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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmd naytteen valmistelemiseksi DNA:n
kaksoisjuosteen katkosten (double-strand break, DSB)
tunnistamiseksi nukleiinihapponaytteessa, jossa valmis-
telu kédsittda DSB-assosioituneiden nukleiinihappojen
muokkaamisen siten, ettd ne ovat:

(i) sopivia sitoutumaan substraattiin, Jjoka
kdasittad ensimméisen immobilisoidun alukkeen, ja

(ii) sopivia monistamiseen, jossa monistaminen
kdasittad mainitun ensimmd@isen immobilisoidun alukkeen
ja toisen alukkeen kaytdon; menetelmé&n kasittédessa:

a) Jarjestetdan nayte, Jjoka kasittaa Jjoukon
nukleiinihappoja;

b) altistetaan nukleiinihappojen joukko ensim-
médiselle adaptorille olosuhteissa, jotka edistavat 1li-
gaatiota, jossa ensimmdinen adaptori kasittaa oligonuk-
leotidin, joka kykenee tulemaan ligatoiduksi DSB:n juos-
teen 3'-paddhan ja joka kasittad sekvenssin, joka kykenee
sitoutumaan ensimmdiseen 1immobiliscoituun alukkeeseen
hybridisaatiolla;

c) fragmentoidaan nukleiinihappojen joukko; ja

d) altistetaan nukleiinihappojen joukko toi-
selle adaptorille olosuhteissa, jotka edistavat ligaa-
tiota, jossa toinen adaptori kasittaa oligonukleotidin,
joka kykenee tulemaan ligatoiduksi juosteen 5'-padahan
fragmentaation aikaansaamassa katkoksessa, mutta Jjoka
el kykene tulemaan ligatoiduksi ensimmaiseen adapto-
riin, ja joka ei kadsitad sekvenssia, joka kykenee sitou-
ftumaan substraattiin immobilisoituun alukkeeseen hybri-
disaatiolla, ja Jjoka kasittaa sekvenssin, joka on ident-
ftinen toisen alukkeen alueen kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
jossa toinen aluke on immobilisoitu substraattiin.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuk-
sen 2 mukainen menetelma, Jjossa vaihe b) on seuraava:

altistetaan nukleiinihappojen joukko ensimmai-

selle adaptoriparille olosuhteissa, Jotka edistavat
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ligaatiota, Jjossa ensimmainen adaptoripari kykenee tu-
lemaan ligatoiduksi ainakin DSB:n juosteen 3'-paahan,
Jja Jjossa ensimmadinen adaptoripari kasittda ensimmaisia
ja toisia oligonukleotideja, jotka ovat ainakin osittain
komplementaarisia, Ja ensimmdinen oligonukleotidi on
ligatoitavissa 3'-paahan Jja kasittaa sekvenssin, Jjoka
kyvkenee sitoutumaan substraattiin immobilisoituun aluk-
keeseen hybridisaatiolla; ja

jossa vaihe d) on seuraava:

altistetaan nukleiinihappojen Jjoukko toiselle
adaptoriparille olosuhteissa, Jjotka edistavat ligaa-
tiota, jossa toinen adaptoripari kykenee tulemaan liga-
toiduksi ainakin juosteen 5'-padhdn fragmentaation ai-
kaansaamassa katkoksessa, mutta ei kykene tulemaan 1i-
gatoiduksi ensimmaisen adaptoriparin ensimméiseen oli-
gonukleotidiin, Jjossa toinen adaptori kasittida ensim-
maisia ja toisia osittain komplementaarisia oligonuk-
leotideja, Jja ensimmainen oligonukleotidi on ligatoita-
vissa bL'-paahan ja kasittaa sekvenssin, joka on ident-
ftinen toisen alukkeen alueen kanssa, ja toinen oligonuk-
leotidi ei k&asitd sekvenssia, joka on komplementaarinen
mainitulle toisen alukkeen alueen kanssa identtiselle
sekvenssille.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1-3 mukainen
menetelmsd, Jjossa toinen adaptoripari kasittaa:

ensimméisen oligonukleotidin, Jjoka kasittaa
sekvenssin CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ ID NO: 32) mu-
kaisen sekvenssin, ja toisen oligonukleotidin, joka ka-
sittaa sekvenssin, joka el kasitd sekvenssia, jossa on
enemman kuin 5, 10, 15 tai 20 emastd, tai ei kasita
kaikkia 24:8a8 emasta, sekvenssista ATCTCGTATGCCGTCTT-
CTGCTTG (SEQ ID NO: 30); tai

ensimméisen oligonukleotidin, Jjoka kasittaa
sekvenssin AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34) mukaisen
sekvenssin, Jja toisen oligonukleotidin, Jjoka kasittaa

sekvenssin, Jjoka el ké&sita enempdaa kuin 5, 10 tai 15



10

15

20

25

30

35

emasta, tail ei kasita kaikkia 20:ta eméasta, sekvenssista
TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31).

5. Patenttivaatimuksen 3 tai patenttivaatimuk-
sen 4 mukainen menetelm&d, Jjossa ensimmdisen adaptoripa-
rin ensimmdinen ja/tai toinen oligonukleotidi kasittaa
3'- ja/tail b5'-suojapiirteen; ja/tai jossa toisen adap-
toriparin ensimmdainen ja/tai toinen oligonukleotidi ka-
sittaa 3'- ja/tail H'-suojapiirteen; jossa valinnaisesti

toinen adaptoripari ei kykene tulemaan liga-
toiduksi ensimmdiseen adaptoriin Jjohtuen ensimm&isen
adaptorin 3'-modifikaation lasn&aolosta.

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1-5 mukainen
menetelmsa, jossa toisen adaptorin oligonukleotidi, joka
on ligatoitavissa b5'-paahan, kasittaa sekvenssin, Jjoka
on identtinen immobilisoidun alukkeen 5, 10, 15, 20, 21,
24 tail useamman emaksen kanssa.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen
menetelma, Jjoka kasittada lisdksi nukleiinihappojen jou-
kon saattamisen kosketuksiin immobilisoituja alukkeita
kasittavan substraatin kanssa olosuhteissa, Jjotka so-
veltuvat immobilisoitujen alukkeiden hybridisaatioon
komplementaarisiin nukleiinihapoihin.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmi,
Jjoka kasittaa lisdksi mahdollisten substraattiin hybri-
disoituneiden nukleiinihappojen sekvenssitietojen hank-
kimisen.

9. Jonkin patenttivaatimuksista 1-8 mukainen
menetelmd, Jjossa mainittu nukleiinihappojen joukon ka-
sittava nayte on gDNA:ta.

10. Jonkin patenttivaatimuksista 1-9 mukainen
menetelma, Jjossa:

vaiheet suoritetaan Jjarjestyksessa a), b)), <)
ja sitten d); tai

vaiheet suoritetaan Jjarjestyksessa a), c), d)
ja sitten Db); Jossa nayte altistetaan olosuhteille,
jotka kykenevat aiheuttamaan tai joiden ep&dillaan kyke-

nevan aiheuttamaan DSB:n vaiheiden d) ja b) valissa;
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jossa valinnaisesti néayte altistetaan olosuhteille,
jotka kykenevat aiheuttamaan DSB:n kiinnostuksen koh-
fteena olevassa piliirteessa nukleiinihappondytteessa.

11. Kitti néytteen valmistelemiseksi DSB:ien
tunnistamiseksi gDNA-naytteessd, Jjossa kitti kasittaa
oligonukleotidipareja, Jjotka on konfiguroitu sopiviksi
toimimaan ensimmdisend ja toisena adaptorina suoritet-
taessa jonkin patenttivaatimuksista 1-10 mukaisia mene-
telmia, kitin kasittédessa

i) ensimm&isen parin oligonukleotideja, joista
ensimmainen kadsittda bL5'-sitomispiirteen, Jjoka mahdol-
listaa mainitun oligonukleotidin ligaation kaksoisjuos-
teisen nukleiinihapon juosteeseen, ja kadsittada sekvens-
sin TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31) mukaisen sek-
venssin; Jja toisen oligonukleotidin, Jjoka on komplemen-
ftaarinen mainitulle ensimmd@isen parin ensimmaiselle
oligonukleotidille; Jja Jjossa Jompikumpi tai kumpikin
mainituista oligonukleotideista k&sittda vastaavasti
3'- jJa/tal 5'-suojapiirteen; ja

ii) toisen parin oligonukleotideja, Jjoista en-
simmédinen ei kasitd sekvenssiia, jossa on enemman kuin
5, 10, 15 tai 20 em&dsta, tal ei kasita kaikkia 24:43
emasta, sekvenssista ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ 1D
NO: 30); Jja toisen oligonukleotidin, Jjoka kasittaa 3'-
sitomispiirteen, Jjoka mahdollistaa mainitun oligonuk-
leotidin ligaation kaksoisjuosteisen nukleiinihapon
Jjuosteeseen, Jja kasittda sekvenssin CAAGCAGAAGACGGCA-
TACGAGAT (SEQ ID NO: 32) mukaisen sekvenssin; Jja jossa
Jompikumpi tai kumpikin mainituista oligonukleotideista
kdsittaa vastaavasti 3'- ja/tai 5'-suojapiirteen; tai

i) ensimm&isen parin oligonukleotideja, joista
ensimmainen kadsittda bL5'-sitomispiirteen, Jjoka mahdol-
listaa mainitun oligonukleotidin ligaation kaksoisjuos-
teisen nukleiinihapon juosteeseen, ja kadsittada sekvens-
sin ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30) mukaisen
sekvenssin; ja toisen oligonukleotidin, joka on komple-

mentaarinen mainitulle ensimmaisen parin ensimmaiselle
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oligonukleotidille; Jja Jjossa Jompikumpi tai kumpikin
mainituista oligonukleotideista kasittaa vastaavasti 3'
jJa/tal 5'-suojapiirteen; ja

ii) toisen parin oligonukleotideja, Jjoista en-
simmédinen ei kasitd sekvenssiia, jossa on enemman kuin
5, 10 tai 15 emdsta, tail ei kasita kaikkia 20:ta emasta,
sekvenssista TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); ja
toisen oligonukleotidin, Jjoka kasittada 3'-sitomispiir-
teen, Jjoka mahdollistaa mainitun oligonukleotidin 1i-
gaation kaksoisjuosteisen nukleiinihapon jucosteeseen ja
kasittad sekvenssin AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34)
mukaisen sekvenssin; Jja jossa Jjompikumpi tai kumpikin
mainituista oligonukleotideista k&sittda vastaavasti
3'- jJa/tal 5'-suojapiirteen.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen kitti,
jossa:

(a) oligonukleotidien ensimmdisen parin ja/tai
toisen parin ensimmdinen oligonukleotidi k&sittaa hyb-
ridisaatiokohdan, Jjohon ensimmdinen sekvensointialuke
vol sitoutua; ja/tai

(b) mainitut kohdan i) ja/tai kohdan ii) en-
simmaiset Jja toiset oligonukleotidit kasittavat myds
indeksipiirteen, Jjoka on tietty nukleotidien sekvenssi,
joka mahdollistaa poolattujen naytteiden alkuperdan maa-
rittamisen.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen kitti,
jossa mainittu kitti kasittaa lisaksi:

vahintaan yvhden alukkeen, Jjoka sitoutuu ensim-
maiseen ja/tail toiseen hybridisaatiokohtaan sekvensoin-
tia varten; ja/tai

fragmentointiaineita.

14. Kaksoisjuosteadaptori DNA:n kaksoisjuos-
teen katkosten (DSB) tunnistamiseksi nukleiinihap-
ponaytteessa, Jjossa kaksoisjuosteadaptori on konfigu-
roitu sopivaksi toimimaan toisena adaptorina suoritet-
taessa jonkin patenttivaatimuksista 1-10 mukaisia mene-

telmia, kaksoisjuosteadaptorin kasittaessa:
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(a) ensimmdisen oligonukleotidijuosteen, Jjoka
ei kasitad sekvenssia, jossa on enemman kuin 5, 10, 15
tal 20 emastd, tai el kasita kaikkia 24:84 emasta, sek-
venssista ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30); Jja
toisen oligonukleotidin, Jjoka kasittada 3'-sitomispiir-
teen, Jjoka mahdollistaa mainitun oligonukleotidin 1i-
gaation kaksoisjuosteisen nukleiinihapon juosteeseen ja
kasittaa sekvenssin CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ 1ID
NO: 32) mukaisen sekvenssin; Jja Jjossa Jjompikumpi tai
kumpikin mainituista oligonukleotideista kasittaa wvas-
taavasti 3'- ja/tai 5'-suojapiirteen; tai

(b) ensimmdisen oligonukleotidijuosteen, Jjoka
el kasitd sekvenssida, jossa on enemman kuin 5, 10 tai
15 emastad, tai ei kasita kaikkia 20:ta emdsta, sekvens-
sistda TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); ja toisen
oligonukleotidin, joka kasittaa 3'-sitomispiirteen,
Jjoka mahdollistaa mainitun oligonukleotidin ligaation
kaksoisjuosteisen nukleiinihapon juosteeseen, ja kasit-
tad sekvenssin AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34) mu-
kaisen sekvenssin; ja jossa jompikumpi tai kumpikin mai-
nituista oligonukleotideista kasittaa vastaavasti 3'-

ja/tal 5'-suojapiirteen.
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