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MENETELMIA POLYNUKLEOTIDIKLUSTERIN KLONAALISUUSPRIORITEETIN
PARANTAMISEKSI

PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelma nukleiinihappojen monistamiseksi, jolloin menetelméa kasittaa

seuraavat:
(@) saadaan aikaan monistusreagenssi, joka kasittaa
(1) ryhman monistuskonhtia,

jolloin monistuskohdat kasittavat kaksi sieppausnukleiininappojen

populaatiota, joista populaatioista kumpikin kasittda sieppaussekvenssin,

jolloin ensimmainen populaatio kasittdad ensimmaisen sieppaussekvenssin

ja toinen populaatio kasittaa toisen sieppaussekvenssin, ja

(i) liuoksen, joka kasittda useita erilaisia muokattuja kaksijuosteisia

kohdenukleiinihappoja,

jolloin erilaiset muokatut kohdenukleiinihapot kasittavat 3'-paassa
ensimmaisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin, jolla on pienempi affiniteetti
ensimmaista sieppaussekvenssia kohtaan kuin ensimmaisella yleisella
sieppaussitoutumissekvenssilld, joka on 100-prosenttisesti komplementaarinen

ensimmaiselle sieppaussekvenssille; ja

(b) saatetaan monistusreagenssi reagoimaan niin, ettd muodostuu useita
monistuskohtia, joista jokainen kasittaad amplikonien klonaalisen populaation
liuoksen yksittaisesta kohdenukleiinihaposta, jolloin valinnaisesti reagoimaan

saattaminen kasittaa seuraavat:

(1) tuotetaan ensimmainen amplikoni yksittaisesta kohdenukleiinihaposta,

joka kuljetetaan kuhunkin monistuskohdista, ja

(i) tuotetaan myéhemmat amplikonit yksittaisesta kohdenukleiinihaposta, joka

kuljetetaan kuhunkin monistuskohtaan, tai ensimmaisesté amplikonista,
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jolloin keskimaéarainen nopeus, jolla mydhemmat amplikonit muodostetaan
monistuskohdissa, on pienempi kuin keskimaarainen nopeus, jolla ensimmainen

amplikoni muodostetaan monistuskohdissa.

2. Menetelma nukleiinihapposekvenssien méaarittdmiseksi, jolloin menetelma
kasittaa sellaisen sekvensointimenettelyn suorittamisen, joka havaitsee nahtavasti
klonaalisen amplikonipopulaation kussakin rynman useista amplikonikohdista,

jolloin rynméa saadaan aikaan prosessilla, joka kasittda seuraavat:
(@) saadaan aikaan monistusreagenssi, joka kasittaa
(1) useita monistuskohtia,

jolloin monistuskohdat kasittavat kaksi sieppausnukleiininappojen

populaatiota, joista populaatioista kumpikin kasittda sieppaussekvenssin,

jolloin ensimmainen populaatio kasittdad ensimmaisen sieppaussekvenssin

ja toinen populaatio kasittaa toisen sieppaussekvenssin, ja
(i) liuoksen, joka kasittda useita erilaisia muokattuja kohdenukleiinihappoja,

jolloin erilaiset muokatut kohdenukleiinihapot kasittavat 3'-paassa
ensimmaisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin, jolla on pienempi affiniteetti
ensimmaista sieppaussekvenssia kohtaan kuin ensimmaisella yleisella
sieppaussitoutumissekvenssilld, joka on 100-prosenttisesti komplementaarinen

ensimmaiselle sieppaussekvenssille; ja
(b) saatetaan monistusreagenssi reagoimaan.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, jossa erilaisten
muokattujen kohdenukleiinihappojen lukumaara liuoksessa ylittdd monistuskohtien

lukumé&aran ryhmassa,

jolloin erilaisilla muokatuilla kohdenukleiinihapoilla on nesteyhteys useisiin

monistuskohtiin ja

jolloin jokainen monistuskohta kasittaa kapasiteetin useille

nukleiinihapoille useiden eri nukleiinihappojen joukosta.
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4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jossa reagoimaan

saattaminen kasittdd samanaikaisesti

(1) erilaisten muokattujen kohdenukleiinihappojen kuljettamisen

monistuskohtiin keskimaaraisella kuljetusnopeudella ja

(i) monistuskohdissa olevien kohdenukleiinihappojen monistamisen
keskimé&araiselld monistusnopeudella, jolloin keskimaarainen monistusnopeus on

pienempi kuin keskiméaarainen kuljetusnopeus.

. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelma, jossa liuoksessa olevia
useita erilaisia muokattuja kohdenukleiinihappoja on pitoisuudella, joka johtaa

samanaikaisesti

(1) erilaisten muokattujen kohdenukleiinihappojen kuljettamiseen liuoksesta

monistuskohtiin ja

(i) monistuskohdissa olevien kohdenukleiinihappojen monistamiseen
monistusnopeudella, jotta saadaan tuotettua ryhma amplikonikohtia, joista

jokainen kasittda nahtavasti klonaalisen amplikonipopulaation.

6. Jommankumman patenttivaatimuksen 1-2 mukainen menetelmé, jossa
ensimmaisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin komplementaarisuus

ensimmaisen sieppaussekvenssin suhteen on alle 100 %; jolloin valinnaisesti

a) ensimmainen yleinen sieppaussitoutumissekvenssi kasittaa 1, 2 tai 3
nukleotidid, jotka eivat ole komplementaarisia ensimmaiselle

sieppaussekvenssille; tai

b) erilaiset muokatut kohdenukleiinihapot kasittavat ensimmaisten yleisten
sieppaussitoutumissekvenssien heterogeenisen populaation, jolloin
heterogeeninen populaatio kasittaa yksittaisia ensimmaisia yleisia
sieppaussitoutumissekvensseja, joissa on (i) 1, 2 tai 3 nukleotidia, jotka eivat ole
komplementaarisia ensimmaiselle sieppaussekvenssille, tai (ii) jotka ovat 100-
prosenttisesti komplementaarisia ensimmaiselle sieppaussekvenssille, jolloin

valinnaisesti
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jolloin heterogeenisen populaation jasenia, jotka ovat 100-prosenttisesti
komplementaarisia ensimmaisen sieppaussekvenssin kanssa, on suurempana
maarana kuin heterogeenisen populaation muita jasenia, jolloin liséksi

valinnaisesti

heterogeeninen populaatio kasittaa lisaksi yksittaisia ensimmaisia yleisia
sieppaussitoutumissekvensseja, joiden (iii) pituus on pienempi kuin ensimmaisen

sieppaussekvenssin pituus.

7. Jommankumman patenttivaatimuksen 1-2 mukainen menetelmé, jossa
ensimmaisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin pituus on pienempi kuin
ensimmaisen sieppaussekvenssin pituus, jolloin valinnaisesti ensimmaisen yleisen
sieppaussitoutumissekvenssin pituus on 1-12 nukleotidia pienempi kuin

ensimmaisen sieppaussekvenssin pituus.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelma, jossa erilaiset muokatut
kohdenukleiinihapot kasittavat ensimmaisten yleisten
sieppaussitoutumissekvenssien heterogeenisen populaation, jolloin
heterogeeninen populaatio kasittaa yksittaisia ensimmaisia yleisia
sieppaussitoutumissekvensseja, joiden pituus on 1-12 nukleotidia pienempi kuin

ensimmaisen sieppaussekvenssin pituus.

9. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelma, jossa heterogeenisen
populaation yksittaiset jasenet, joiden pituus on pienempi kuin ensimmaisen
sieppaussekvenssin pituus, kasittavat 1, 2 tai 3 nukleotidia, jotka eivat ole
komplementaarisia ensimmaisen sieppaussekvenssin sekvenssille kanssa tai
jotka ovat 100-prosenttisesti komplementaarisia ensimmaisen sieppaussekvenssin

sekvenssille.

10. Jommankumman patenttivaatimuksen 1-2 mukainen menetelmé, jossa
erilaiset muokatut kohdenukleiinihapot kasittavat 5'-paassa toisen yleisen
sieppaussitoutumissekvenssin, jolla on komplementti, jolla on vahaisempi
affiniteetti toista sieppaussekvenssia kohtaan kuin toisella yleisella
sieppaussitoutumissekvenssilld, jolla on komplementti, joka on 100-prosenttisesti

komplementaarinen toiselle sieppaussekvenssille, jolloin valinnaisesti
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toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin komplementti on alle 100-
prosenttisesti komplementaarinen toiselle sieppaussekvenssille, jolloin liséksi

valinnaisesti

a) toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin komplementti kasittaa 1, 2 tai

3 nukleotidia, jotka eivat ole komplementaarisia toiselle sieppaussekvenssille; tai

b) erilaiset muokatut kohdenukleiininapot kasittavat toisten yleisten
sieppaussitoutumissekvenssien heterogeenisen populaation, jolloin
heterogeeninen populaatio kasittaa yksittaisia toisia yleisia
sieppaussitoutumissekvensseja, jotka kasittavat komplementin, jossa on (i) 1, 2 tai
3 nukleotidia, jotka eivat ole komplementaarisia toiselle sieppaussekvenssille, tai
(i1) joka on 100-prosenttisesti komplementaarinen ensimmaiselle

sieppaussekvenssille, jolloin valinnaisesti

heterogeenisen populaation jasenid, jotka kasittavat komplementin, joka
on 100-prosenttisesti komplementaarinen toiselle sieppaussekvenssille, on
suurempana maarana kuin heterogeenisen populaation muita jasenia, jolloin

lisdksi valinnaisesti

heterogeeninen populaatio kasittaa liséksi yksittaisia toisia yleisia
sieppaussitoutumissekvensseja, joiden (iii) pituus on pienempi kuin toisen

sieppaussekvenssin pituus.

11. Jommankumman patenttivaatimuksen 1-2 mukainen menetelmé, jossa
toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin pituus on pienempi kuin toisen

sieppaussekvenssin pituus, jolloin valinnaisesti

toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin pituus on 1-12 nukleotidia

pienempi kuin toisen sieppaussekvenssin pituus, jolloin lisaksi valinnaisesti

erilaiset muokatut kohdenukleiinihapot kasittavat toisten yleisten
sieppaussitoutumissekvenssien heterogeenisen populaation, jolloin
heterogeeninen populaatio kasittaa yksittaisia toisia yleisia
sieppaussitoutumissekvensseja, joiden pituus on 1-12 nukleotidia pienempi kuin

toisen sieppaussekvenssin pituus.



10

15

20

25

6 EP3 899 037

12. Jommankumman patenttivaatimuksen 1-2 mukainen menetelmé, jossa
monistuskohtien rynma kasittda rynman ominaispiirteita pinnalla, jolloin

valinnaisesti

kunkin ominaispiirteen alue on suurempi kuin monistuskohtiin
kuljetettavien kohdenukleiinihappojen poissuljetun tilavuuden halkaisija, jolloin

valinnaisesti

ominaispiirteet eivat ole vierekkéaisia ja ne erottavat toisistaan pinnan

valialueet, joista sieppausaineet puuttuvat.

13. Koostumus, joka kasittdd ryhnman monistuskohtia ja vahintdan yhden

kohdenukleiininapon sitoutuneena monistuskohtaan,

jolloin monistuskohdat kasittavat kaksi sieppausnukleiininappojen

populaatiota, joista populaatioista kumpikin kasittda sieppaussekvenssin,

jolloin ensimmainen populaatio kasittdad ensimmaisen sieppaussekvenssin

ja toinen populaatio kasittaa toisen sieppaussekvenssin,

jolloin kohdenukleiinihappo kasittda 3'-paassa ensimmaisen yleisen
sieppaussitoutumissekvenssin, jolla on pienempi affiniteetti ensimmaista
sieppaussekvenssia kohtaan kuin ensimmaisella yleisella
sieppaussitoutumissekvenssilld, joka on 100-prosenttisesti komplementaarinen

ensimmaiselle sieppaussekvenssille,

jolloin kohdenukleiinihapon yleinen sieppaussitoutumissekvenssi

hybridisoituu ensimmaiseen sieppaussekvenssiin.
14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen koostumus, jossa

a) ensimmaisen yleinen sieppaussitoutumissekvenssin komplementaarisuus

ensimmaiselle sieppaussekvenssille on alle 100 % tai

b) ensimmainen yleinen sieppaussitoutumissekvenssi kasittaa 1, 2 tai 3
nukleotidid, jotka eivat ole komplementaarisia ensimmaiselle

sieppaussekvenssille; tai
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C) vahintdan 30 % ryhman monistuskohdista on vahintaan yhden

kohdenukleiinihapon varaama, jolloin valinnaisesti

ensimmainen yleinen sieppaussitoutumissekvenssi kasittaa
heterogeenisen populaation, jolloin heterogeeninen populaatio kasittéa yksittaisia
ensimmaisia yleisia sieppaussitoutumissekvensseja, joissaon (i) 1, 2 tai 3
nukleotidid, jotka eivat ole komplementaarisia ensimmaiselle
sieppaussekvenssille, tai (ii) jotka ovat 100-prosenttisesti komplementaarisia
ensimmaiselle sieppaussekvenssille, ja jolloin heterogeenisen populaation jasenet

ovat sitoutuneet eri monistuskohtiin, jolloin liséksi valinnaisesti

heterogeenisen populaation jasenia, jotka ovat 100-prosenttisesti
komplementaarisia ensimmaiselle sieppaussekvenssille, on suurempana maarana

kuin heterogeenisen populaation muita jasenia.

15. Patenttivaatimuksen 13 mukainen koostumus, jossa toisen yleisen
sieppaussitoutumissekvenssin pituus on pienempi kuin toisen sieppaussekvenssin
pituus, jolloin valinnaisesti toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin pituus on
1-12 nukleotidia pienempi kuin toisen sieppaussekvenssin pituus, jolloin liséksi

valinnaisesti

koostumus kasittaa useita erilaisia kohdenukleiinihappoja, jolloin eri
kohdenukleiinihapot kasittavat ensimmaisten yleisten
sieppaussitoutumissekvenssien heterogeenisen populaation, jolloin
heterogeeninen populaatio kasittaa yksittaisia ensimmaisia yleisia
sieppaussitoutumissekvensseja, joiden pituus on 1-12 nukleotidia pienempi kuin

ensimmaisen sieppaussekvenssin pituus.

16. Patenttivaatimuksen 13 mukainen koostumus, jossa heterogeeninen
populaatio kasittaa liséksi yksittaisia ensimmaisia yleisia
sieppaussitoutumissekvensseja, joiden (iii) pituus on pienempi kuin ensimmaisen

sieppaussekvenssin pituus, jolloin valinnaisesti

a) yksittaiset ensimmaiset yleiset sieppaussitoutumissekvenssit kasittavat
lyhennetyn pituuden, joka on 1-12 nukleotidia pienempi kuin ensimmaisen

sieppaussekvenssin pituus, tai
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b) heterogeenisen populaation yksittaiset jasenet, joilla on lyhennetty pituus,
kasittavat 1, 2 tai 3 nukleotidia, jotka eivat ole komplementaarisia ensimmaisen
sieppaussekvenssin sekvenssille kanssa tai jotka ovat 100-prosenttisesti

komplementaarisia ensimmaisen sieppaussekvenssin sekvenssille.

17. Patenttivaatimuksen 13 mukainen koostumus, jolloin koostumus kasittaa
useita erilaisia kohdenukleiinihappoja, jolloin eri kohdenukleiinihapot kasittavat 5'-
paassa toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin, jolla on komplementti, jolla
on vahaisempi affiniteetti toista sieppaussekvenssia kohtaan kuin toisella yleisella
sieppaussitoutumissekvenssilld, jolla on komplementti, joka on 100-prosenttisesti

komplementaarinen toiselle sieppaussekvenssille, jolloin valinnaisesti

toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin komplementti on alle 100-

prosenttisesti komplementaarinen toiselle sieppaussekvenssille,
jolloin liséksi valinnaisesti

a) toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin komplementti kasittaa 1, 2 tai

3 nukleotidia, jotka eivat ole komplementaarisia toiselle sieppaussekvenssille; tai

b) koostumus kasittaa useita erilaisia kohdenukleiinihappoja, jolloin eri
kohdenukleiinihapot kasittavat toisten yleisten sieppaussitoutumissekvenssien
heterogeenisen populaation, jolloin heterogeeninen populaatio kasittda yksittaisia
toisia yleisia sieppaussitoutumissekvenssejd, jotka kasittavat komplementin, jossa

on

(1) 1, 2 tai 3 nukleotidia, jotka eivat ole komplementaarisia toiselle

sieppaussekvenssille, tai

(i) jotka ovat 100-prosenttisesti komplementaarisia toiselle

sieppaussekvenssille, tai

C) jolloin heterogeenisen populaation jasenid, jotka kasittavat komplementin,
joka on 100-prosenttisesti komplementaarinen toiselle sieppaussekvenssille, on

suurempana maarana kuin heterogeenisen populaation muita jasenia.
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18. Patenttivaatimuksen 13 mukainen koostumus, jossa kohdenukleiinihappo
kasittaa 5'-paassa toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin, jonka pituus on

pienempi kuin toisen sieppaussekvenssin pituus, jolloin valinnaisesti

a) toisen yleisen sieppaussitoutumissekvenssin pituus on 1-12 nukleotidia

pienempi kuin toisen sieppaussekvenssin pituus tai

b) koostumus kasittaa useita erilaisia kohdenukleiinihappoja, jolloin eri
kohdenukleiinihapot kasittavat toisten yleisten sieppaussitoutumissekvenssien
heterogeenisen populaation, jolloin heterogeeninen populaatio kasittaa yksittaisia
toisia yleisia sieppaussitoutumissekvensseja, joiden pituus on 1-12 nukleotidia

pienempi kuin toisen sieppaussekvenssin pituus.

19. Patenttivaatimuksen 17 mukainen koostumus, jossa heterogeeninen
populaatio kasittaa liséksi yksittaisia toisia yleisia sieppaussitoutumissekvensseja,

joiden (iii) pituus on pienempi kuin toisen sieppaussekvenssin pituus.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen koostumus, jossa yksittaisten toisten
yleisten sieppaussitoutumissekvenssien pituus on 1-12 nukleotidia pienempi kuin

toisen sieppaussekvenssin pituus, jolloin valinnaisesti

heterogeenisen populaation yksittaiset jdsenet, joiden pituus on pienempi
kuin toisen sieppaussekvenssin pituus, kasittavat 1, 2 tai 3 nukleotidia, jotka eivat
ole komplementaarisia toisen sieppaussekvenssin sekvenssille tai jotka ovat 100-

prosenttisesti komplementaarisia toisen sieppaussekvenssin sekvenssille.
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