssa. N&in ollen diagnoosiprimerin kadyton
osalta ei ole tarpeen odottaa, kunnes on pdidsty PCR-ver-
rokkituotteen halutun asteiseen vahvistumiseen. Itse asi-
assa diagnoosiprimeri voidaan lisdtd PCR-primerilisdyksen
yhteydessd tai koska tahansa sen jdlkeen. Midritys voidaan
ndin ollen suorittaa esimerkiksi yKsinkertaisesti lis&&-
mdllsd tutkittava ndyte yhteen reaktioastiaan, jossa on
valmiiksi PCR-primerit, diagnoosiprimeri, tarkoituksenmu-
kaiset nukleosiditrifosfaatit sekd viimemainittuja polyme-
roiva aine. Mik&li m3&ritys suoritetaan mainitulla tavalla
muodostuu alhaisemman molekyylipainon omaavia diagnoosi-
tuotteita, joihin edelld viitattiin, ja ne tuottavat siten
kuviossa 5 esiintyvdt ylimddardiset nauhat.

Kuvio 6 esittdd (el oikessa mittakaavassa) ihmisen
a-l-antitrypsiinigeenid, joka on alalla sangen tunnettu
[Long, G.L. et.al., Biochemistry 23 (1984) 4828-4837],

jolloin esitetd&n mm. eksonien III ja V suhteellinen si-
jainti mainittujen kdsittdessa a-l-antitrypsiinipro-
teiinin mahdollisen S- ja vastaavasti Z-mutaation. Erityi-
sesti kuviossa esitetddn a-l-antitrypsiinigeenin eksoni
I1I, sekd S-variantin asema, jossa variantissa kodoni GAA
on mutatoitunut GTA:ksi, mistd seuraa valiinij&&nnoksen

muodostuminen aminohappojéddnnokseksi 264 glutamiinihappo-
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j48nndksen asemesta. Kétevdsti voidaan kdyttdd primerid

I, jonka sekvenssi on:
5'  CCCACCTTCCCCTCTCTCCAGGCAAATGGG  3'

joka hybridoituu a-l-antitrypsiinigeenin asemiin 7440-
7469, tai sitten primerii II, jonka sekvenssi on:

5'  GGGCCTCAGTCCCAACATGGCTAAGAGGTG 3 II

tal primeris8 ITa (II:een ndhden CT-3'-epdsopivuus), jonka
sekvenssi on:

57 GGGCCTCAGTCCCAACATGGCTAAGAGGTT KN IIa

joista kumpikin on suunniteltu a-l-antitrypsiinigeenin

asemia 7770-7799 varten.
Kuviossa esitet##n lis#dksi a-l-antitrypsiinigeenin

eksoni V, sekd esitet8dn Z-variantti, jossa kodoni GAG on
mutatoitunut AAG:ksi, mistd seuraa lysiinijd&nndksen muo-
dostuminen aminohappojdidnnésasemaan 342 glutamiinihappo-
jadanndksen asemesta. Kidtevidsti voidaan kéyttda primerid

111, jonka sekvenssi on:

5 TGTCCACGTGAGCCTTGCTCGAGGCCTGGG 3! III

joka hybridoituu a-l-antitrypsiinigeenin asemiin 9890-
9919, ja primerid IV, jonka sekvenssi on:

5°¢ GAGACTTGGTATTTTIGTTCAATCATTAAG 3! IV

joka hybridoituu a-l-antitrypsiinigeenin asemiin 10081-
10109. Edells kaytetty emdsnumerointi on l#hteen Biochem.
23 (1984) 4828-4837 mukainen.

Kuviossa 7 esitetddn tulos, Jjoka saatiin visuali-
soitaessa esimerkeissd 1 ja 2 saatu geeli. Vydhyke 1 edus-
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taa eksonin V sis#dlt8vd4 plasmidia pilkottuna AluIl:114;
vybhyke 2 esittdd kokomerkki#, joka on bakteriofagi-0/-
X174-DNA HaelIl:1lla pilkottuna; vybhyke 3 esittdd eksonin
I1I vahvistusta edelld méiritellyn mukaisia primereitd I
ja II k8ytt8en ja eksonin V vahvistusta edells mddritellyn
mukaisia primereitd III ja IV kdyttden samassa reaktio-
seoksessa, jolloin on saatu 360 bp:n ja vastaavasti 220
bp:n tuote. Vydhyke 4 esittids, ettei eksonin III vahvis-
tumista ole tapahtunut k3ytetti#essd edelld mddritellyn
mukaisia primereitd I ja IIa, mutta eksonin V vahvistumi-
nen edelld mi8ritellyn mukaisia primereitd III ja IV kdyt-
tden on tapahtunut. Vydhyke 5 esittidi negatiivista verrok-
kia, jossa l#sni ovat primerit I, II, III ja IV vahvistus-
ta edistdvissd olosuhteissa, mutta genomi-DNA:n puutuessa.

Kuviossa B esitet&#sn vydhykkeind 1-3 esimerkissd 3
saadut tulokset, vydhykkeind 5-8 tulokset, jotka saatiin
kdytettdessd normaaleja diagnoosiprimereitd ja mutantti-
diagnoosiprimereitl, joissa esimerkin 4 mukaisesti ei ol-
lut tapahtunut ep#stabiloitumista, ja vyShykkeend 9 koko-
merkki bakteriofagi-0/-X174. Vybhykkeend 1 esitetdian tu-
los, joka saatiin kayttdm#lld nukleotidisekvenssia:

5" TGGTGATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTT Y

diagnoosiprimerind ja edelld m8#ritellyn mukaista I:ksi
merkittyd oligonukleotidia vahvistusprimerind. Kaytetty
ihmisen genomi-DNA oli per#isin normaalista homotsygootis-
ta, joka omaa normaalin nukleotidin (A) ihmisen a-l-anti-
trypsiinigeenin mahdollisessa S-mutaatiopisteessd. Odotet-
tu 267 bp:n vahvistustuote on selvisti ndhtlvissd. Vydhyk-
keend 2 esitetddn tulos, joka saatiin kdyttadmélld nukleo-
tidisekvenssia:

5'TGGTGATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTA VI
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diagnoosiprimerinid ja edelld madritellyn mukaista I:ksi
merkitty8 oligonukleotidia vahvistusprimerind. Kaytetty
ihmisen genomi~DNA oli per#isin normaalista homotsygootis-
ta, joka omaa normaalin nukleotidin (A) ihmisen a-l-anti-
trypsiinigeenin mahdollisessa S-mutaatiopisteessd. A-A-
epdsopivuuden ldsndollessa ei muodostu 267 bp:n vahvistus-
tuotetta. VyShykkeend 3 esitet#dn verrokkinauha, joka saa-
tiin ihmisen apolipoproteiini-B-geenistd, jolloin kdytetyt

sekvenssit olivat:

AATGAATTTATCAGCCAAAACTTTTACAGG X111
ja
CTCTGGGAGCACAGTACGAAAAACCACTT X1v

Vybhyke 4 on jatetty tyhjaksi.
Vydhykkeend 5 esitetddn tulos, joka saatiin kéyt-
tdm&lla nukleotidisekvenssii

5 'CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACG 3! VII

diagnoosiprimerind esimerkissid 4. Diagnoosiprimeri k&sit-
tdd 3'-pddtynukleotidin (G), joka kykenee muodostamaan
emdsparin normaalin nukleotidin (C) kanssa mahdollisessa
Z-mutaatiopisteessd, ja komplementoi muuten tdysin ndyte-
DNA:ta. Kdytetty ndyte-DNA oli perdisin normaalista homo-
tsygootista, joka omaa normaalin nukleotidin (C) ihmisen
a-l-antitryptiinigeenin mahdollisessa Z-mutaatiopis-
teessd. VyOhykkeend 6 esitetdin tulos, joka saatiin kayt-
tdmdlld nukleotidisekvenssii:

5'CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACA 3! VIII

diagnoosiprimerind esimerkissid 4. Diagnoosiprimeri kdsit-
tda 3'-pddtynukleotidin (A), joka kykenee muodostamaan
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emisparin mutanttinukleotidin (T) kanssa Z-mutaatiopis-
teessd, mutta komplementoi muuten +tdysin ndyte-DNA:ta.
Kidytetty n#yte-DNA oli perdisin normaalista homotsygootis-
ta, joka omaa normaalin nukleotidin (C) ihmisen gq-l-anti-
trypsiinigeenin mahdollisessa Z-mutaatiopisteessi. VyShyk-
keend 7 esitetd#dn tulos, joka saatiin kayttémdlld kaavan
VII mukaista nukleotidisekvenssi# diagnoosiprimerind esi-
merkissd 4. Kiytetty n#yte-DNA oli perdisin ihmisen a-1-
antitrypsiinigeenihdiridén kisittidvdstd homotsygootista,
joka omaa mutanttinukleotidin (T) Z-mutaatiopisteessa.
Vybhykkeend 8 esitet#8n tulos, joka saatiin k8yttamdlla
kaavan VIII mukaista nukleotidisekvenssi8 diagnoosipri-
merind esimerkissd 4. Kiytetty nidyte-DNA oli peréisin ih-
misen a-l-antitrypsiinigeenihdiridn késittédvéstd homotsy-
gootista, joka omaa mutanttinukleotidin (T) Z-mutaatiopis-
teessd. Kokeilssa, joiden tulokset on esitetty vybhykkeind
5-8, kdytettiin kussakin vahvistusprimerid, jonka nukleo-
tidisekvenssi o0li edelld m#sritellyn kaavan IV mukainen.
Voidaan havaita, ett& 150 bp:n vahvistustuotteen tuotanto
el supressoidu tdysin A-C-epédsopivuuden ldsndolon vaikutu-
ksesta (vybhyke 6) ja supressoituu vield vdhemmdn GT-epd-
sopivuuden lidsn#olon vaikutuksesta (vy&hyke 7).

Vybhykkeend 9 esitetddn tulos, joka saatiin visua-
lisoitaessa esimerkiss8 4 saatu geeli. Vyohykkeind 1 ja
14 esitetddn kokomerkki HaeIIIl:lla pilkottu bakteriofagi-
0/-X174-DNA; vybhykkeend 2 esitetddn tulos, joka saatiin
kdyttdmdlls8 nukleotidisekvenssii:

5'CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATAGACG 3! 1X

diagnoosiprimerind nédyte-DNA:ta tutkittaessa, joka omasi
normaalin nukleotidin (C) ihmisen a-l-antitrypsiinigeenin
mahdollisessa Z-mutaatiopisteessd (ndyte-DNA perdisin nor-
maalista homotsygootista). Diagnoosiprimeri k&sitt&d tar-
koituksellisen muutoksen (alleviivattu sekvenssissd IX;
C:n asemesta A) viidentend nukleotidina 3'-pdddystd lu-
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kien, mutta 3'-p#itynukleotidin (G), joka kykenee muodos-
tamaan emésparin mahdollisessa Z-mutaatiopisteessd gijait-
sevan normaalin nukleotidin (C) kanssa. Vybhykkeend 3 esi-
tetddn tulos, joka saatiin k8ytt#m#dlls nukleotidisekvens-

sid:
5'CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATAGACA 3' X

diagnoosiprimerin# tutkittaessa n#yte-DNA:ta, joka omasi
normaalin nukleotidin (C) mahdollisessa Z-mutaatiopistees-
s8 (ndyte-DNA per#isin normaalista homotsygootista). Diag-
noosiprimeri k&sittid4 tarkoituksellisen muutoksen (alle-
viivattu sekvenssiss#d X; C:n asemesta A) viidentend nuk-
leotidina 3'-p#idystd lukien, ja 3'-p#sdtynukleotidin (A),
joka kykenee muodostamaan emdsparin mahdollisessa Z-mutaa-
tiopisteessd sijaitsevan mutanttinukleotidin (T) kanssa;
vythykkeend 4 esitetdin tulos, joka saatiin kdyttdmdlla
nukleotidisekvenssii IX (edelld mddritellyn mukainen sek-
venssi) diagnoosiprimerinid tutkittaessa Z-mutaation suh-
teen heterotsygootista per#isin olevaa niyte-DNA:ta, joka
siten kidsitti geneettisen# hdiri®énd ihmisen a-l-antitryp-
siinivajauden; vythykkeend 5 esitetdin tulos, joka saatiin
kdyttimdlld nukleotidisekvenssiid X (edelld mddritellyn
mukainen sekvenssi) diagnoosiprimerind tutkittaessa Z-mu-
taation suhteen heterotsygootista perdisin olevaa ndyte-
DNA:ta, Jjoka siten k#&sitti geneettisend h&iri®n# ihmisen
a-l-antitrypsiinivajauden; vybhykkeend 6 esitetdln tulos,
joka saatiin k3yttdm#ll3 nukleotidisekvenssii IX (edelli
mddritellyn mukainen sekvenssi) diagnoosiprimering tutkit-
taessa homotsygootista per8isin olevaa ndyte-DNA:ta, joka
kdsitti genecettisend hidiridna ihmisen a-l-anti-
trypsiinivajauden; vythykkeend 7 esitetddn tulos, joka
saatiin kdyttém&ll8 nukleotidisekvenssid X (edelld mddri-
tellyn mukainen sekvenssi) diagnoosiprimerind tutkittaessa
homotsygootista perdisin olevaa n#yte-DNA:ta, joka kadsitti
geneettisend hdiri6nd ihmisen a-l-antitrypsiinivajauden.
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VyShykkeend 8 esitetdsn tulos, joka saatiin kdyt-
t8mill4 nukleotidisekvenssia:

5'CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGCCG 3 XI

diagnoosiprimerina tutkittaessa ndyte-DNA:ta, joka omasi
normaalin nukleotidin (C) ihmisen a-l-antitrypsiinigeenin
mahdollisessa Z-mutaatiopisteessd (ndyte-DNA perdisin nor-
maalista homotsygootista). Diagnoosiprimeri kdsittdd tar-
koituksellisen muutoksen (alleviivattu sekvenssissd XI;
A:n asemesta C) kolmantena nukleotidina 3'-pdadystd lu-
kien, mutta 3'-pa#tynukleotidin (G), joka kykenee muodos-
tamaan em#dsparin mahdollisessa Z-mutaatiopisteess8 sijait-
sevan normaalin nukleotidin (C) kanssa; vyOhykkeend 9 esi-
tetdln tulos, joka saatiin kdyttdmdlld nukleotidisekvens-

sid:
5' CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGCCA 3! XII

diagnoosiprimerind tutkittaessa ndyte-DNA:ta, Joka omasi
normaalin nukleotidin (C) mahdollisessa Z-mutaatiopistees-
s8 (ndyte-DNA per#isin normaalista homotsygootista). Diag-
noosiprimeri k#&sittdi tarkoituksellisen muutoksen (alle-
viivattu sekvenssissd XII; A:n asemesta C) kolmantena nuk-
leotidina 3'-p#ddystd lukien, ja 3'-padtynukleotidin (A),
joka kykenee muodostamaan emésparin mahdollisessa Z-mutaa-
tiopisteessd sijaitsevan mutanttinukleotidin (T) kanssa;
vybhykkeend 10 esitetiddn tulos, joka saatiin kidyttdm&lla
nukleotidisekvenssid XI (edelld m&dritellyn mukainen sek-
venssi) diagnoosiprimerind tutkittaessa Z-mutaation suh-
teen heterotsygootista perdisin olevaa nayte-DNA:ta, joka
siten kdsitti geneettisend hdiriéni ihmisen a-l-antitryp-
siinivajauden; vydhykkeend 11 esitetd8n tulos, joka saa-
tiin kdytt&mdll3 nukleotidisekvenssid XII (edelld mddri-
tellyn mukainen sekvenssi) diagnoosiprimerind tutkittaessa
Z-mutaation suhteen heterotsygootista perdisin olevaa ndy-
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te-DNA:ta, joka siten k#sitti geneettisend hdirifnd ihmi-
sen a-l-antitrypsiinivajauden. VyShykkeen#d 12 esitetdan
tulos, joka saatiin kiaytt#m#lld nukleotidisekvenssid XI
(edelld misritellyn mukainen sekvenssi) diagnoosiprimerina
tutkittaessa homotsygootista per8isin olevaa ndyte-DNA:ta,
joka k#sitti geneettisen# h#iridn4 ihmisen a-l-anti-
trypsiinivajauden. Vythykkeenid 13 esitet#8n tulos, joka
saatiin kayttdm#lls nukleotidisekvenssid XII (edella mdd-
ritellyn mukainen sekvenssi) diagnoosiprimerind tutkit-
taessa homotsygootista perdisin olevaa ndyte-DNA:ta, joka
kdsitti geneettisenad hdiridni ihmisen a-l-anti-
trypsiinivajauden.

Vybhykkein# 2-13 esitettyjd tuloksia muodostettaes-
sa kdytettiin kussakin tapauksesa kaavan IV mukaista nuk-
leotidisekvenssia vahvistusprimerinsd, jolloin verrokkina

kdytettiin nukleotidisekvensseja, joiden kaavat olivat
XIII:

AATGAATTTATCAGCCAAAACTTTTACAGG XIII

CTCTGGGAGCACAGTACCAAAAACCACTT XIV.

Verrokkia vastaavat nauhat on kuviossa 9 merkitty C:l1&
ja ne edustavat 510 bp:n vahvistustuotetta ihmisen apoli-
poproteiini-B~-geenin eksonista 26.

Kuviossa 10 esitell#idn kasettiplasmidijdrjestelmdn
kdyttdd. Plasmidia pAT153, joka k#sittéd antibioottiresis-
tenssin ampisilliinille (Ap®) ja tetrasykliinille (Tc')
tuottavat alueet sekd EcoRI-, BamHI- ja SallI-restriktio-
keskukset, pilkotaan EcoRI:114 ja BamHI:11ld. Synteettinen
kasetti, joka k#sittidi epdsopivan nukleotidin (keskelld)
sisdltdvdn DNA-dupleksin sekd normaalin sekvenssin etta
varianttisekvenssin samanaikaisen l&sn#olon johdosta, 1li-

gatoidaan T4-DNA-ligaasia k#yttden plasmidi-is#nt#d8n esi-
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tetyn mukaisesti. Sitten plasmidi replikoidaan ja repli-
koitumistuotteet seulotaan esitetyn mukaisesti.

Jirjestelmds selostetaan yksityiskohtailsemmin seu-
raavasti: valmistettiin synteettisi# DNA-kasetteja, joista
kukin sis#lsl kaksi EcoRI- ja BamHI-restriktiopdadyt ka-
sittdvas toisiinsa juotettua 65-meerisekvenssid, keskim-
mdisen emdsparin ollessa varianttinukleotidin l8sndolosta
johtuen ep8sopiva. N&m#d Kasetit vietiin pAT153-plasmidi-
isdntiin edelld kuvatun mukaisesti, mink# j#lkeen suori-
tettiin transformointi, tetrasykliinille herkdt kloonit
eristettiin ja niistd uutettiin plasmidi-DNA. Saaduilla
plasmidiuutteilla suoritettiin sitten sekund&édritransfor-
mointi kloonien saamiseksi, jotka sisdltdisivdt joko nor-
maalin insertin tai variantti-insertin. Sen varmistamisek-
si, ettd kloonit sisdlsivdt joko tédydellisen normaalisek-
venssin tai t#dydellisen mutanttisekvenssin, noin 2 pg:td
kutakin denaturoitiin natriumhydroksilla ja sekven%soitiin
sitten k#yttden T4-DNA-polymeraasia (Sequenase, US Bio-
chemicals) ja 32P-paatyleimattua primerid. Kun oli l1dydet-
ty ainakin yksi kumpaakin tyyppi8 edustava, joko normaa-
li- tai varianttimuoto, kummankin tyypin edustavaa yksiléa
lisddnnytettiin runsaasti, plasmidi-DNA uutettiin eroon
ja puhdistettiin k&ytt8en seesiumkloridigradienttia. Sit-
ten kasetteja pilkottiin S$alI:113, suoritettiin fenoli-
livos/kloroformiuutto, saostettiin DNA ja pestiin se 70-
%:1isella etanolilla. T&4118in kasetit olivat valmiita kiy-
tettdviksi, esimerkiksi polymeraasiketjureaktioissa eri
oligonukleotidien herkkyyden ja spesifisyyden masrittémi-
seksi.

Kuviossa 11 havainnollistetaan keksinnén viidettd
suoritusmuotoa (lineaarinen vahvistaminen). Kuvio-osassa
a) esitetddn normaaligenomista perdisin oleva DNA-sekvens-
si sekd kaksi diagnoosiprimerid, joista toinen komplemen-
toi 3'-pdddyssd¥n normaaligenomista perdisin olevaa DNA-
sekvenssid jdlkimmdisen omatessa 3'-pdddyssd8n oletettua
varianttinukleotidia komplementoivan nukleotidin. Kuvio-
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osassa b) esitetdidn variantin kdsittdvista genomista pe-
rdisin oleva DNA-sekvenssi sek# samat kaksi diagnoosipri-
meris. Saatettaessa kumpi +tahansa genomi-DNA-sekvenssi
kosketuksiin kyseisten primerien kanssa komplementoivan
hybridisaation sallivissa olosuhteissa tapahtuu hybridisa-
atio molemmissa tapauksissa. Kaikkien neljin nukleosidi-
trifosfaatin lisd8minen primerilaajennuksen sallivissa
olosuhteissa johtaa laajennustuotteeseen tapauksessa a)
vain normaalisekvenssin omaavasta primerist#d ja tapaukses-
sa b) vain varianttisekvenssiprimerist8, jolloin esiintyva
eplsopivuus estdd kummassakin tapauksessa laajennustuot-
teen muodostumisen toisesta primeristd. Lisdksi, kuten
esitetty kuvio-osassa c), lisittiessi neljln asemesta vain
kolme, tai alle kolme, tarkoituksenmukaista nukleosiditri-
fosfaattia laajennustuotteen muodostus muutoin sopivasta
primeristd pysdhtyy tietyss# valheessa (yhden tal useam-
man) tarkoituksenmukaisen nukleosiditrifosfaatin puuttues-
sa.

Kuviossa B esitet88n tulokset, jotka saatiin visua-
lisoitaessa esimerkissd 5 saatu geeli.

Vybhykkeet 1 ja 2 vastaavat normaalista homotsygoo-
tista (MM) perdisin olevaa DNA:ta, vybhykkeet 3 ja 4 hete-
rotsygootista (MS) per#isin olevaa DNA:ta ja vyOhykkeet 5
ja 6 varilanttihomotsygootti- (SS) DNA:ta. Vy®Ohykkeet 1,
3 ja 5 antaneita tuloksia muodostettaessa k8ytettiin oli-
gonukleotidia XXII (normaali), ja vybhykkeet 2, 4 ja 6
antaneita tuloksia muodostettaessa kdytettiin oligonukleo-
tidia XXI (variantti). Kuten oli ennustettavissa oligonuk-
leotidilaajennusta ei tapahtunut vythykkeitd 2 ja 5 vas-
taavissa kokeissa. Todetut tuotenauhat on merkitty nuoli-
merkein.

Kuviossa 13 esitetdin tulokset, jotka saatiin wvi-
sualisoitaessa esimerkissd 6 saatu geeli.

R&8rimmdiseny vasemmalla oleva vybhyke esitt## koko-
merkkejd, joita k#ytettiin saatujen tuotteiden koon var-
mistamiseksi. Vythykkeet 1 ja 2 vastaavat normaalista ho-
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motsygootista (MM) perdisin olevaa DNA:ta, vy&hykkeet 3
ja 4 heterotsygootista (MZ) per#disin olevaa DNA:ta ja vyo6-
hykkeet 5 ja 6 varianttihomotsygootista (ZZ) perdisin ole-
vaa DNA:ta. Vy®hykkeet 1, 3 ja 5 antaneita tuloksia muo-
dostettaessa k#ytettiin primereits8 XIX ja XI: vydhykkeet
2, 4 ja 6 antaneita tuloksia muodostettaessa kdytettiin
primereitd XII ja XX. Kuten oli ennustettavissa oligonuk-
leotidilaajennusta ei tapahtunut vydhykkeitd 2 ja 5 vas-
taavissa kokeissa. Todetut tuotenauhat on merkitty nuoli-
merkein.

A a-l-antitrypsiini-S-geenipaikan (eksoni III) sek-

venssi
Pienemm#113 kirjasinlajilla esitetyt emdkset edus-

tavat kyseisen geenipaikan normaalisekvenssid. Primerisek-
vensseissd alleviivatut emikset osoittavat primerien epd-
stabiloimiseksi tarkoituksellisesti insertoidun epdsopi-
vuuden. Koordinaatit on esitetty Longin et.al., Biochem-

istry 23 (1984) 4828-4837, mukaan.

5' GCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGGT XXI
5' GCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGGA XXII

5' CTTCCTGCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGGa

3' GAAGGACGGACTACTCCCCTTTGATGTCSTGGACCt
!
7642

7718

|
aAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAA 3
tTTTACTTGAGTGGGTGCTATAGTAGTGGTTCAAGGACCTTT 5°'

TTTTACTTGAGTGGGTGCTATAGTAGTGGT 5' XXIII
ATTTACTTGAGTGGGTGCTATAGTAGTGGT 5' XXIV
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CACACCTCTTAGCCATGTTGGGACTCAGGCCCATCAGGACTGGC 3!

GTGTGGAGAATCGGTACAACCCTGACTCCGGGTAGTCCTGACCG 5
’ !

7811

GTGGAGAATCGGTACAACCCTGACTCCGGG 5'
TTGGAGAATCGGTACAACCCTGACTCCGGG 5'

a-l-antitrypsiini-Z-geenipaikan (eksoni V) sek-

venssi
Pienemm#l1l3 kirjasinlajilla esitetyt emdkset edus-

tavat kyseisen geenipaikan normaalisekvenssii. Primerisek-
Zvensseissa alleviivatut em#kset osoittavat primerien epd-

stabiloimiseksi tarkoituksellisesti' insertoidun epésopi-

vuuden.

5' CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCCTCGACA XVI
5' CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCCTCGACG XV
5' CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATAGACA X

5' CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATAGACG IX
5" CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGCCA XII
5' CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGCCG XI
5' CCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACA VIII
5! CCGTGCATAAGGCTGTGCTGA&CATCGACG VII

53' TCCAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACE
3' AGGTCCGGCACGTATTCCGACACGACTGGTAGCTGe
|
9954

10030
|

gAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCC 3!
cTCTTTCCCTGACTTCGACGACCCCGGTACAAAAATCTCCGG 5'
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CTCTTTCCCTGACTTCGACGACCCCGGTAC 5' XVII
TTCTTTCCCTGACTTCGACGACCCCGGTAC 5' XVIII
CTCATTCCCTGACTTCGACGACCCCGGTAC 5' XIX
TTCATTCCCTGACTTCGACGACCCCGGTAC 5' XX

Seuraavat esimerkit havainnollistavat kyseistd kek-
sintdd sit# rajoittamatta. Ellei toisin mainittu esimer-
keissd on k#ytetty eri materiaaleja seuraavat mddrdt tai
pitoisuudet:

substraatti-DNA: 1 ug ihmisen genomi-DNA:ta;

oligonukleotidit: 100 pmol kutakin tarkoituksenmu-

kaista oligonukleotidia;
deoksinukleosiditrifosfaatit: kutakin 1,5 mM lop-
pupitoisuutena;
puskuri (loppupitoisuus reaktioseoksessa):

67 mM Tris (pH 8,8 /HCl)

16,6 mM ammoniumsulfaatti

6,7 mM magnesiumkloridi

10 mM B-merkaptoetanoli

6,7 yM EDTA

panostuspuskuri:

35 % Ficoll 70 (Ficoll 70 on synteettinen
polymeeri, joka on valmistettu kopolymeroimalla sakkaroo-
sia ja epikloorihydriinid; kopolymeerin keskimddriinen
molekyylipaino on 70 000; valmistaja Pharmacia)

200 mM Tris-asetaatti

100 mM natriumasetaatti

5 mM EDTA

0,2 % bromifenolisininenkokomerkit: bak-
teriofagi-0/-X174-DNA, jota pilkottu HaeIII:1lla; nauhakoot
emdspareina ovat: 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271,
234, 194, 118 ja 72.

Esimerkki 1
1 pg ihmisen genomi-DNA:ta, 100 pmol kutakin edelld
mddritellyn mukaista oligonukleotidia I, II, III ja 1V,




10

15

20

25

30

35

60

1,5 mM:n loppupitoisuus kutakin neljdd deoksinukleosidi-
trifosfaattia sekd puskuria, joka kdsitti edelld esitetyn
mukaiset loppupitoisuusdet, sekoitettiin kesken&dn kier-
rekorkilla varustetussa 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkessa,
minkd j&dlkeen tilavuus sd&dettiin 100 pl:ksi lisddmalla
steriloitua tislattua vettd. Putki suljettiin, minkd jil-
keen se sijoitettiin kiehuvaan vesihauteeseen 5 minuutik-
si. Reaktio kaynnistettiin lis&&m&lld 1 pl Tag-polymeraa-
sia yhtd entsyymiyksikkod vastaava mddra (Anglian Biotech
-erd 3, jota laimennettiin edelld esitetylld puskurilla
pitoisuuteen 1 yksikk&/pl). Putken sisdltdd inkuboitiin
58°C:ssa 4 minuutin ajan ja sitten 91°C:ssa 2 minuutin
ajan. Putken sisalts jashdytettiin, minka jdlkeen 58°C/-
Qloc-kuumennus/jééhdytys-menettely toistettiin wvield 5
kertaa, mink& jédlkeen lisdttiin vield 1 yksikkd entsyymid
(kuten edelld). Putken sisdlto jasahdytettiin, minkd jal-
keen 58°C/91oc—kuumennus/jaéhdytys-menettely toistettiin
vield 6 kertaa, minkd j&lkeen lisdttiin vield 1 yksikkd
entsyymid (kuten edelld). Putken sisdltd jadhdytettiin,
minkd jadlkeen edeltdvd kuumennus/jddhdytys-menettely
toistettiin vield 6 kertaa, minkd j&dlkeen putken sis&ltd
jadahdytettiin, lisdttiin vield 1 yksikkO entsyymid (kuten
edelld) ja kuumennus/jaddhdytys-menettely toistettiin vield
5 kertaa, putken sisdltd jadhdytettiin ja lis&ttiin vield
1 yksikkd entsyymid (kuten edelld), minkd j&lkeen kuumen-
nus/jddhdytys-menettely toistettiin vield 2 kertaa, putken
sisdltd jaddhdytettiin ja lisdttiin vield 1 yksikkd entsyy-
mid (kuten edelld). Kun edeltdvd oli suoritettu, inkuboi-
tiin 58°C:ssa 20 minuutin ajan.

Vahvistustuotteet todettiin yhdist&dmalla 15 pl
edeltdvadd reaktioseosta ja erillinen 5 upul:n erd geelipa-
nostuspuskuria keskenddn ja suorittamalla elektroforeesi-
ajo agaroosigeelissd (3-%-nen NuSieve-tuote), joka sisalsi
etidiumbromidia (2 ug/ml). Elektroforeesi-ajo suoritettiin
kokomerkkien l&sn8ollessa, jotta voitiin varmistua vahvis-

tustuotteiden halutun mukaisesta koosta. Geeli visualisoi-
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tiin lédpivalaisulaitteessa (300 nm:n aallonpituus) ja
otettiin polaroid-valokuva. Témin visualisoinnin tulos on
esitettu kuvion 7 vybhykkeend 3. Tdten vy®dhykkeessd 3 ndh-
ddidn eksonin III vahvistuminen edelld m&adritellyn mukai-
silla primereilld I ja II, jolloin on muodostunut 360 bp:n
tuote, sekd eksonin V vahvistuminen edelld méaritellyn
mukaisilla primereilla III ja IV, jolloin on muodostunut
220 bp:n tuote.

Esimerkki 2
Toistettiin esimerkki 1, jolloin kuitenkin primeri

II korvattiin edelld mdidritellyn mukaisella primerilla

IIa. Tulos, joka saatiin visualisoitaessa téssd esimer-
kissd saatu geeli, on esitetty kuvion 7 vydhykkeend 4.
Voidaan todeta, ettd eksonista III ei ole muodostunut vah-
vistustuotetta kaytettidessd edelld middritellyn mukaisia
primereitd I ja IIa, mutta ettd eksoni V on vahvistunut
edellda maidritellyn mukaisilla primereilld III ja IV, jol-
loin on muodostunut sama 220 bp:n vahvistustuote kuin esi-
merkissa 1.

Esimerkin 2 tulos osoittaa tédten, ettd epdsopivuus
oligonukleotidiprimerin 3'-pdiddyssd estdd polymeraasiak-
tiivisuuden k&ynnistymisen tai ainakin oleellisesti inhi-
boi sité&.

Esimerkki 3

Ihmisen a-l-antitrypsiinin S-alleeli

1 pg ihmisen genomi-DNA:ta, 100 pmol kutakin alla

mddritellyn mukaista oligonukleotidia, 1,5 mM:n loppupi-
toisuus kutakin neljad deoksinukleosiditrifosfaattia seka
puskuria, joka késitti edelld esitetyn mukaiset loppupi-
toisuusdet, sekoitettiin keskendédn kierrekorkilla varus-
tetussa 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkessa, minkd jdlkeen
tilavuus sdddettiin 100 pl:ksi lis&8m&lla steriloitua tis-
lattua vettd. Putki suljettiin, minkd jdlkeen se sijoitet-
tiin kiehuvaan vesihauteeseen 5 minuutiksi. Reaktio k&yn-
nistettiin lis&&m&lla 1 pl Taqg-polymeraasia yhtd entsyymi-
yksikkod vastaava mddrd (Anglian Biotech -erd@ 3, jota lai-
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mennettiin edelld esitetylld puskurilla pitoisuuteen 1
yksikks/ul). Putken sis#lt®4 inkuboitiin 58°C:ssa 4 minuu-
tin ajan ja sitten 91°C:ssa 2 minuutin ajan. Putken sisdl-
t® j#4hdytettiin, mink# jalkeen 58°C/91°C-kuumennus/jash-
dytys-menettely toistettiin vield 5 kertaa, minkd jdlkeen
lisdttiin vield 1 yksikkd entsyymid (kuten edelld). Putken
sisdlt®é jashdytettiin, mink& jalkeen 58°C/91°C-kuumennus/-
jddhdytys-menettely toistettiin vield 6 kertaa, minkd jal-
keen lisdttiin vield# 1 yvksikk®é entsyymid (kuten edelld).
Putken sis#dltd jddhdytettiin, minkd8 jdlkeen edeltdva kuu-
mennus/jddhdytys-menettely toistettiin vield 6 kertaa,
minkd jdlkeen putken sisdltd jddhdytettiin, lisdttiin vie-
14 1 yksikkd entsyymis (kuten edell#d) ja kuumennus/jadhdy-
tys-menettely toistettiin vield 5 kertaa, putken sisdltd
jddhdytettiin ja lis#ttiin vield 1 yksikkd entsyymid (ku-
ten edelld), mink4 jidlkeen kuumennus/jdi#hdytys-menettely
toistettiin vield 2 kertaa, putken sisdltd jsdhdytettiin
ja lis8ttiin vield 1 yksikkd entsyymid (kuten edelld). Kun
edeltdvd oli suoritettu, inkuboitiin 58°C:ssa 20 minuutin
ajan.

Edeltdvin menettelyprotokollan mukaan suoritettiin
seuraavat kokeet:

a) kaytetyt oligonukleotidit olivat

5 'TGGTGATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTT \

sekd edelld midritellyn mukainen, I:ksi nimetty oligonuk-
leotidi. Kdytetty ihmisen genomi-DNA oli per#isin normaa-
lista homotsygootista, joka ei k&#sittdnyt ihmisen a-l-an-
tirypsiini-geenihdirititd; ja

b) k#ytetyt oligonukleotidit olivat

TGGTGATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTA VI

sekd edelld md8ritellyn mukainen, I:ksi nimetty oligonuk-
leotidi. Kdytetty ihmisen genomi-DNA oli per#isin normaa-
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lista homotsygootista, joka ei késittdnyt ihmisen a-l-an-
tirypsiini-geenihdiri6ta.

Vahvigtustuotteet todettiin yhdistadmdlld 15 pl
edeltadvdd reaktioseosta ja erillinen 5 pl:n erd geelipa-
nostuspuskuria kesken&ddn ja suorittamalla elektroforeesi-
ajo agaroosigeelissid (3-%-nen NuSieve-tuote), joka sisdlsi
etidiumbromidia (2 pg/ml). Elektroforeesi-ajo suoritettiin
kokomerkkien (kuvion 8 vydhyke 9) ldsndollessa, jotta voi-
tiin varmistua vahvistustuotteiden halutun mukaisesta
koosta. Geeli visualisoitiin l&pivalaisulaitteessa (300
nm:n aallonpituus) ja otettiin polaroid-valokuva. Tdman
visualisoinnin tulos on esitettu kuvion 8 vydhykkeind 1
ja 2. Taten vybhykkeestd 1 n&hddsdn, ettd vahvistuminen
tapahtuu kdytettiessd kaavan V mukaista nukleotidisekvens-
sid, joka k&sittdd vastaavaa nukleotidia nédyte-DNA:n mah-
dollisessa S-mutaatiopisteessd komplementoivan 3'-padty-
nukleotidin, ja saadaan 267 bp:n vahvistustuote. Vy&hyk-
keestd 2 ndhddén, ettd vahvistumista ei tapahdu, jos diag-
noosiprimerin 3'-pddtyyn muodostuu epdsopivuus, jolloin
tassd tapauksessa kadytetty diagnoosiprimeri kdsittdd 3'-
pddatynddn nukleotidin (A), joka on epdsopiva normaalista
homotsygootista perdisin olevan ndyte-DNA:n mahdollisen
S-mutaatiopisteen nukleotidiin (A) ndhden.

Esimerkki 4

Z=Alleeli

1l pg ihmisen genomi-DNA:ta, 100 pmol kutakin alla

mddritellyn mukaista oligonukleotidia, 1,5 mM:n loppupi-
toisuus kutakin nelj#di deoksinukleosiditrifosfaattia seka
puskuria, joka kadsitti edelld esitetyn mukaiset loppupi-
toisuusdet, sekoitettiin keskendidn kierrekorkilla varus-
tetussa 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkessa, minkd j&dlkeen
tilavuus sdddettiin 100 pl:ksi l1isd&mdlld steriloitua tis-
lattua vettd. Putki suljettiin, minkd jdlkeen se sijoitet-
tiin kiehuvaan vesihauteeseen 5 minuutiksi. Reaktio kdyn-
nistettiin lisd8mdlld 1 pl Taq-polymeraasia yhtd entsyymi-

vksikkdd vastaava mddrd (Anglian Biotech -erd 9, jota lai-
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mennettiin edelld esitetyllda puskurilla pitoisuuteen 0,5
yksikk&d/pl). Putken sis#ltdd inkuboitiin 60°C:ssa 4 mi-
nuutin ajan ja sitten 91°:ssa 2 minuutin ajan. Putken
sisaltd jashdytettiin, minka jélkeen 60°C/91°C-kuumennus/-
jadhdytys-menettely toistettiin vield 5 kertaa, minkd j&l-
keen lisdttiin vield 0,5 yksikkdid entsyymid (kuten edel-

14). Putken sisiltd jashdytettiin, minkd jalkeen 60°C/-
91°C—kuumennus/jééhdytys—menettely toistettiin vield 6
kertaa, minkd j&lkeen lisdttiin vield 0,5 yksikkod entsyy-
mid (kuten edelld). Putken sisdltd jaddhdytettiin, minka
jdlkeen edeltdva kuumennus/jdadhdytys-menettely toistettiin
vield 6 kertaa, minkd jdlkeen putken sis&dltd jadhdytet-
tiin, lisdttiin vield 0,5 yksikkod& entsyymid (kuten edel-
14) ja kuumennus/jashdytys-menettely toistettiin vield 5
kertaa, putken sis&ltd jd&hdytettiin ja lisdttiin vield
0,5 yksikkd entsyymid (kuten edelld), minki jalkeen kuu-~
mennus/j8dhdytys-menettely toistettiin wvield 3 kertaa,
putken sis8ltd jadhdytettiin ja lisadttiin vield 0,5 yksik-
k6d entsyymid (kuten edelld). Kun edeltdvd oli suoritettu,
inkuboitiin 60°C:ssa 20 minuutin ajan.

Seuraavat kokeet suoritettiin edeltdvdn menettely-
protokollan mukaan:

a) kdytettiin edelld mdsdritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja IX ja IV sekd normaalista homotsygootista perdi-
sin olevaa ihmisen genomi-DNA:ta, joka ei kdsitta&nyt ih-
misen a-l-antitrypsiinigeenih&iriota;

b) kdytettiin edelld médritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja X ja IV sekd normaalista homotsygootista perdi-
sin olevaa ihmisen genomi-DNA:ta, joka ei kasittdnyt ih-
misen a-l-antitrypsiinigeenih&iridti;

c) kdytettiin edelléd mddritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja IX ja IV sekd ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
perdisin ihmisen a-l-antitrypsiini-Z-alleelin kdsittivasta
heterotsygootista;

d) kdytettiin edelld mddritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja X ja IV sekd ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
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perdisin ihmisen a-l-antitrypsiini-Z-alleelin kdsittavasta
heterotsygootista;

e) kdytettiin edelld madritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja IX ja IV sekd& ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
perdisin a-l-antitrypsiinigeenihdirion kéasittdvastd homo-
tsygootista (Z2);

f) kdytettiin edelld mddritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja X ja 1V sekd ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
perdisin a-l-antitrypsiinigeenihdiridn kdsittdvistd homo-
tsygootista (zz);

g) kdytettiin edelld md&ritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja XI ja IV sekd ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
perdisin normaalista homotsygootista, joka ei k&sittényt
ihmisen a-l-antitrypsiinigeenih&iridta;

h) kaytettiin edelld maadritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja XII ja IV sekd ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
perdisin normaalista homotsygootista, joka ei kasittanyt
ihmisen a-l-antitrypsiinigeenihdiri6ta;

i) kéyteftiin edelld méddritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja XI ja IV sekd ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
perdisin ihmisen a-l-antitrypsiini-Z-alleelin késittdvastd
heterotsygootista;

J) kéytettiin edells mddritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja XII ja IV sekd ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
perdisin ihmisen a-l-antitrypsiini-Z-alleelin kdsittédvasta
heterotsygootista;

k) kdytettiin edelld mddritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja XI ja IV sekd ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
perdisin a-l-antitrypsiinigeenihdiritdn k&sittavastd homo-
tsygootista (22);

1) ké@ytettiin edelld madritellyn mukaisia oligonuk-
leotideja XII ja IV sekd ihmisen genomi-DNA:ta, joka oli
perdisin a-l-antitrypsiinigeenihdiritn k&sittdvastd homo-
tsygootista (zZZ);

Kussakin kokeessa kdytettiin vahvistusverrokkeina

kaavojen XIII ja XIV mukaisia nukleotidisekvensseja.
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Vahvistustuotteet todettiin yhdistdmdlla 15 pul
kutakin reaktioseosta ja erillinen 5 pl:n erd geelipanos-
tuspuskuria keskenddn ja suorittamalla elektroforeesi-ajo
1l,4-%:isessa agaroosigeelissd, joka sisdlsi etidiumbromi-
dia (0,5 pg/ml). Elektroforeesi-ajo suoritettiin edella
mddritellyn mukaisten kokomerkkien 1l&sndollessa, jotta
voitiin varmistua vahvistustuotteiden halutun mukaisesta
koosta. Geeli wvisualisoitiin 1lédpivalaisulaitteessa (300
nm:n aallonpituus) ja otettiin polaroid-valokuva. Taman
visualisoinnin tulos on esitettu kuvion 9 vydhykkeind 2-13
vydhykkeiden 1 ja 14 edustaessa kokomerkkien antamia nau-
hoja. T&ten vyShykkeistd 2-7 ndhddsn, ettd diagnoosiprime-
rin epdstabilisointi muuttamalla 5. nukleotidia 3'-p&&dys-
td lukien ei tlysin riitd tekemddn primeristd kelvollista
erottamaan normaali- ja mutantti-DNA-ndyte toisistaan Kkdy-
tetyissd reaktio-olosuhteissa. Vybhykkeistd 8-13 ndhdaan
kuitenkin, ettd muuttamalla diagnoosiprimerin 3. nukleoti-
dia 3'-pdadysté& lukien primeri saadaan erottamaan normaa-
li- ja mutantti-DNA-ndyte toisistaan, jolloin sitd voidaan
kdyttdd diagnosoitaessa normaaleja homotsygootteja, hete-
rotsygootteja (kantajia) tai ihmisen a-l-antitrypsiinigee-
nihdiridn k&sittdviad ZZ-homotsygootteja.

Tdmdn esimerkin edelld selostetut kokeet suoritet-
tiin myds kdyttden diagnoosiprimerisd, jossa ei ollut suo-
ritettu ylimddrdisid epdstabiloivia nukleotidimuutoksia,
jolloin 7. nukleotidia 3'-p&#dystd lukien oli muutettu (A
C:ksi) epdstabiilisuuden aikaansaamiseksi. Missddn koe-
muunnoksessa diagnoosiprimeri ei ollut tdysin kelvollinen
erottamaan normaali- ja mutantti-DNA-ndytettd toisistaan,
mikd asiaintila ilmenee kuviosta 8, vyohykkeet 5-8 ja joh-
tuu siitd, ettd diagnoosiprimeri ei késittdnyt ylimddrdi-
sid nukleotidimuutoksia.

Esimerkki 5

Primereind kdytettiin oligonukleotideja XXII (nor-
maali) ja XXI (variantti). Tdssd esimerkissd dNTP-seosta
A + G + T kayttdmalla saadaan 7 emdsparilla laajentunut
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primeri, kunnes tarvittaisiin C-nukleotiditrifosfaattia.
Ndiden oligonukleotidien sulamispisteeksi (Tm) laskettiin
94°C kaavasta Tm = 4(G+C) ja 2(A+T), mutta tdman arvellaan
pdtevdn vain oligonukleotideille 23-meerisekvenssiin asti,
joten Tm-arvoksi valittiin edullisesti 75°C.
Oligonukleotidien (8 pmol kutakin) 5'-pdddyn hyd-
roksyyliryhméd leimattiin kayttden dazPuATP:té (Amersham,
2 pCi) T4-polynukleotidikinaasia (4 yksikkod) sekd 80 pl
reaktiotilavuutta, joka k&sitti pitoisuudet 5 mM Tris-Cl,
pH 7,6, 10 mM MgClz, 5 mM DTT, 100 pM spermidiini ja 100
BEM EDTA. Kinaasireaktio suoritettiin 37°C:ssa 20 minuuttia
kestavdnd, minkd jdlkeen oligonukleotidileimauksen onnis-
tuminen tarkastettiin suorittamalla elektroforeesi-ajo 15-
$:isessa polyakryyliamidi-denaturointigeelissd/8 M urea
(esiajo 1 tunti, 500 V, pasajo 4 tuntia, 800 V).
Kédytettiin kahta plasmidia, joista toinen sisdlsi
ihmisen a-l-antitrypsiinigeenin III-eksonin S-geenipaikas-
sa normaalin sekvenssin (MM) ja jadlkimmdinen varianttiho-
motsygoottia (8S) wvastaavan varianttisekvenssin. Valmis-
tettiin 6 koeputkea, joista jokaisen sisdlt® vastasi yhta
kyseeseen tulevaa DNA-tyyppi&d. Homotsygoottityypeille kay-
tettiin 1 fmol tarkoituksenmukaista plasmidia, kun taas
heterotsygooteille k&aytettiin 0,5 fmol kutakin kahta plas-
midia. Kuhunkin koeputkeen muodostettiin 200-kertainen
ylim8&rd leimattua oligonukleotidia lis&d&m&lld 200 fmol
(2 pl leimattua liuosta) joko normaali- (XXII-) tai va-
riantti- (XXI-) oligonukleotidia kunkin DNA-tyypin kohdal-
la. Kukin koeputki sisdlsi tarvittavia 3 dNTP:t&, A:ta,
G:td ja T:td8 (Pharmacia) kunkin loppupitoisuutena 5 mM
kohti kutakin 20 pl:n reaktiotilavuutta, joka kdsitti pi-
toisuudet 6,7 mM EDTA, 6,7 mM MgClz, 67 mM Tris-.HCl, pH
8,8, 10 mM merkaptoetanoli ja 16,6 mM ammoniumsulfaatti.
Reaktiotilavuudet kolminkertaistettiin, eli olivat 60 pl,
kussakin kokeessa haihtumisvaikutuksien védhentdmiseksi.
Koeputkien sisdltod keitettiin 5 minuutin ajan, minkd j&al-

keen putkia pidettiin jdissd ja kuhunkin putkeen lisdttiin
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3 yksikkoéd Tag-polymeraasia (Cetus laimennettuna 1:5 liu-
oksella 1,5 mM MgClz, 50 mM KC1, 10 mM Tris, pH 8,3, ja
0,01 % gelatiinia, jolloin saadaan pitoisuus 1 yksikkd&/-
pl). Putkien sisdltosd pyoritettiin 13 000 kierr./min kier-
rosnopeudella 2 minuutin ajan, minkd jdlkeen 2 pl:n nidyte-
erd lisdttiin 5 pl:aan formamidi/bromifenolisininen-liuos-
ta. Sitten putket sijoitettiin 75°C:seen vesihauteeseen.
Kun oli kulunut nelja tuntia, putket poistettiin vesihau-
teesta, niitd pydritettiin 1 minuutin ajan 13 000 kiexr./-
min kierrosnopeudella ja otettiin toinen 2 pl:n erd, joka
lisdttiin 5 pl:aan vériliuosta. Sitten putket siirrettiin
takaisin vesihauteeseen 75°C:seen. Kuuden tunnin kuluttua
putket poistettiin jalleen vesihauteesta, kuhunkin lis&t-
tiin edelleen 3 yksikkdd Tag-polymeraasia, sentrifugoitiin
minuutin ajan 13 000 kierr./min Kkierrosnopeudella seka
lisdttiin pisara kevyttd mineraalidljyd (Sigma) haihtumi-
sen vahentdmiseksi, mutta el otettu ndyte-erid. Sitten
putket jatettiin 75°C: seen yon ajaksi. Kun oli kulunut 24
tuntia laskettuna ensimmdisestd sentrifugoinnista, putket
poistettiin vesihauteesta, sentrifugoitiin minuutin ajan
sekd otettiin ja lis&ttiin viimeiset 2 pl:n ndyte-erdt 5
pl:n vdriliuvoseriin. Kaikille néyte-erille suoritettiin
elektroforeesi-ajo 15-%:isessa denaturointipolyakryyli-
amidigeelissd, jolle oli suoritettu esiajo (1 tunti, 500
V), kéyttden ajoliuoksena liuosta, jossa oli 8 M ureaa 1
X TBE-puskurissa (0,089 M Tris-boraatti, 0,089 M boorihap-
po, 0,002 M EDTA), jolloin ajoaika oli 5,5 tuntia ja j&n-
nite 880 V. Sitten geeleistd otettiin autoradiokuvat va-
lottaen y6n yli huoneen l&mpdtilassa ja k&yttden hidasta
valokuvausfilmid ilman suotimia. Tulokset on esitetty ku-
viona 12,

Vybhykkeet 1 ja 2 vastaavat normaalista homotsygoo-
tista (MM) perdisin olevaa DNA:ta, vybhykkeet 3 ja 4 hete-
rotsygootista (MS) ja vydhykkeet 5 ja 6 varianttihomotsy-
gootista (SS) perdisin olevaa DNA:ta. Vyohykkeitd 1, 3 ja
5 vastaavissa kokeissa k&ytettiin oligonukleotidia XXII
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(normaali) ja vyShykkeitd 2, 4 ja 6 vastaavissa kokeissa
oligonukleotidia XXI (variantti). Ennakko-odotusten mukai-
sesti oligonukleotidilaajennusta ei tapahtunut vy&hykkeita
2 ja 5 vastaavissa kokeissa. Havaitut tuotenauhat on mer-
kitty nuolilla.

Esimerkki 6
1 ng kasettiplasmidi-DNA:ta, 100 pmol kumpaakin

oligonukleotidiprimerid

TTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAA
ja TATGCGACTCCCTGCATTAGGAGCAGCCCA,

1,5 mM:n loppupitoisuus kutakin neljds8 deoksinukleosidi-
trifosfaattia sek#8 puskuria, joka késitti edelld tdsmen-
netyt loppupitoisuudet, sekoitettiin keskend&n 1,5 ml:n
kierrekorkilla varustetussa mikrosentrifugiputkessa, ja
tilavuus s#d8dettiin 100 pl:ksi lisd8mdlld steriloitua de-
ionisoitua vettd (Milli-Q). Putki suljettiin ja sijoitet-
tiin kiehuvaan vesihauteeseen 5 minuutiksi. Reaktio kdyn-
nistettiin lis88mdll8 2 yksikkdd Tag-polymeraasia (Cetus-
), minkd jalkeen reaktioseos sinet$itiin lis&8mi3lld kerros
kevyttd mineraali®ljysd (Sigma) haihtumisen estdmiseksi.
Putken sis#lt68 inkuboitiin 4 minuutin ajan 60°C: ssa ja
sitten 90°C:ssa 2 minuutin ajan. T&md menettely toistet-
tiin kaikkiaan 30 toistokertaa.

Sitten otettiin 60 pl reaktioseosta ja lisdttiin
siihen 60 pmol joko primereitd XIX ja XI (normaali) tai
primereit8 XII ja XX (variantti). Sitten jatkoreaktioiden
kdynnistdmiseksi lisdttiin 1 yksikkd$ Tag-polymeraasia
(Cetus). Seosta inkuboitiin 92°C:ssa 2 minuutin ajan ja
sitten 60%C:ssa 4 minuutin ajan. Menettely toistettiin
kaikkiaan nelj8 toistokertaa. Vahvistustuotteet todettiin
l1is88malld 10 pl:n erd kutakin reaktioseosta geelipanos-
tuspuskuriin ja suorittamalla liuoksen elektroforeesi-ajo

3-%:isessa agaroosigeelissd (NuSieve, FMC Bioproducts),
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joka sis8lsi 0,5 pg/ml etidiumbromidia. Geeli visualisoi-
tiin lépivalaisulaitteessa (300 nM:n aallonpituus) ja

otettiin polaroid-valokuva. Tulokset on esitetty kuviona
13. Asrimmidisend vasemmalla esiintyvd vyohyke edustaa ko-
komerkkejd, joita k&aytettiin saatujen tuotteiden koon tés-
mentamiseksi. VyShykkeet 1 ja 2 vastaavat normaalista ho-
motsygootista (MM) perdisin olevaa DNA:ta, vy®hykkeet 3
ja 4 heterotsygootista (MZ) ja vyohykkeet 5 ja 6 variant-
tihomotsygootista (ZZ) perdisin olevaa DNA:ta. Vydhykkei-
td 1, 3 ja 5 vastaavia kokeissa kdytettiin primereitd XIX
ja XI, kun taas vyohykkeitd 2, 4 ja 6 vastaavissa kokeissa
kdytettiin primereitd XII ja XX. Ennakko-odotusten mukai-
sesti vyOhykkeitd 2 ja 5 vastaavissa kokeissa ei muodos-

tunut primerilaajennustuotteita. Havaitut tuotenauhat on

merkitty nuolilla.



sase

.
-

-
e

10

15

20

25

30

35

71
PR
Patenttivaatimukset

1. Menetelm& ainakin yhden varianttinukleotidin
ldsn&dolon tai puuttumisen toteamiseksi nadytteen sisdltd-
massd yhdessd tai useammassa nukleiinihapossa, joka mene-
telmd on tunnettu siitid, ettd siina:

ndytettd kasitellddn joko samanaikaisesti tai toi-
siaan seuraten tarkoituksenmukaisilla nukleosiditrifosfaa-
teilla, nukleosiditrifosfaatteja polymeroivalla aineella
sekd kohde-emdssekvenssin jonkin diagnoosiosuuden diagnoo-
siprimerill@ hybridointiolosuhteissa, jolloin sanotun
diagnoosiprimerin nukleotidisekvenssi on valittu siten,
ettd se oleellisesti komplementoi sanottua diagnoosiosuut-
ta, diagnoosiprimerin pda&tynukleotidin komplementoidessa
joko oletettua varianttinukleotidia tai wvastaavaa normaa-
lia nukleotidia, jolloin diagnoosiprimeristd syntetisoituu
laajennustuote, jos diagnoosiprimerin sanottu pdatynukleo-
tidi koplementoi vastaavaa nukleotidia kohde-emdssekvens-
sissd, kun taas laajennustuotetta ei éyntetisoidu silloin,
kun diagnoosiprimerin sanottu pd&dtynukleotidi ei komple-
mentoi vastaavaa nukleotidia kohde-emissekvenssissd; seka
todetaan oletetun varianttinukleotidin lasndolo tai puut-
tuminen laajennustuotteen l&sndolosta tai vastaavasti
puuttumisesta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd siini:

1) naytettd kasitellddn joko samanaikaisesti tai
toisiaan seuraten tarkoituksenmukaisilla nukleosiditrifos-
faateilla, nukleosiditrifosfaatteja polymeroivalla aineel-
la sekd kohde-emdssekvenssin jonkin diagnoosiosuuden diag-
noosiprimerill8 hybridointiolosuhteissa, jolloin sanotun
diagnoosiprimerin nukleotidisekvenssi on valittu siten,
etta se oleellisesti komplementoi sanottua diagnoosiosuut-
ta, diagnoosiprimerin p#ddtynukleotidin komplementoidessa
joko oletettua varianttinukleotidia tai vastaavaa normaa-

lia nukleotidia, jolloin diagnoosiprimeristd syntetisoituu
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laajennustuote, jos diagnoosiprimerin sanottu pdatynukleo-
tidi koplementoi vastaavaa nukleotidia kohde-emédssekvens-
sissd, kun taas laajennustuotetta ei syntetisoidu silloin,
kun diagnoosiprimerin sanottu pédtynukleotidi ei komple-
mentoi vastaavaa nukleotidia kohde—eméssekvenssigfa}'jol-
loin diagnoosiprimeristid muodostunut mikéa tahansa_iaajen-
nustuote kykenee komplementistaan erotettuna toimimaan
templaattina laajennustuotteen syntetisoimiseksi sanotusta
vahvistusprimerist4;

2) naytettd kdsitellddn denaturcoivissa olosuhteissa
primerilaajennustuotteen, jos sellainen on muodostunut,

erottamiseksi templaatistaan;
3) vaiheessa (2) saadut yvksittdiset sidikeet saate-

taan kosketuksiin joko samanaikaisesti tai toisiaan seu-
raten tarkoituksenmukaisten nukleosiditrifosfaattien, nuk-
leosiditrifosfaatteja polymeroivan aineen, diagnoosipri-
merin ja vahvistusprimerin kanssa edelld midritellyn mu-
kaisesti muiden laajennustuotteiden syntetisoimiseksi,
silloin kun td&md on mahdollista, vaiheessa (2) saatuja
vyksittdisid s8ikeitd templaatteina kayttden;

4) vaiheita (2) ja (3) toistetaan riittdvdn monta
kertaa halutun nukleotidisekvenssin todettavan vahvistuk-
sen saamiseksi; ja

5) oletetun varianttinukleotidin l&snolo tai puut-
tuminen todetaan vaiheessa (4) saatavan vahvistustuotteen
vastaavasta ldsndolosta tai puuttumisesta.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, t u n-

nettu siitd, ettd siind ndytettd kasitellidin saman-

aikaisesti tai toisiaan seuraten joko

(a) ensimmédiselld diagnoosiprimerilld, jonka sek-
venssi oleellisesti komplementoi ensimmdisen nukleiiniha-
pon jotain diagoosiosuutta, jolloin ensimmidisen diagnoo-
siprimerin p&d&dtynukleotidi komplementoi sanottua oletettua
varianttinukleotidia, ja toisella diagnoosiprimerilli,
jonka sekvenssi oleellisesti komplementoi toisen nukleii-

nihapposekvenssin jotain diagnoosiosuutta, jolloin toisen
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diagnoosiprimerin p#dtynukleotidi komplementoi komplemen-
toivaa oletettua varianttinukleotidia; tai

(b) ensimmidisellsd diagnoosiprimerill&, jonka sek-
venssi oleellisesti komplementoi ensimmidisen nukleiinihap-
posekvenssin jotain diagnoosiosuutta, jolloin ensimmdisen
diagnoosiprimerin p&ddtynukleotidi komplementoi sanottua
oletettua varianttinukleotidia vastaavaa normaalia nukleo-
tidia, ja toisella diagnoosiprimerills, jonka sekvenssi
ocleellisesti komplementoi toisen nukleiinihapposekvenssin
jotain diagnoosiosuutta, jolloin toisen diagnoosiprimerin
padtynukleotidi komplementoi sanottua oletettua variantti-
nukleotidia vastaavaa normaalia nukleotidia;

jolloin ensimmdisen diagnoosiprimerin sanottu p&d&d-
tynukleotidi ja toisen diagnoosiprimerin sanottu p&datynuk-
leotidi ovat joko molemmat vastaavien primerien 5'-p&&dys-
sd tai molemmat niiden 3'-pdiddyssd ja jolloin ensimmdisen
nukleiinihapposekvenssin suunta on toiseen nukleiinihap-
posekvenssiin ndhden vastakkainen. '

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, t u n-
nettu siitd, ettd ensin vahvistetaan ainakin osa ole-
tetun varianttinukleotidin sisiltdvdstda ndytenukleiiniha-
posta, minkd j&lkeen ndin saatua vahvistustuotetta kayte-
tddn kdsiteltdvand ndytteens.

5. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmid, t u n-
nettu siitd, ettd ensin vahvistetaan ainakin osa ole-
tetun varianttinukleotidin sis&ltd8vdstd ndytenukleiiniha-
posta, minkd jdlkeen ndin saatua vahvistustuotetta kiayte-
td3n késiteltdvdnid ndytteeni.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, t u n-
nettu siitd, ettd lisdksi toistetaan nidytenukleiini-
hapolle suoritettu kdsittely ainakin kerran, jolloin saa-
daan laajennustuotteen lineaarinen vahvistuminen samaa
kohde-emdssekvenssiid templaattina kayttden.

7. Jonkin edeltdvdn patenttivaatimuksen mukainen
menetelmd, tunnettu siitd, ettd diagnoosiprimerin

paadtynukleotidi, joka komplementoi joko oletettua variant-
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tinukleotidia tai vastaavaa normaalia nukleotidia, sijait-
see diagnoosiprimerin 3'-pdddyssi.

8 Noin 5 - 50 emédsparin nukleotidisekvenssi kysei-
sen kek51nnon mukaisessa menetelmassa kaytettévék51
tunnnettu siita, etta sanotun sekvenssin paaty-
nukleotid; komplementoi joko tunnettuun geneettiseen hai-
riddn li%tyvéa oletettua varianttinukleotidia tai vastaa-
vaa normaalia nukleotidia, jolloin sanotun sekvenssin lop-
puosa komplementoi oleellisesti vastaavaa, oletetun vari-
anttinukleotidin tai vastaavan normaalin nukleotidin vie-
reistd kohde-emidssekvenssid sanotun nukleotidisekvenssin
Ollessa valittu siten, ettd kaytettidessd sitd diagnoosi-
primerind kyseisen keksinntn mukaisessa menetelmdssa diag-
n0051pr1mefzgéa syntetisoituu laajennustuote, jos diagnoo-
siprimerin sanottu p&&dtynukleotidi komplementoi vastaavaa
nukleotidia kohde-emidssekvenssissd, kun taas laajennustuo-
tetta ei syntetisoidu silloin, kun diagnoosiprimerin sa-
nottu padtynukleotidi ei komplementoi vastaavaa nukleoti-
dia kohde-emédssekvenssissa.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen nukleotidisek-
venssi, tunnettu siitd, ettd padtynukleotidi si-
jaitsee nukleotidisekvenssin 3'-paddyssi.

10. Maarityspakkaus ainakin yhden varianttinukleo-
tidin l&sndolon tai puuttumisen toteamiseksi niytteen si-
sdltdmdssd yhdessd tai useammassa nukleiinihapossa, joka
madrityspakkaus on tunnettu siitd, ettd se sisdl-
tad:

(1) diagnoosiprimerin kohde-emdssekvenssin kutakin

diagnoosiosuutta kohden, jolloin kKunkin diagnoosiprimerin

" nukleotidisekvenssi on valittu siten, ettd se oleellisesti

komplementoi sanottua diagnoosiosuutta, diagnoosiprimerin
padtynukleotidin komplementoidessa joko oletettua variant-
tinukleotidia tai vastaavaa normaalia nukleotidia, jolloin
pakkausta ki3ytett8essd diagnoosiprimeristid syntetisoituu
laajennustuote, jos diagnoosiprimerin sanottu piitynukleo-

tidi komplementoi vastaavaa nukleotidia kohde-emdssekvens-
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sissd, kun taas laajennustuotetta ei syntetisoidu, jos
diagnoosiprimerin sanottu pddtynukleotidi ei komplementoi
vastaavaa nukleotidia kohde-emdssekvenssissé;

(2) kutakin nelj&aa eri nukleosiditrifosfaattia; ja

(3) pakkausosan (2) nukleosiditrifosfaatteja poly-

meroivaa ainetta.
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