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Nukleiinihappojen totezmismenetelmd, jossa kidytetddn eri-

suuruisia alukepitoisuuksia polymeraasiketjureaktiossa

Tamd keksintdé koskee menetelmdd nukleiinihapon
osoittamiseksi polymeraasiketjureaktioissa. Sit& voidaan
kdyttdd nukleiinihappojen osoittamiseen diagnostisissa
m8drityksissa tai geneettisessd tutkimuksessa, kun kiin-
nostuksen kohteina ovat genomi-, bakteeri~ tai wvirus-
DNA:han liittyvdt nukleiinihapot.

Nukleiinihappokoetinteknologia on kehittynyt no-
peasti viime vuosina tutkijoiden havaittua sen arvon sel-
laisten erilaisten sairauksien, organismien tai geneettis-
ten piirteiden osoittamisessa, joita on ldsnd hyvin pieni-
nd madrinag koendytteessd. Koetinten kdyttd perustuu komp-
lementaarisuuskdsitteeseen. DNA:ssa ovat Kkaksi sdiettad
sitoutuneet toisiinsa Kkomplementaaristen nukleotidien
(tunnetaan my®¢s nukleotidipareina) védlisten vetysidosten
avulla.

DNA-kompleksi on normaalisti stabiili, mutta sdi-
keet voidaan erottaa (eli denaturoida) sellaisten olosuh-
teiden avulla, jotka katkovat vetysidokset. Vapautuneet
yksittdiset s&ikeet yhdistyvdt uudelleen ainoastaan sel-
laisen toisen s&ikeen kanssa, jossa on komplementaarinen
nukleotidisekvenssi. Td&m& hybridisoitumisprosessi voi ta-
pahtua liucksessa tai Kiintedn alustan pinnalla.

Kohdeorganismin tai -solun DNA:n kohdenukleiinihap-
posekvenssi voi olla ainoastaan pieni osa koko sdikeests,
niin ettd on hyvin vaikeaa osoittaa sen l&sndolo useimpien
tunnettujen merkittyjen DNA-koettimien avulla. On tehty
paljon tutkimustydtd tdmdn ongelman voittamiseksi, mukaan
lukien parannuksia koettimien herkkyydessd ja nukleiini-
happojen synteesissa.

Merkittdvd edistysaskel alalla on kuvattu US-pa-
tenttijulkaisuissa 4 683 195 ja 4 683 202. Menemdttd tédssi

tarkkoihin yksityiskohtiin, n&issd patenteissa kuvataan
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monistamismenetelmd, jossa alukkeita hybridiscidaan nuk-
leiinihappotemplaatteihin polymeroivan aineen (kuten poly-
meraasin) ja deoksiribonukleosiditrifosfaattien ldsnd ol-
lessa ja alukkeista muodostetaan pidennystuotteita. N&ma
tuotteet denaturoidaan ja kaytetddn templaatteina kierto-
reaktiossa, joka monistaa olemassa olevien nukleiinihappo-
jen lukumd&rdn ja mddrdn niiden mydhemmi#n osoittamisen
helpottamiseksi. Monistamismenetelm& voidaan suorittaa
jaksoittaisesti niin monta kertaa kuin halutaan suufemman
mddrdn todettavissa olevaa materiaalia tuottamiseksi pie-
nestd madrdstd kohdenukleiinihapposekvenssii.

Uudemman kehitystuloksen DNA:n sekvenssointia var-
ten ovat kuvanneet Gyllesten et al. (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 85, lokakuu 1988, 7652 - 7656). Yksisdikeista
DNA:ta tuotetaan polymeraasiketjureaktiomenetelmissd kdyt-
tamdlléd rajoittavaa m8&r&a toista alukepariin kuuluvista
alukkeista. Sellaista DNA:ta voidaan kdyttdd geenin, Kkuten
HLA-DQa-1lokuksen, suoraan sekvenssointiin ja hybridisaa-
tiokoettimien tuottamiseen. Nukleiinihappofragmenttien
1dytédminen sekvenssoinnissa aikaansaadaan kdyttdmilla ra-
dioisotoopilla merkittyjd deoksiribonukleosiditrifosfaat-
teja. Radioisotoopilla merkittyjd koettimia valmistetaan
samoin.

T8lld alalla on kuitenkin j&tetty ottamatta huo-
mioon erisuurten alukepitoisuuksien kdyttd polymeraasiket-
jureaktio-osoitusmenetelmissd tai edut, jotka se voi tar-
jota erdissd analyyseissi.

Vaikka radioisotooppien kidyttd merkkiaineina nuk-
leiinihappojen osoittamiseksi on tunnettua ja silla voi
olla erditd etuja, on siind huomattavia haittoja valmis-
tettaessa sopivia, turvallisia ja yksinkertaisia menetel-
mid ja diagnostisia testitarvikkeita, joilla on pitka va-
rastointiaika. Radioisotooppien kdyttéén liittyvét vaarat
ja ké&sittelyongelmat ovat ilmeisi&d. Niitd ei mielell&in

pakattaisi testitarvikepakkaukseen kaytettavaksi lidskarien
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vastaanottohuoneissa tai etdisills seuduilla. Lis#ksi mo-
nilla nukleiinihappokoettimissa yleisesti kKdytetyillad iso-
toopeilla on lyhyt (ts. muutaman pdivén) puoliintumisaika.
Niiden varastoinninkestdvyys on siten rajoitettu.

0lisi edullista v&dlttdd radioisotooppien kayttddn
liittyvat ongelmat. Tédllaisen keinon saattaisivat tarjota
merkkientsyymit, joita k&ytetddn yleisesti erilaisissa
immunologisissa analyyseissd. Monet entsyymit, mukaan lu-
kien peroksidaasi, ovat kuitenkin l&mm&lle herkkia ja de-
aktivoituvat korkeissa lampdtiloissa. Polymeraasiketju-
reaktiomenetelmdt vaativat usein Korkean lampdtilan olo-
suhteita erditd vaiheita varten, mukaan lukien alukkeenpi-
dennystuotteiden denaturointi ennen osoittamista. On to-
denndkbist8, ettd merkkientsyymit voivat deaktivoitua de-
naturoinnin aikana ellei menetelmdssd& pidetd huolta sen
vdlttédmisestd. On siten jatkuvasti olemassa tarve 1loyté&a
keino aikaansaada turvallinen, sopiva ja yksinkertainen
menetelmd nukleiinihapon osoittamiseksi sellaisen diagnos-
tisen testitarvikepakkauksen avulla, jonka varastoinnin-
kestdvyys on hyvaksyttava.

Tunnettujen menetelmien ongelmat on voitettu kayt-
tdmdlls kaksi komplementaarista s#diett& omaavan nukleiini-
hapon osoittamiseen menetelm&&, joka sisdltdi seuraavat
vaiheet:

A. saatetaan nukleiinihapon denaturcidut komplemen-
taariset s&ikeet kosketuksiin:

deoksiribonukleosidi-5'-trifosfaattien,

polymeroivan aineen ja

parin sellaisia alukkeita kanssa, jotka ovat oleel-
lisesti komplementaarisia denaturoiduille nukleiinihappo-
gs8ikeille,

hybridisointiolosuhteissa, niin ettd8 muodostuu
komplementaarisen nukleiinihapposdikeensd kanssa hybridi-
soituneita alukkeenpidennystuotteita, joita pidennystuot-~

teita voidaan, kun ne on erotettu niiden komplementaari-
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sista s#dikeistd, kiayttdd templaatteina pidennystuotteiden
synteesid varten,

jolloin alukkeita on lasnd moolisuhteessa, joka on
vahintdan 2:1,

B. erotetaan alukkeenpidennystuotteet templaateis-
ta, joihin ne on syntetisoitu,

C. annetaan erotettujen alukkeenpidennystuotteiden
olla monistamisolosuhteissa, ja

D. denaturoimatta endd vaiheessa C muodostuneita
monistettuja tuotteita, osoitetaan kolorimetrisesti tai
fluorometrisesti sen alukkeenpidennystuotteen lédsnéolo,
jota muodostettiin kayttadm&lla aluketta ylimddrin, joka
osoittaminen suoritetaan kdyttadm&lld entsyymilld merkittya
reagenssia, joka sen substraatin l&snd ollessa antaa to-
dettavissa olevan kolorimetrisen tai fluorometrisen sig-
naalin, jolloin reagenssi on joko komplementaarinen todet-
tavalle alukkeenpidennystuotteelle tai kykenee liittymd&n
siihen.

Té&ma keksintd tarjoaa useita etuja ja merkitsee
siten edistystd nukleiinihappojen osoittamisen alalla. Se
on menetelmd, joka on kidtevd, yksinkertainen suorittaa,
turvallinen ja herkkd pienille kohdenukleiinihapon pitoi-
suuksille. Se voidaan suorittaa kayttden yksinkertaista
diagnostista tarvikepakkausta, jonka varastoinninkestévyys
on hyvadksyttdvd ja joka ei tarjoaisi tarpeettomia vaaroja
l&38kdrin vastaanottohuoneessa tai muilla testauspaikoilla.

N&m& edut saavutetaan kayttdm&dllid entsyymiosoitta-
misreagensseja, joita voidaan kéytt&ad aikaansaamaan kolo-
rimetrinen tai fluorometrinen signaali osoittamaan kohde-
nukleiinihapon l&sndolon. Vdltetddn radioisotoopit ja nii-
hin liittyvét haitat. Lis&ksi entsyymiosoittamisreagensse-
ja kéaytetdsdn yhdessd alukkeiden erisuuruisten madrien
kanssa monistamismenetelmissd, niin ettd voidaan valttaa

denaturointi ennen ylim&&rin kdytetysta alukkeesta saadun
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tuotteen osoittamista. Siten vdltetd&n lammdlle herkkien
merkKientsyymien deaktivoituminen.

Tamd keksintd koskee koendytteessd yhdessd tai
useammassa ennalta madrédtysséd (ts. kohde-) nukleiinihapos-
sa l8snd& olevan yhden tai useamman spesifisen nukleiini-
happosekvenssin osoittamista. Sellaiset naytteet voivat
sis&dltéd8 solu- tai virusmateriaalia, hiusta, ruumiin nes-
teitd tai muita materiaaleja, jotka sisdltavat bakteeri-,
virus- tai genomi-DNA:ta tai -RNA:ta, joka voidaan osoit-
taa.

Keksintd on erityisen hy&dyllinen yhdistettynéa ket-
jureaktioon vdhint&8&n yhden ennalta md&drdtyn nukleiinihap-
posekvenssin tuottamiseksi eksponenttim&&rind suhteessa
kdytettyjen reaktiovaiheiden lukumd&r&an. Tuote on erilli-
nen nukleiinihappokaksoiskierre, jonka p&atteet vastaavat
kdytettyjen spesifisten alukkeiden p#&it&. Mitd tahansa
nukleiinihapon 1l&hdettd, puhdistettuna tai ei, voidaan
kayttdd lahtomateriaalina edellyttden, ettd se sisaltaa
tai sen epdilléadn sis&dltdvén osoittamisen Kohteena olevaa
erityistd nukleiinihappoa. Voidaan haluttaessa kayttédsd
nukleiinihappojen seosta. Monistettava sekvenssi voi olla
fragmentti tai kokonainen nukleiinihappo. Lisdksi voidaan
useampi kuin yksi nukleiinihapposekvenssi osoittaa saman-
aikaisesti kidyttden alukkeita (eli alukeparia) kutakin
osoitettavaa sekvenssid varten. Sekvenssit voivat olla
samassa tai eri nukleiinihapossa.

Nukleiinihappoja voidaan saada erilaisista ldhteis-
ta mukaan lukien plasmidit tai luonnossa esiintyva DNA,
joka on perdisin mistd tahansa kasvi-, el&in- tai ihmis-
léhteestd. Sitd voidaan eristdd erilaisista kudoksista
mukaan lukien veri, perifeerisen veren yksitumaiset solut,
kudoksia tai muita alalla tunnettuja l&dhteitd. Tami kek-
$intd on erityisen hyodyllinen ihmisen leukosyyttiantigee-
ni-DNA:n tai virus-DNA:n osoittamista varten, kuten ihmi-

sen papilloomaviruksista, RNA-viruksista ja retroviruksis-
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ta (esim. HIV-1) perdisin olevan, joka on uutettu viruksen
infektoimista nesteistd ja soluista, jolloin heterogeeni-
syys on yleistd tartunnan saaneissa yksildissd@ ja heidén
joukossaan.

DNA eristetddn ndytteessd olevista soluista kadyt-
tden mitd +tahansa sopivaa tekniikkaa, joita tunnetaan
alalla monia, kunhan vain tekniikka ei hajota DNA:ta. Esi-
merkiksi sitd voidaan uuttaa soluista kadyttden puskuroitua
proteaasi-~ tai proteinaasi K -koostumusta lampdtilassa ja
pH-arvossa, joka tekee vdhemmi&n todenndkdiseksi DNA:n ha-
jottumisen, kuten ovat kuvanneet esimerkiksi Kan et al.,
New Eng. J. Med. 297 (1977) 1080 - 1084 ja kuvattu julkai-
sussa Nature 251 (1974) 392 - 393. Muita uuttamisteknii-
koita ovat kuvanneet Maniatis et al. (Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982) ja
on kuvattu EP-patenttijulkaisuissa 0 145 356, 0 240 191 ja
0 245 945 ja ovat kuvanneet Nunberg et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. (USA) 75(11) (1978) 5553 - 5556 ja Saiki et
al., Bio/Technology 3 (1985) 1008 - 1012.

Uutettu DNA voidaan puhdistaa dialyysin, kromato-
grafian, affiniteettisieppauksen k&yttden komplementaari-
sia nukleiinihappoja tai mink& tahansa muun sopivan, alan
ammattimiehelle ilman muuta selvdn tekniikan avulla.

Kun eristetty DNA on saatu, sille suoritetaan mo-
nistamismenetelm&, joka tuottaa eksponenttimdirii molekyy-
1id suhteessa kaytettyjen vaiheiden lukum&idrdsn. On sel-
vdd, ettd kun kiinnostuksen Kohteina on useita DNA-mole-
kyylej&, monistamismenetelmds voidaan k8yttdd niiden kaik-
kien monistamiseen. Lopputulos on suuri lukumiddrd todetta-
vissa olevia nukleiinihappoja, joille voidaan sitten suo-
rittaa osoittamismenetelmis.

Yleisesti kdytetty monistamismenetelmd on kuvattu
huomattavan yksityiskohtaisesti US-patenttijulkaisuissa
4 683 195 ja 4 683 202.
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Tdssid kdytettynd viitattaessa alukkeisiin tai koet-
timiin, termi "oligonukleotidi" viittaa molekyyliin, joka
on muodostunut kahdesta tai useammasta deoksiribonukleoti-
dista tai ribonukleotidista ja edullisesti useammasta kuin
kolmesta. Tarkka koko ei ole kriittinen (paitsi alla kuva-
tulla koettimella), mutta riippuu monista tekijoistd mu-
kaan lukien oligonukleotidin lopullinen kdyttd tai tehta-
va. Oligonukleotidi voi olla saatu synteettisesti tai mui-
den alalla tunnettujen menetelmien avulla.

Termi "aluke" viittaa oligonukleotidiin, joko luon-
nossa esiintyvddn tai synteettisesti tuotettuun, joka ky-
kenee toimimaan synteesin k&yntiinpanokohtana sijoitettuna
olosuhteisiin, joissa nukleiinihappos&ikeelle komplemen-
taarisen alukkeenpidennystuotteen synteesi aiheutuu. Sel-
laisiin olosuhteisiin sisdltyy nukleotidien (kuten neljén
normaalin deoksiribonukleosiditrifosfaatin) ja polymeroi-
van aineen, kuten DNA-polymeraasin ldsndolo, sopiva lampd-
tila ja pH ja muita sopivia reagensseja, kuten magnesium-
tai mangaani-ionien 1l&hde. Alukkeet ovat yleensd tdysin
komplementaarisia kiinnostuksen kohteena olevalle nukleii-
nihapposekvenssille, mutta kohteen ja alukkeen kesken voi
esiintyd joitakin yhteensopimattomia pareja, jotka eivat
merkitsevdsti haittaa alukkeenpidennystuotteiden synteesin
kdyntiinpanoa ja muodostumista. T&td tarkoitetaan ilmai-
sulla "oleellisesti komplementaarinen".

Té&mdn Kkeksinndn mukaisessa monistamisessa voidaan
kdyttdd alukeparia, joka on spesifinen maidradtylle nukleii-
nihapolle. Kunkin alukeparin kohdalla on kriittisen té&r-
kedd, ettd alukkeiden molaariset pitoisuudet ovat erisuu-
ret, yleensad siten, ettd moolisuhde on suurempi Kuin 2:1.
Edullisesti moolisuhde on vihint&&n 5:1 ja se voi halut-
taessa olla suurempi suhde. Aluketta, jota on ldsnd suu-
rempana md&rdnd kunkin alukeparin tapauksessa, pidetdéan
alukkeena, jota on ldsnd ylimddrin. Sopiva moolisuhde md&-

rattyd kohdenukleiinihappoa varten riippuisi kohdenukleii-
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nihapon madrastd, kaytettyjen monistamissyklien lukum&s-
ridstd ja osoittamisreagenssien herkkyydestd ja alan ammat-
timies madrittdisi sen helposti. On tdrkedd ratkaista suh-
de tehokasta monistamista varten polymeraasiketjureaktios-
sa ja yhden alukkeenpidennystuotteen tehokasta osoittamis-
ta varten tarvitsematta denaturoida.

Sen alukkeen, jota on ldsnd pienemp&nd m8ar&nsd maa-
rédtyssd alukeparissa, midédrdn alan ammattimies méadrdisi
myos helposti tunnetun kirjallisuuden ja v&h&disen kokeilun
perusteella. Yleensd sitd on ldsnd mddrdnd, joka on vahin-
tadn 0,00l-mikromolaarinen ja m3aras 0,005 - 0,5-mikromo-
laarinen pidetd&dn edullisena. Yleensd mddrd on tehokas
kohdesdikeen riitté&van monistumisen aikaansaamiseksi.

Alukkeet ovat yleensd yksisdikeisid. Kunkin aluk-
keen tarkka pituus vaihtelee riippuen aiotusta kaytostd,
kohdesekvenssin monimutkaisuudesta, reaktioldmpdtilasta ja
alukkeen l&hteestd. Yleensd tdssd Keksinndssd kdytetyissa
alukkeissa on 15 - 50 nukleotidia ja edullisesti niiss&d on
20 - 30 nukleotidia.

Tass8 kayttdkelpoisia alukkeita voidaan saada mo-
nista ldhteistd tai valmistaa k&dyttden tunnettuja teknii-
koita ja laitteita, mukaan lukien esimerkiksi ABI-DNA-syn-
tetisoija (saatavissa toiminimeltd Applied Biosystems) tai
Biosearch™ 8600-sarjan, 8700-sarjan tai 8800-sarjan synte-
tisoijaa (saatavissa toiminimeltd Milligen-Biosearch,
Inc.) ja tunnettuja menetelmid niiden kiyttod varten.
Luonnossa esiintyvét alukkeet, jotka on eristetty biologi-
sista l8hteistd, ovat myds kdyttdkelpoisia (kuten restrik-
tioendonukleaasien pilkkomistuotteet).

Kun kohde-DNA on uutettu (mik&li tarpeellista) ja
denaturoitau, sen sdikeet saatetaan kosketuksiin tassi
kuvatun alukeparin kanssa sellaisissa olosuhteissa, etta
saadaan alukkeiden ja kohde-DNA-sdikeiden muodostamien
hybridisoituneiden tuotteiden seos. Sellaiset olosuhteet

ovat monistamiseen normaalisti kédytetyt olosuhteet, kuten
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on kuvattu US-patenttijulkaisussa 4 683 202, lukuun otta-
matta alukkeiden erisuuruisia m&drid. Sitten muodostetaan
alukkeenpidennystuotteita vdhintddn yhdestd8 hybridisoitu-
neista tuotteista, mitd seuraa uusi alukkeisiin yhdistdmi-
nen ja pidennystuotteiden muodostaminen. Viimeisen monis-
tamissyklin j&lkeen tuote, joka on muodostunut ylimd&rin
lasnd olevan alukkeen avulla, todetaan sopivalla tavalla,
ilman ettd tarvitaan loppukuumennus- eli denaturointivai-
hetta.

Tamé keksintd on myds hyddyllinen kaksi komplemen-
taarista s8iettd omaavan spesifisen nukleiinihapon osoit-
tamiseksi. Useimmat kiinnostuksen kohteina olevat nukleii-
nihapposekvenssit ovat jo kaksisdikeisi&, kuten DNA:ssa
esiintyvdt. Yksisdikeisid nukleiinihapposekvenssejd, kuten
mRNA, voidaan kuitenkin samoin osoittaa sen jadlkeen, kun
ne on muutettu kaksisdikeiseksi sekvenssiksi k&yttéen
kaédnteiskopioijaentsyymia.

Ennalta mddrdttyd nukleiinihapposekvenssii moniste-
taan kdytt8en tuon sekvenssin sisdltévidd nukleiinihappoa
templaattina. Jos nukleiinihappo sisdlt&di kaksi sdietta,
on tarpeellista erottaa sdikeet, joko erillisend vaiheena
(jos polymeraasi ei ole lammdnkestdvd) tai samanaikaisesti
alukkeenpidennystuotteiden muodostamisen kanssa. Mik&li
tarpeellista, denaturointi voidaan suorittaa kdyttden mita
tahansa sopivaa fysikaalista, Kkemiallista tai entsymaat-
tista keinoa, kuten alalla on kuvattu, kuten esimerkiksi
kuumentamalla.

Kun erotetut sdikeet ovat kédytettdvissid, lisdnuk-
leiinihapposaikeiden synteesi voidaan suorittaa ka&yttaen
alukkeita puskuroidussa vesiliuoksessa yleensi pH-arvossa
7 - 9. Deoksiribonukleosiditrifosfaatteja dATP, d4CTP, dGTP
ja dTTP lisdtdsn myds synteesiseokseen riittdving madrindg,
ja jos denaturointia tarvitaan, tulokseksi saatua liuosta
kuumennetaan 90 - 100 °C:seen korkeintaan 10 minuutin

ajan. Ta&mdn kuumentamisen jdlkeen liuos edullisesti jaah-
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10

dytetd&dn huoneenla&mpdtilaan ja sopivaa ainetta aiheutta-
maan (eli katalysoimaan) alukkeenpidennystuotteiden muo-
dostumista lis&td8n. T&m& aiheuttaja-aine tunnetaan alalla
vleensd polymeroivana aineena. Reaktio ndiden tuotteiden
muodostamiseksi suoritetaan tunnetuissa olosuhteissa
(yleensd lampttilassa, joka on huoneenlé&mpdtilan ja sen
lampdtilan, jossa polymeroitumista ei end& tapahdu, va-
1il1s).

Polymerociva aine voi olla mik& tahansa yhdiste tai
reagenssien yhdistelmd, jonka vaikutuksesta tapahtuu aluk-
keenpidennystuotteiden synteesi, mukaan lukien entsyymejé
(esimerkiksi E. coli -DNA-polymeraasi I, T4-DNA-polymeraa-
si, Klenow-polymeraasi, kd&nteiskopioijaentsyymi ja muita
alalla tunnettuja). Erityisen hyddyllisid entsyymejd ovat
termisesti stabiilit éntsyymit, kloonatut tai luonnossa
esiintyvadt, kuten erilaisilta Thermus-bakteerilajeilta
saadut.

Edullisia termisesti stabiileja entsyymej& ovat
DNA-polymeraasit, jotka on eristetty joko lajilta Thermus
aquaticus tai lajilta Thermus thermophilus tai valmistettu
synteettisesti niiden genomin avulla k&yttden Kkloonausme-
netelmid, kuten on kuvattu julkaisuissa EP-A-0 258 017 ja
WO-A-89/06 691. Muita hybddyllisid entsyymej&d ovat kuvan-
neet Rossi et al., Syst. Appl. Microbiol. 7(2 - 3) (1986)
337 - 341. Yleensd pidennystuotteiden synteesi kdynnistyy
kunkin alukkeen 3'-p&dstd ja etenee 5' - 3' ~suunnassa
templaattia pitkin, kunnes synteesi p&dattyy.

Vasta muodostuneet alukkeenpidennystuotteet, jotka
kdsittédvat vasta syntetisoidut s#ikeet ja niihin kulloin-
kin kuuluvan alukkeen, muodostavat alkuperdisten kohdes&i-
keiden kanssa Kaksisdikeisid molekyylejd, joita kadytetdsn
menetelmdn seuraavissa vaiheissa. N&ma s&dikeet erotetaan
sitten denaturoimalla, kuten yl1ld on kuvattu, jolloin saa-
daan yksisdikeisid molekyylej&, joihin syntetisoidaan uu-

sia nukleiinihappoja, kuten ylld on kuvattu. Voidaan tar-
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vita lisdd reagensseja monistamismenetelmdn pitémiseksi
kdynnissd, mink& jdlkeen useimmat pidennystuotteet koostu-
vat spesifisestd nukleiinihapposekvenssistd, jota rajoit-
tavat alukkeet (ts. komplementaarisia tuotteita).

S8ikeiden erottamisen ja pidennystuotteiden syntee-
sin vaiheet voidaan toistaa niin usein kuin on tarpeellisg-
ta sellaisen halutun mddrdn spesifistd nukleiinihappoa
tuottamiseksi, joka tarvitaan kéyttod, esimerkiksi osoit-
tamista varten. Yleensd vaihejakso (tunnetaan tavallisesti
syklind) toistetaan vahintddn kerran ja edullisesti v&hin-
tddn 15 - 20 kertaa. Jossakin vaiheessa monistamismenetel-
massd aluke, jota on l&asnd pienempdnd mddrdnd, on kaytetty
loppuun, kun taas monistaminen etenee toisen alukkeen
avulla. Siten muodostuu toista alukkeenpidennystuotetta
ylim88rin verrattuna toiseen tuotteeseen. Tamd ylimddrd-
tuote voidaan osoittaa t&man keksinnén avulla.

Kun halutaan tuottaa useampaa kuin yhtd erityistéa
nukleiinihappoa ensimméisestd nukleiinihaposta tai niiden
seoksesta, kaytetddn tarkoituksenmukaista alukeparien lu-
kum&88r8d ylld kuvatussa yleisessd menetelmdssi.

Yleensd, Kkun haluttu m&&rd ylim&&rdalukkeenpiden-
nystuotetta on tuotettu, se voidaan osoittaa kdytté&m3lla
entsyymilld merkitty& reagenssia, joka suoraan tai valil-
lisesti aikaansaa kolorimetrisen tai fluorometrisen sig-
naalin sopivan entsyymin substraatin l&snd ollessa. Hyo-
dyllisid entsyymej& ja substraatteja on tarkasteltu yksi-
tyiskohtaisemmin alla.

Ylimddrdalukkeesta tuotetun alukkeenpidennystuot-
teen osoittaminen voidaan suorittaa kdyttden mitd tahansa
sopivaa tekniikkaa mukaan lukien yleiset "dot blot" -mene-
telmdt ja -laitteet.

Yhdessd8 suoritusmuodossa reagenssi on entsyymillé
merkitty Kkoetin, joka on komplementaarinen osoitettavan
alukkeenpidennystuotteen vdhintddn yhdelle nukleiinihappo-

sekvenssille. Sellaisia koettimia voidaan valmistaa kidyt-
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tden alalla tunnettuja menetelmid ja kemiaa, kuten on ku-
vattu esimerkiksi julkaisussa WO-A-0 89/02 932, joka edus-
taa peroksidaasilla merkittyjen koettimien esittelyd. Sel-
laiset koettimet hybridiscoituvat ylim&&rin l&snd olevan
alukkeenpidennystuotteen kanssa ja tulokseksi saatu hybri-
disaatiotuote voidaan todeta sen jélkeen kun se on erotet-
tu hybridisoitumattomista aineista sopivalla tavalla, esi-
merkiksi k&@ytt8en sieppausreagenssia, kuten liukenematonta
reagenssia, jossa on avidiinia kiinnitettynd polymeerihel-
meen. Avidiinia wvoidaan ké&yttd&d muodostamaan kompleksi
alukkeenpidennystuotteessa olevien biotiiniosien kanssa.

Toisessa ja edullisessa suoritusmuodossa entsyymil-
14 merkitty reagenssi kdsittdid entsyymin, joka on konju-
goitu spesifisesti sitoutuvan osan Kanssa. Tulokseksi saa-
tu konjugaatti voidaan 1liitt&&8 Kkiinnostuksena Kkohteena
olevaan alukkeenpidennystuotteeseen antamalla spesifisesti
sitoutuvan osan muodostaa kompleksi ylimd&drin l8snd ole-
vassa alukkeenpidennystuotteessa olevan vastaavan resepto-
riosan kanssa. Esimerkiksi voidaan kayttdsd avidiini-perok-
sidaasikonjugaattia kompleksin muodostamiseksi biotinyloi-
dun ylimddrdn ldsnd olevan alukkeenpidennystuotteen kans-
sa. Voidaan samoin suunnitella ja k&ytt&8& muita spesifi-
sesti sitoutuvia komplekseja (kuten sokerilektiini ja vas-
ta-aine-hapteeni). Sellaisia aineita ja valmistuskeinoja
tunnetaan alalla. Tulokseksi saatu kompleksituote, jonka
ovat muodostaneet biotinyloitu alukkeenpidennystuote ja
avidiini-peroksidaasikonjugaatti, voidaan erottaa komplek-
Siksi sitoutumattomista aineista kayttamidlla sieppauskoe-
tinta, joka on komplementaarinen alukkeenpidennystuot-
teelle. Sieppauskoettimia tunnetsan alalla ja niihin kuu-
luu polymeerihiukkasia, joihin on sopivasti kiinnitetty
oligonukleotideja.

Y118 kuvatussa edullisessa suoritusmuodossa on
kaikkein edullisinta, ett& ylimddrin l&dsnd oleva aluke on

biotinyloitu, niin ettd tulokseksi saatu ylimdirin l&sna
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oleva alukkeenpidennystuote voidaan yhdistdd kompleksiksi
avidiini-entsyymikonjugaatin kanssa myShempdd toteamista
varten. Toisin sanoen alukkeeseen on kovalenttisesti kiin-
nitetty biotiiniosa. Sellaisia alukkeen ja biotiinin kon-
jugaatteja voidaan helposti valmistaa kdyttden tunnettua
teknologiaa, kuten ylla mainitussa julkaisussa WO-A-0 89/
02 931.

Jos halutaan  erottaa hybridisoituneet tuotteet,
jotka on tehty liukenemattomiksi, voidaan ké&yttdad mitad
tahansa sopivaa erottamiskeinoa mukaan lukien sentrifu-
gointi, suodatus ja pesu. Edullisesti kdytetddn mikrohuo-
koista suodatuskalvoa ja se toimitetaan diagnostisen tes-
titarvikepakkauksen osana. Erityisen hy®dyllisi& mikrohuo-
koisia suodatuskalvoja ovat polyamidikalvot, joita myy
Pall Corp. Haluttaessa kalvot voidaan p&dllystdsa proteii-
neilla, kuten kaseiinilla, sukkinyloidulla kaseiinilla tai
ilonoitumattomilla pinta-aktiivisilla aineilla.

Kalvoja voidaan k&yttdd erillisend alustana sopi-
vien astioiden kanssa nesteen ja liukenevien aineiden ko-
koamista wvarten. Edullisesti ne on kuitenkin asennettu
koelaitteen osaksi. Erilaisia koelaitteita tunnetaan alal-
la mukaan lukien ne, jotka on kuvattu US-patenttijulkai-
suissa 3 825 410, 3 888 629, 3 970 429 ja 4 446 232. Eri-
tyisen hytdyllisid laitteita on kuvattu EP-patenttijulkai-
sussa 0 308 231.

Saatettaessa entsyymilld merkitty reagenssi koske-
tuksiin alukkeenpidennystuotteen kanssa, tarjotaan sopiva
substraatti ja mit& tahansa muita reagensseja, jotka tar-
vitaan todettavissa olevan kolorimetrisen tai fluorometri-
sen signaalin tuottamiseksi. Hyddyllisid merkkientsyymeji
ovat peroksidaasi, glukoosioksidaasi, BRB-galaktosidaasi,
ureaasi, alkalinen fosfataasi. Edullisina pidet&&n perok-
sidaasia ja alkalista fosfataasia ja edullisimpana perok-

sidaasia.
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Hybtdyllisid substraatteja ja v8rin antavia reagens-
seja tunnetaan alalla mddrdttyd entsyymid varten. Esimer-
kiksi ovat hy6dyllisi8 vdrin antavia reagensseja peroksi-
daasia varten tetrametyylibentsidiini ja sen johdannaiset
ja leukovériaineet, kuten triaryyli-imidatsolileukovériai-
neet (kuten on kuvattu US-patenttijulkaisussa 4 089 747).
Erityisen hy8dyllisid vérin antavia koostumuksia ovat tri-
aryyli-imidatsolileukov&riaineet kdytettynd yvhdessd maa-
rdttyjen stabiloimisaineiden kanssa, esimerkiksi sellais-
ten, joita on Kuvattu EP-patenttijulkaisussa 0 308 236.

Varin l&sndolo on osoitus kohde-DNA:n l&snaolosta
testatussa ndytteessd. Vari voidaan usein todeta silmam&&-
rdisesti kayttamatta laitteita, mutta joissakin tapauksis-
sa vdrin tiheys voi olla vdhdinen tai s&dhkomagneettisen
spektrin ndkyvan alueen ulkopuolella ja vaatia siten sopi-
van ilmaisulaitteen (ts. spektrofotometrej&d tai fluoromet-
rejd) tyydyttavdd mésdrittamistd varten. Menetelmi&d tamén
suorittamiseksi tunnetaan alalla.

Tdmdn keksinnotn mukaista menetelmdd voidaan kdyttada
sellaisten nukleiinihappojen monistamiseen tai osoittami-
seen, jotka liittyv&t tartuntatauteihin, geneettisiin h&i-
ridihin tai soluh&iridihin, kuten sy®piin. Erilaisia tar-
tuntatauteja voidaan diagnosoida sen perusteella, etta
kliinisessd n3ytteessi on lidsnd pieni ma&ra DNA:ta, joka
on spesifinen jollekin organismille, Kkuten bakteerille,
hiivalle, alkueldimelle tai virukselle.

Edullisessa suoritusmuodossa menetelmd kaksi komp-
lementaarista sdiettd omaavan nukleiinihapon osoittamisek-
si kdsittd&8 seuraavat vaiheet:

A. saatetaan nukleiinihapon denaturoidut komplemen-
taariset sdikeet kosketuksiin:

deoksiribonukleosidi-5'-trifosfaattien,

DNA-polymeraasin, joka on eristetty lajilta Thermus
aquaticus, lajilta Thermus thermophilus tai niiden geno-

mista perdisin olevan kloonin avulla, ja
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parin sellaisia alukkeita kanssa, jotka ovat oleel-
lisesti komplementaarisia denaturoiduille nukleiinihappo-
sdikeille,

hybridisointiolosuhteissa, niin ettd saadaan aluk-
keiden pidennystuotteiden ja niiden komplementaaristen
nukleiinihapposédikeiden muodostamia hybridiscoituneita
tuotteita, jotka pidennystuotteet voivat, kun ne on ero-
tettu niiden komplementaarisista s&ikeistd, toimia temp-
laatteina pidennystuotteiden synteesid varten,

jolloin alukkeita on l&snd moolisuhteessa, joka on
vdhintdan 5:1,

B. erotetaan alukkeenpidennystuotteet templaateis-
ta, joihin ne on syntetisoitu,

C. annetaan erotettujen alukkeenpidennystuotteiden
olla monistamisolosuhteissa vdhintd&n 15 syklin ajan, ja

D. denaturoimatta endd8 vaiheessa C muodostuneita
monistettuja tuotteita osoitetaan kolorimetrisesti sen
alukkeenpidennystuotteen l&sn&olo, jota muodostettiin
kdyttden ylimddrin ldsnd olevaa aluketta,

joka osoittaminen suoritetaan kdyttden:

peroksidaasille merkitty&d reagenssia, joka peroksi-
daasille herkd&n leukovériaineen ja vetyperoksidin ldsnad
ollessa antaa vdrin ja joka reagenssi kykenee yhdistymdén
todettavaan alukkeenpidennystuotteeseen, ja

sieppauskoetinta, joka on komplementaarinen todet-
tavalle alukkeenpidennystuotteelle.

Seuraavat esimerkit valaisevat tdmdn keksinndn kiy-

td&ntdd, mutta niitd ei ole tarkoitettu mill&&n tavalla
rajoittavikesi.

Esimerkit 1 ja 2

HLA:n osoittaminen kdyttden merkkientsyymid ilman

lopullista denaturointivaihetta

Namé& esimerkit esittelevét tdmdn keksinndén mukaisen
menetelmdn kdyttden entsyymilld merkitty& reagenssia,

sieppauskoetinta ja kolorimetristd osoittamista ja kahta
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erilaista alukkeiden suhdetta. Tdss& menetelmdssd ei ollut
lopullista denaturointivaihetta monistamisen jadlkeen.

Materiaalit

DNA-ndyte eristettiin HLA-homotsygoottiselta lymfo-
blastisolulinjalta LBF (GM 03163 talletuspaikasta the
Human Genetic Mutant Cell Depository, Camden, N.J.) pro-
teinaasi K:n avulla pilkkomisen ja fenoli/kloroformiuuton
avulla kéyttéden yleisid menetelmid, jotka ovat kuvanneet
Maniatis et al. (mainittu ylla).

Kiytetyissd alukkeissa oli seuraava nukleotidisek-
venssi, kdyttéen standardimerkintéjda A (adeniini), G (gua-
niini), T (tymiini) ja C (sytosiini):

aluke 1 [komplementaarinen (-)-sdikeelle]:

5'=X~GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCAG-3"',

aluke 2 [komplementaarinen (+)-sdikeelle]:

5'-CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAGTTG-3"'
jossa X edustaa biotiinia, joka on kiinnitetty aminotetra-
eteeniglykolivalikeryhmén avulla kdytt&en menetelmid, jot-
ka on kuvattu julkaisussa WO-A-0 89/02 931.

Sieppauskoetin koostui polymeerihiukkasesta, joka
0li muodostettu poly(styreeni-co-akryylihaposta (moolisuh-
de 70:30, keskim&ardinen halkaisija 0,7 mikrometria) ja
johon oli kovalenttisesti kiinnitetty (-)-sdikeelle komp-
lementaarinen oligonukleotidi. Oligonukleotidissa oli seu-
raava sekvenssi:

5'-Y-CCTCTGTTCCACAGACTTAGATTTG-3'
jossa Y edustaa aminotetraeteeniglykolivélikeryhm&d, joka
on valmistettu julkaisussa WO-A-0 89/02 931 (mainittu yl-
13) kuvattujen menetelmien avulla.

Polymeerihiukkaset valmistettiin k&ayttden yleisia
emulsiopolymerointimenetelmid ja oligonukleotidi kiinni-
tettiin hiukkasiin kdytt8en aminotetraeteeniglykolivédlike-
ryhm88 ja standardikemiaa kéytt&en karbodi-imidireagens-
sia, kuten 3-(dimetyyliamino)propyylietyylikarbodi-imidi-
hydrokloridia.
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Kdytettiin Surecell™-kertakdyttoistd koelaitetta.
Se sisdlsi 1,2 mikrometrin huokoskoon omaavan Biodyne™A-
mikrohuokoisen nailonkalvon, joka oli pdallystetty kaseii~
nilla (noin 1 g/m?).

Vidrin antava koostumus sisdlsi 2-(4-hydroksi-3-
metoksifenyyli)-4,5-bis(4-metoksifenyyli)imidatsolileuko-
vdriainetta (0,008 paino-%), poly(vilyylipyrrolidonia)
(1 paino-%), natriumfosfaattia (10 mM, pH 6,8), dietylee-
nitriamiinipentaetikkahappoa (10 uM), 4'-hydroksiasetani-
lidia (2 mM) ja vetyperoksidia (10 mM).

Koe

LBF-solulinjasta perdisin olevaa DNA:ta monistet-
tiin 100 mikrolitran reaktioastiassa, joka sisdlsi tris-
(hydroksimetyyli)aminometaanihydrokloridipuskuria (5 mM,
pH 8,3), magnesiumkloridia (2,5 mM), kutakin dNTP:a (kukin
175 uyM), DNA-polymeraasia, joka oli eristetty 1lajilta
Thermus aquaticus (2 Kansainvdlistd vyksikkod), (+)-sdi-
keelle komplementaarista aluketta (0,2 uM) ja (-)-sédikeen
kanssa yhteensopivaa aluketta pienempind m&arind (joko
0,02 tai 0,04 uM).

Monistamismenetelmdid suoritettiin 30 syklin ajan
(kukin sykli sisdlsi denaturointia 30 sekunnin ajan
95 °C:ssa, hybridisointia 30 sekunnin ajan 55 °C:ssa ja
alukkeen pident@mistd 60 sekunnin ajan 70 °C:ssa) kdyttden
kaupallisesti saatavissa olevaa Perkin-Elmer-lampdsykli-
laitetta. Ylim#&arin ké&ytetyn alukkeen avulla tulokseksi
saatua kaksisdikeistda DNA-tuotetta ei denaturoitu lopul-
lisen kuumennusvaiheen avulla.

Suoritettiin kontrollimonistaminen k&ytt&den samoja
reagensseja ja menetelmd, paitsi ettd alukkeita kéytettiin
yhtd suurina médrind ja lopullista denaturointivaihetta
suoritettiin 95 °C:ssa viiden minuutin ajan.

Monistettujen tuotteiden osoittaminen suoritettiin
sekoittamalla yll&d kuvattu polymeraasiketjureaktioseos

(100 pl) sieppauskoettimen (200 pg) kanssa, joka oli



ooooo

10

15

20

25

30

35

18

liuoksessa, joka sisédlsi natriumfosfaattia (8,5 mM, pH
7,4), natriumkloridia (149 mM), etyleenidiamiinitetraetik-
kahappoa (1 mM) ja Triton™X-100-ionoitumatonta pinta-ak-
tiivista ainetta (0,1 paino-%) lopullisessa tilavuudessa
30 pl. Tata seosta inkuboitiin 42 °C:ssa kymmenen minuutin
ajan, jotta koetin saisi hybridisoitua ylimddard-(-)-sdi-
keisiin. Tulokseksi saatu suspensio lisdttiin Surecell™-
kertakdyttdiseen koelaitteeseen ja liukenemattomaksi saa-
tettu tuote koottiin koelaitteen koekuopassa olevalle kal-
volle. Liukenemattomaksi tehty tuote pestiin liuoksella
(200 pl), jossa oli natriumfosfaattia (8,5 mM, pH 7,4),
natriumkloridia (149 mM), etyleenidiamiinitetraetikkahap-
poa (1 mM) ja natriumdodekyylisulfaattia (0,5 paino-%) ja
joka oli esil&mmitetty 55 °C:seen.
Piparjuuriperoksidaasi-avidiinikonjugaattia
(2,3 ng) (saatavissa Kodak See-Quence™-HLA-DQa-geenikoe-
tintarvikepakkauksessa) lisdttiin sitten koelaitteeseen
reagoimaan liukenemattomaksi tehdyn biotinyloidun aluk-
keenpidennystuotteen kanssa. Koelaitetta inkuboitiin noin
20 - 25 °C:ssa kahden minuutin ajan, mitd seurasi pesu
liuoksella (200 pul), jossa oli tris(hydroksimetyyli)amino-
metaanihydrokloridipuskuria (50 mM, pH 8,8), natriumdode-
kyylisulfaattia (2,4 paino-%), natriumkloridia (0,5 M) ja
l~metyyli-2-pyrrolidonia (10 paino-%). Sitten lisidttiin
vdrin antavaa koostumusta (50 pl), mitd seurasi inkubointi
20 - 25 °C:ssa viiden minuutin ajan. Kokeiden tulokset
(sekd kontrolli ettd keksintd) on esitetty seuraavassa
taulukossa silmdmddrdisesti madritettynd vdrikelukemana
kdyttden asteikkoa 0 - 5 (jossa 5 on suurin virin tiheys).
Vaikka kontrollikokeessa saatiin hyvaksyttdva naky-
vd signaali, oli t&mi mahdollista ainoastaan, koska ent-
syymilld merkittyd reagenssia lisdttiin kootulle tuot-
teelle denaturointivaiheen j&lkeen. T&m& on rajoitus
erdissa kokeissa. On selvdd, ettd tamd Keksintd tarjoaa

keinon entsyymilld merkityn reagenssin kayttémiseksi tyy-
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dyttdvien analyysitulosten saamiseksi, ilman ettd tarvi-
taan lopullista denaturcintia monistamisen jdlkeen, joka
kuumennusvaihe tuhoaisi merkkientsyymin tehokkuuden. Se

tarjoaa siten enemmidn joustavuutta kokeisiin kédytettiessa

5 entsyymilld merkittyj& reagensseja.
' Taulukko
Koe Alukkeiden suhde (moolisuhde) Virin tiheys
Kontrolli 1:1 4,5
10 Esimerkki 1 5:1 4,5

Esimerkki 2 10:1 4,5

Tses nsan
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelm&d& kaksi komplementaarista sdiettd omaa-
van nukleiinihapon osoittamiseksi, tunnettu sii-
td, ettd se sisdltid&8 seuraavat vaiheet:

A. saatetaan nukleiinihapon denaturoidut komplemen-

r

taariset s&ikeet kosketuksiin:

deoksiribonukleosidi-5'-trifosfaattien,

polymeroivan aineen ja

parin sellaisia alukkeita kanssa, jotka ovat oleel-
lisesti komplementaarisia denaturciduille nukleiinihappo-
sdikeille,

hybridisointiolosuhteissa, niin ettd mucdostuu
komplementaarisen nukléiinihapposéikeensé kanssa hybridi-
soituneita alukkeenpidennystuotteita, joita pidennystuot-
teita voidaan, kun ne on erotettu niiden komplementaari-
sista sdikeistd, kayttdd templaatteina pidennystuotteiden
synteesia varten,

jolloin alukkeita on 1l&8sn& moolisuhteessa, joka on
vdhintdén 2:1,

B. erotetaan alukkeenpidennystuotteet templaateis-
ta, joihin ne on syntetisoitu,

C. annetaan erotettujen alukkeenpidennystuotteiden
olla monistamisolosuhteissa, ja

D. denaturoimatta endd vaiheessa C muodostuneita
monistettuja tuotteita, osoitetaan kolorimetrisesti tai
fluorometrisesti sen alukkeenpidennystuotteen 1ldsndolo,
jota muodostettiin k&yttdm&lld aluketta ylimddrin, joka
osoittaminen suoritetaan kdyttdm&lld entsyymilld merkittya
reagenssia, joka sen substraatin l&snd ollessa antaa to~
dettavissa olevan kolorimetrisen tai fluorometrisen sig-
naalin, jolloin reagenssi on joko komplementaarinen todet-
tavalle alukkeenpidennystuotteelle tai kykenee liittym&é&n

siihen.
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2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd alukkeita on 1ladsnd moolisuh-
teessa, joka on vdhintd&n 5:1.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetel-
md, tunnettu siitd, ettd polymeroiva aine on lam-
monkestdva polymeraasi.

4. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 ~ 3 mukai-
nen menetelmd, tunnettu siitd, ettd monistetut
ftuotteet osoitetaan kolorimetrisesti kayttden sellaista
substraattikoostumusta entsyymilld merkittyd reagenssia
varten, joka antaa vérin kyseisen entsyymin l&snd ollessa.

5. Minkd tahansa patnettivaatimuksen 1 - 4 mukai-
nen menetelmd, tunne t tu siitd, ettd merkkientsyy-
mi on peroksidaasi ja substraattikoostumus sis&ltaa leuko-
variaineen, joka antaa vdrin peroksidaasin ja vetyperoksi-
din ldsn& ollessa.

6. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 4 mukai-
nen menetelmd, tunnettu siitd, ettd& merkkientsyy-
mi on alkalinen fosfataasi.

7. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 6 mukai-
nen menetelmd, tunnettu siitd, ettd entsyymillad
merkitty reagenssi on entsyymilld merkitty oligonukleoti-
dikoetin, joka on komplementaarinen todettavalle alukkeen-
pidennystuotteelle.

8. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd merkkientsyymi on peroksi-
daasi.

9. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 8 mukai-
nen menetelmd, tunnettu siitd, ettd ylimdarin
ldsnd olevan alukkeenpidennystuotteen osoittaminen kdsit-
t&8d tuotteen hybridiscinnin sieppauskoettimen kanssa.

10. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 9 mukai-
nen menetelms, tunnettu siitd, ettd entsyymilléd
merkitty reagenssi on avidiinin ja entsyymin konjugaatti,
joka kykenee muodostamaan kompleksin ylim&&rin l&snd ole-

van biotinyloidun alukkeenpidennvstuotteen kanssa.
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