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Kaksois-D-silmukan muodostumisen diagnostiset sovellutuk-
set - Diagnostika tilldmpningar av dubbel D-8gleformation

Tédmd hakemus on ogittainen jatko samanaikaisesti haetul-
le, kanssaomistetulle U.S. hakemukselle sarjanumero 07/
910 791, jatetty 9. heindkuuta 1992, mikd on osittainen
jatko samanaikaisesti haetulle, kanssaomistetulle U.S.
hakemukselle sarjanumero 07/755 462, jatetty 4. syyskuuta
1992, mikd on osittainen jatko samanaikaisesti haetulle,
kanssaomistetulle U.S. hakemukselle sarjanumero 07/520
321, Jjatetty 7. toukokuuta 1990.

Tédmé keksintd koskee RecA-katalysoitujen stabiilien kak-
sois~D~silmukkarakenteiden muodostumista, joita voidaan
kdyttdd lukuisissa diagnostisissa menetelmissd, kahden
koettimen sieococaus/médrittéminen systeemit, RecA:n hel-
pottama DNA-amplifikaatio ja in situ hybridisaatio mu-

kaanluettuina.
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RecA+ proteiini on (villityyppi) 37 842 daltonin proteii-
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ni, joka léydettiin Escherichia colj bakteerista, mikid on
tdrkedd homologista DNA~rekombinaatiota varten. Suurin
osa sen biokemian ja entsymologian tiedosta on perdisin
in vitro tutkimuksista kdyttdmdlli puhdistettua RecA+
proteiinia. Lukuisat in vitro tutkimukset ovat osoitta~
neet, ettd RecA+ proteiini liittyy ldheisesti homologis-
ten DNA-sekvenssien pariutumisreaktioon, mikd lopulta
johtaa homologisiin rekombinaatiotapahtumiin (Radding;
katso Cox et al. tai Roca et al. viimeaikaisia RecA+ pro-
teiinin ominaisuuksia). Tdmd pariutumisreaktio tekee Re-
cA+ proteiinin erittdin hyédylliseksi DNA:n diagnostisiin

sovellutuksiin.

ATP:n lédsndollessa RecA+ proteiini katalysoi juosteen
vaihdon lukuisten substraattien v&lilld, merkitykselli-
sintd ollen yksi- ja kaksijuosteiset DNA:t DNA-koetinso-
vellutuksiin. RecA-proteiinin peittdmidt yksijuosteiset
DNA-koettimet ovat vuorovaikutuksessa kaksijuosteisen
("natiivin") kohdesekvenssin homologisen osan kanssa en-
sin muodostaen rekombinaatiovdlituotteen, jossa on hybri-
disoituneita, osittain yhteenliittyneitd molekyyleiji,
joita kutsutaan (yksittdis) D-silmukoiksi (tai joissakin
tapauksissa kolmejuosteisiksi rakenteiksi) (Shibata et
al., 1979). Tdtd seuraa haarautunut kulkeminen ja tdydel-
listen hybridimolekyylien muodostuminen alkuperdisten yk-
si- ja kaksijuosteisten DNA:n vdlille riippuen niiden

homologian médridsta.

Lyhyet korvaussilmukat tai kolmijuosteiset D-silmukkara-
kenteet lineaarisissa kohteissa ovat tavallisesti epédsta-
biileja deproteinisaation jdlkeen. RecA-proteiinin on
osoitettu muodostavan stabiileja komplekseja, joissa on
lyhyet oligonukleotidit, 9~20 bp (tai suurempi) pituudel-
taan ATPyS:n ja ylimddrdn RecA-proteiinia lésndollessa
(Leahy et al.). Kun kédytetddn lineaarisia kaksijuosteisia
kohteita, ndyttdd stabiili koetinkohdepariutuminen RecA:n
poistamisen jadlkeen vaativan (i) v&hintdén 38-56 bp homo~
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logisen alueen ja (ii) koetinkohteen homologian sijainti
lineaarisen dupleksin pddssd (Hsieh et al. 1990; Gonda et

al.).

Rigas et al. ilmoittivat, ettd yksijuosteinen 43-meeri
voisi muodostaa yksittdisen D-silmukkakompleksin, joka on
stabiili deproteinisoinnille, kun kdytettiin kaksijuos-
teista, negatiivisesti superkoil sirkulaarista plasmidi-

DNA:ta kohteena.

Kun kédytetddn kaksijuosteista negatiivisesti superkoil
sirkulaarista kohde-DNA:ta, voidaan my®s RecA-peitetyt
yksijuosteiset oligonukleotidikoettimet stabiloida psora-
leenilla ristiinsitomisella ennen RecA-proteiinin pois-
toa: koetinkohde yksittdiset D-silmukkatuotteet voidaan
saada, jos oligot ovat vdhintddn 30-meerid kooltaan
(Cheng et al., 1989). Jotta saadaan psoraalilla ristiin-
sitomisella stabiloituja yksittdisii D-silmukka koetin-
kohdekomplekseja, kun kaksijuosteisia lineaarisia DNA-
duplekseja kdytetdadn kohde-DNA:na, tédytyy koettimien olla
vdhintddn 80-107-meerid kooltaan (Cheng et al., 1988):
néilléd reaktioilla on hyvin alhainen tehokkuus verrattuna
samanlaisiin reaktioihin negatiivisten superkoil sirku-

laaristen kohteiden kanssa.

Kokeet, jotka on suoritettu tdmdn keksinndén vahvistuksek-
si, ovat osoittaneet ettd koetin:kohde-DNA~-komplekseja,
jotka ovat stabiileja deproteinisoinnille, voidaan syn-
nyttdd RecA-proteiini-katalysoiduissa reaktioissa edel-
lyttden ettd dupleksikoettimia, joissa on sekvensseja,
jotka ovat komplementaarisia koetinjuosteiden vidlilli,
kdytetddn hybridisaatioreaktioissa. T4md havainto tarjoaa
lukuisia mahdollisuuksia diagnostiselle sovellutukselle,
joka kdyttdd tdtd stabiilia RecA-proteiini-katalysoitua
koetin:kohde hybridisaatiodupleksia.

Té&h&n menetelmddn kuuluu diagnostinen menetelmd havaita
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lineaarinen dupleksi DNA-analyytti, jolla on ensimm&inen
ja toinen juoste, missd analyytilld on ensimmdinen sisii-
nen DNA-kohdesekvenssi. Menetelmd opettaa tarjoamaan kah-
den DNA-koettimen sarjan, joissa jokaisessa on sekvensse-
jéd, jotka ovat komplementaarisia ensimmidisen kohdesek-
venssijuosteen kanssa tai toisen kohdesekvenssijuosteen
kanssa, missd ndilld koettimilla on my6s alue, jossa ne
menevidt komplementaarisesti toistensa pddlle. Molemmat
koetinjuosteet pdidllystetdsn sitten RecA-proteiinilla
RecA-proteiini-peittidmisreaktiossa. RecA-peitetyt koetti-
met yhdisteté&édn lineaarisen dupleksi-DNA:n kanssa, missé
on kohdesekvenssi, olosuhteissa, jotka tuottavat koetin:-
kohdekompleksin. Tédssd koetin:kohde-kompleksissa on sekd
koetinjuosteet ettd molemmat lineaarisen dupleksianalyy-
tin juosteet. Koetin:kohde-kompleksi on stabiili depro-
teinisoinnille, vaikka tdmédn keksinndén menetelmissid ei
valttamdttd deproteinisoida. Koetin-DNA:n ldsndolo koe-
tin:kohdekompleksissa méddritetddn sitten.

Erédédssd tdmdn keksinnén suoritusmuodossa RecA-proteiini
on Escherjchia colipn villityypin RecA-proteiini. vaih-
toehtoisesti RecA-proteiini voi olla Escherichia coljin
mutantti recA-803-proteiini tai RecA-kaltainen proteiini

lukuisista l&hteista.

Tédmdn keksinnén recA-proteiinipeittédmisreaktiot voidaan

suorittaa kdyttamdlla lukuisia kofaktoreita, ATPyS, rATP
(yksin ja regenerointisysteemin lasndolessa), dATP, GTPYS
ja ATPyA:n ja rATP:n ja ATPyS:n ja ADP:n seokset mukaan-

luettuina.

Erddssd tédmdn Keksinnon suoritusmuodossa koetinjuosteiden
védlinen komplementaarinen péédllekkiisyyden alue on vahin-
tddn 78 emdsparia ja vdhemmdn kuin noin 500 emdsparia.
Koetinjuosteissa voi myds olla DNA:n pddteterminaalin
laajentuma, joka el ole komplementaarinen kummankaan koh-
dejuosteen kanssa. Kun molemmissa juosteissa on sellainen
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paddteterminaalin laajentuma, voivat ndm& laajentumat olla

komplementaarisia toistensa kanssa.

Erds tapa, jolla saadaan aikaan tdmidn keksinnén menetel-
mdn mddrittdminen, on koetin:kohde-kompleksin depro-
teinisointi, jonka jdlkeen on koetin:kohde-kompleksin
elektroforeettinen erottaminen vapaasta koettimesta. Koe-
tin:kohde-kompleksi voidaan deproteinisoida lukuisilla
menetelmilld, SDS:11& tai proteinaasi K:lla kédsittely
mukaanluettuna, samoin standardit kemialliset deprotei-
nisointimenetelmédt, kuten fenoli-perusteiset menetelmét.
Vaihtoehtoisesti, mdarittidmiseen saattaa sisédltya siep-
paussysteemi, joka vangitsee koetin:kohde-kompleksin,
missd ensimmdinen koetinjuoste leimataan sieppausosalla
ja toinen koetinjuoste leimataan méddrittdmisosalla. Yksi
koetinjuoste voi olla esimerkiksi biotiinileimattu ja
toinen digoksigeniini-leimattu. Koetin:kohde-kompleksi
voidaan sitten siepata/midrittdd kdyttdmdlld kiintedtd
kannattaja-streptavidiinia (tai avidiinia)/leimattua an-
ti~digoksigeniinia tai kiintedtd kannattaja-anti-digoksi-
geniini vasta-aine/leimattua streptavidiinia (tai avidii~
nia). Erilaisessa suoritusmuodossa ensimmdisessad koetin-
juosteessa on sieppausosa ja toisessa koetinjuosteessa on
radioaktiivinen leima kdytettdviksi mddrittémiseen.

Koetinjuosteet voidaan leimata sieppausta varten lukui-
silla tavoilla, esimerkiksi kayttdmalla biotiinia tai
digoksigeniinia kiinnittyneend koettimeen ja streptavi-
diini (avidiini) tai anti-digoksigeniini vasta-ainetta
vastaavasti, sieppaamiseen. Koetinjuosteet voidaan leima-
ta myds mddrittdmistd varten k&dyttdmdlls lukuisia erilai-
sia osia mukaanluettuina: radioaktiivinen, biotiini, dig-
oksigeniini. Radioaktiiviset leimat voidaan tunnistaa e-
simerkiksi autoradiografialla tai tuikelaskennalla. Bio-
tiinin tai digoksigeniinin l&dsndolo voidaan méa&rittai
streptavidiinilla tai anti-digoksigeniini-vasta-aineella,
vastaavasti, missd streptavidiini (tai avidiini) tai an-
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ti-digoksigeniini leimataan radioaktiivisesti, entsyymi-
leimataan (esim. alkaalinen fosfataasi, peroksidaasi, be-
ta-galaktosidaasi tai glukoosioksidaasi) tai fluorikro-
mileimataan (esim. fluoreskeiini, R-fykoerytriini tai
rodoamiini). Koetinjuosteiden méddrittdminen koetin:kohde-
kompleksissa voidaan saada aikaan mydés DNA-polymeraasin
helpottamalla alukkeen laajenemisella jokaisen koetin-
juosteen 3/-pdistd, missd alukkeen laajennus suoritetaan
kaikkien neljidn ANTP:n lédsndollessa ja yhdessd tai useam-
massa dNTP:ssd on mddritettédvad osa.

Tdmén keksinnén menetelmddn sisdltyy lisdksi tarjota kah-
den DNA-koettimen toinen sarja, joissa on ensimmdinen ja
toinen juoste, jotka ovat komplementaarisia toisen dup-
leksin kohdesekvenssin kanssa, missd koettimen ensimméi-
sessd juosteessa on sekvenssejd, jotka ovat komplementaa-
risia toisen kohdesekvenssin yhden juosteen kanssa ja
koettimen toisessa juosteessa on sekvenssejd, jotka ovat
komplementaarisia toisen kohdesekvenssin yhden juosteen
kanssa, missd (i) ndilld koettimilla on myds alue, misséd
komplemetaarisesti menevdt toistensa kanssa pddllekkdin
ja (ii) koettimien toinen sarja ei hybridisoidu koetti-
men ensimmdisen sarjan kanssa. Kaksi koetinsarjaa on pei-
tetty RecA-proteiinilla RecA-proteiini-peittédmisreaktios-
sa. RecA-peitetyt koetinsarjat on yhdistetty lineaarisen
dupleksi~DNA:n kanssa, missd on kaksi kohdesekvenssié.
Yhdistédminen tehdddn olosuhteissa, jotka tuottavat koe-
tin:kohde-komplekseja, joissa on kaikki neljd koetinjuos-
tetta. Tuloksena oleva koetin:kohde-kompleksi on stabiili
deproteinisoinnille. Koetin-DNA:n l&sn&dolo mddritetdédn
sitten koetin:kohde-komplekseissa.

Menetelmdd, johon sisdltyy kaksi koetinsarijaa, voidaan
kdyttdd monessa samalla lailla Kkuin edelléd kuvattiin yk-
sittédiselle koetinsarjalle. Ensimmdinen koetinsarja voi-
daan esimerkiksi leimata sieppausosalla ja toinen koetin-
sarja leimata madrittidmisosalla.
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Voidaan k&ayttadd myds kaksijuosteista koetin:dupleksi-koh-
dekomplekseja, joissa on kaksi koetinsarjaa RecA-proteii-
nin helpottamassa DNA-amplifikaatiomenetelmédssi. Kaksi
koetinsarjaa voidaan hybridisoida niiden duplekseihin
kohdesekvensseihin ATPyS:n [tai rATP (sopivan ATP-rege-
neraatiosysteemin kanssa tai ilman), dATP:n ja ATPyS:n ja
ADP:n seoksien ldsndollessa] ja annetaan reagoida reak-
tioseoksessa, jossa on mydés neljd ANTP:td, RecA-proteiini
ja DNA-polymeraasi. Témd reaktio suoritetaan alle lampé-
tilan, joka vaaditaan kahden kohdejuosteen termiseen ha-
joamiseen ja jatketaan kunnes on saavutettu toivottu
kohdesekvenssin amplifikaation aste. Amplifikaatioreak-
tioihin voi lisdksi kuulua toistuvia (i) DNA-polymeraasin
ja (ii) RecaA-proteiini-peitettyjen koettimien lisédyksii
amplifikaatioreaktioiden aikana. Muita amplifikaation 1l&-
hestymistapoja, joita voidaan soveltaa tdhdn keksintdéoén,
on esitetty samanaikaisesti haetussa U.S. hakemuksessa
nro. 07/520 321, jatetty 7. toukokuuta 1990. Jokaisessa
koetinsarjassa yhden juosteen 3/-pdd on sisdinen aluee-
seen, joka kuvattiin kahdella alukesarjalla: ndmd pdat
ovat tarpeellisia amplifikaatioreaktiolle. Kuitenkin jo-
kaisen alukeparin vastakkaiset 3/-pdidt, ulospédin aluees-
ta, joka on kuvattu kahdella alukesarjalla, voidaan blo-
kata inhiboimaan laajennustuotteiden muodostumista ndistéd
paistd. T&td amplifikaatiomenetelmdd voidaan kayttdd myods
nddritysmenetelménid, missd koettimen mddritys koetin:koh-
de-kompleksissa sadaan aikaan DNA-polymeraasin helpotta-
malla alukkeen laajenemisella jokaisen koetinjuosteen 3’/-
paistd, missd alukkeen laajenemisreaktio suoritetaan
kaikkien neljdn ANTP:n lésndollessa ja yhdessd tai use-
ammassa dANTP:ssd on havaittava osa.

Kaksijuosteisia koetin:dupleksikohdekomplekseja voidaan
myds kayttdd blokkaamaan minkd tahansa kohteena olevan
restriktiokohdan pilkkominen. Blokkauspilkkominen voidaan
saada aikaiseksi lukuisilla tavoilla: (i) muodostetaan
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koetin:kohdekompleksi ja kdsitellddn restriktioentsyymil-
14 ennen kompleksin deproteinisointia; (ii) kdytetdén
metyloituja tai ei-metyloituja koettimia, riippuen vali-
tun entsyymin herkkyydestd l&dsndoleviin metyyliryhmiin;
ja (iii) vieddsn huonosti yhteen sopivat sekvenssit koet-
timen jokaiseen juosteeseen, mikd eliminoi restriktiokoh-
dan koettimen hybridisoituessa.

Kaksijuosteisia koetin:dupleksikohdekomplekseja voidaan
myds kdyttdd synnyttdmiddn kaksijuosteisen kohde-DNA:n
kohde-spesifinen pilkkominen. Kaksijuosteista koetinta
voidaan modifioida osilla, jotka kykenevdt pilkkomaan
kohdedupleksin jokaisen juosteen: témd koettimen modifi-
ointi voi tapahtua ennen deproteiniscintia tai sen jdl-
keen riippuen pilkkovan osan luonteesta. Esimerkkeji sel-
laisista osista ovat rauta Fell (rauta/EDTA-helpottavalle
pilkkomiselle), ei-spesifinen fosfodiesteraasi ja rest-
riktioendonukleaasit. Kummassakin tapauksessa pilkkoniss-
pesifisyyden antaa kohdesekvenssi, joka on rajattu kaksi-
juosteiseen oligonukleotidikoettimeen.

Sekd restriktiokohdan suojausmenetelmd ettd kohdennettu
pilkkomismenetelmd ovat hyédyllisid restriktiofragmentin

pituuden polymorfian analyysisséa.

Erddseen toiseen tédmdn keksinndén suoritusmuotoon sisdltyy
menetelmd eristdd lineaarinen dupleksi DNA-analyytti,
jossa on ensimmidinen ja toinen juoste, jossa on ensimmdi-
nen sisdinen DNA-kohdesekvenssi, missd dupleksi DNA-ana-
lyytti on 1ldsnd nukleiinihappomolekyylien seoksessa. Téds-
sd menetelmdssd tarjotaan kahden DNA-koettimen sarija,
joissa on ensimmdinen ja toinen juoste, missd ensimméi-
sessd ja toisessa koetinjuosteessa (i) on ensimmdisen ja
toisen kohdesekvenssijuosteiden komplementaariset sek-
venssit ja (ii) missd ndissd komplementaarisissa sekvens-
seissd on myo6s koetinjuosteiden komplementaarinen p&ddl-
lekkdisyys. Koettimet pédllystetddn sitten RecA-prote-
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iinilla. P&dllystetyt koettimet yhdistetddn sitten line~
aariseen dupleksi DNA:han, Jjossa on kohdesekvenssi, olo-
suhteissa, jotka tuottavat koetin:kohdekompleksin, jossa
on koetinjuosteet ja molemmat kohdejuosteet: tuloksena
oleva koetin:kohdekompleksi on stabiili deproteinisaati-
olle. Koetin:kohdekompleksi erotetaan nukleiinihappomo-
lekyylien seoksesta. Sitten erotetaan dupleksi DNA-ana-
lyytti, jossa on kohdesekvenssi.

Tdssd menetelmidssd kompleksi voidaan erottaa nukleiini-
happoseoksesta kdyttdmédlld esimerkiksi koettimia, joissa
on biotiiniosia, jotka streptavidiini tai avidiini siep-
paavat. Streptavidiini tai avidiini voidaan sitoa kiinte-
d4n kantajaan, kuten paramagneettiset helmet.

Menetelmddn kuuluu lisédksi eristetyn koetin:kohde-komp-
leksin lémpddenaturointi lampétilassa (i) joka on riitta-
vd vapauttamaan dupleksin DNA-analyytin, jossa on koh-
desekvenssi kompleksista ja (ii) dupleksi DNA-analyytin,
jossa on kohdesekvenssi, sulamispisteessd tai sen alle.
Té&md johtaa yksijuosteisten DNA-molekyylien, jotka on
johdettu siepatusta dupleksista, eristdmiseen.

Tamé&n keksinnén erds toinen suoritusmuoto on menetelmé
mddrittdd lineaarinen dupleksi DNA-analyytti nukleiini~
happomolekyylien seoksessa. Menetelmddn sisdltyy eristdéi
lineaarinen dupleksi DNA-analyytti, kuten edelld kuvat-
tiin ja saadaan yksijuosteisia DNA~-molekyyleijd, jotka on
johdettu dupleksista DNA-analyytistd: tdmé saadaan taval-
lisesti aikaan kuumentamalla dupleksia dupleksin sulanmis-
lidmpétilan yldpuolella (lampddenaturointi). Lisdtddn yk-
sijuosteisiin kohde-DNA-analyyttimolekyyleihin ainakin
yksi DNA-synteesialuke, joka on komplemetaarinen kohde-
sekvenssin kanssa ja jossa ei ole sekvenssejd, joita oli
jommassakummassa alkuperdisessd koettimessa. DNA-analyy-
tin mddrittédminen suoritetaan DNA-polymeraasin helpotta-
malla alukkeen laajentamisella alukkeen 3’/-pddstd, mil-
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loin alukkeen laajentaminen suoritetaan kaikkien nelijén
ANTP:n l&sndollessa ja vdhintddn yhdessd dANTP:ssd on méa-
ritettédvissd oleva osa.

Té&mdn keksinndén kaksijuosteisia koetin:dupleksikohdekomp-
lekseja voidaan kdyttédd myds diagnostiseen in situ miidri-
tystekniikkoihin.

Kuvio 1 kuvaa lambda-genomin koettimien ja alukkeiden
suhteen, luetteloitu taulukossa 1.

Kuvio 2 esittdd 500 bp lambdan genomisen alueen nukleoti-
disekvenssin: tdmd sekvenssi on esitetty myds SEQ ID NRO:

1:né.

Kuvio 3 osoittaa autoradiogrammin DNA:n juovansiirtogee-
lielektroforeesimiddrityksestd valaisemaan RecA-proteiinin
sitoutumista DNA-koettimiin,

Kuvio 4 osoittaa etidiumbromidivirjdtyn geelin, misséi
deproteinisoitujen hybridisaatioreaktioiden, kayttdmilla
500-meeri—- ja 280-meeri-koettimia, komponentit erotel-
tiin. Kuvio 4B osoittaa kuviossa 4A olevan geelin autora-

diogrammin.

Kuvio 5A osoittaa etidiumbromidivirjidtyn geelin, missa
deproteinisoitujen hybridisaatioreaktioiden, kdyttam&alla
280-meeri-, 121-meeri- ja 79-meeri-koettimia, komponentit
eroteltiin. Kuvio 5B osoittaa kuviossa 5A olevan geelin

autoradiogrammin.

Kuvio 6A osoittaa etidiumbromidividrjidtyn geelin, missi
deproteinisoitujen hybridisaatioreaktioiden, kédyttdmalla
erilailla leimattuja 12l1-meeri-koettimia, komponentit
eroteltiin. Kuvio 6B osoittaa kuviossa 6A olevan geelin
autoradiogrammin. Kuvio 6B esittdi, ettd kaksi DNA~koe~-
tinjuostetta ovat tarpeelliset stabiilien, deproteinisoi-
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tujen, RecA-proteiini-katalysoidun hybridisaation komp-

lekseija.

Kuvio 7 kuvaa stabiilien kaksijuosteisten koetin:dupleksi
5 lineaaristen kohde~DNA~kompleksien mallin.

Kuvio 8 osoittaa geelin, josta stabiilit kaksijuosteiset
koetin:dupleksi lineaariset kohde-DNA-kompleksit eristet-
tiin, missd dupleksit koetinjuosteet olivat tunnusmerkil-

10 lisesti leimattu.

Kuvio 9 kuvaa erilaisia kaksijuosteisia koetin:dupleksi
lineaarisia kohde-DNA-komplekseija.

15 Kuviot 10A, 10B ja 10C kuvaavat lukuisia mddrityssystee-
mejd, jotka perustuvat yksittdiseen kaksijuosteiseen koe-
tin:dupleksi lineaariseen kohde-DNA-kompleksiin.

Kuviot 11A ja 11B kuvaavat lukuisia mddrityssysteeneji,
20 jotka perustuvat moninkertaiseen kaksijuosteiseen koetin:

dupleksi lineaariseen kohde-DNA-kompleksiin.

Kuvio 12 osoittaa RecA-proteiinin katalysoiman kahden

el kaksois-D-~silmukka-alukkeen paikannuksen natiivissa koh-

& 25 de-DNA:ssa (kuvio 12A) ja DNA:n amplifikaation DNA-poly-

caoed meraasilla, jonka jdlkeen ligoidaan DNA-ligaasilla (alu-
. ke/

koetin korvauksen puuttuessa) (kuvio 12B).

30 Kuvio 13 osoittaa DNA-polymeraasin vidlittédmin signaali-
amplifikaatioreaktion kayttdm&lld yksittédistd kaksois-D-
silmukkakoetinta (kovio 13A) tai moninkertaisia kaksois-

o D-silmukkakoettimia (kuvio 13B). Kuviossa 13, X ja X’
e voivat olla samat tai eri; esimerkiksi X voi olla radio-
., 35 aktiivisesti leimattu ja X’:ssd voi olla digoksigeniini-

"'0. Osa.
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Kuvio 14 kuvaa mddrityssysteemin, mihin sisdltyy ei-koh-
de-konmpleksoidun kaksijuosteisen koettimen restriktioen-
donukleaasipilkkomisen kdyttd, missd tuloksena olevan
tuotteen sieppaaminen suoritetaan ennen (kuvio 14B) tai
jdlkeen (kuvio 14A) restriktioentsyymipilkkomisen.

Kuvio 15 kuvaa restriktiokohdan suojaamisen joko mety-
loinnilla tai RecA-proteiinilla. Metylointisuojauksen
tapauksessa kaksois-D-silmukka deproteinisoidaan ennen
restriktioendonukleaasipilkkomista (kuvio 15A). RecA-pro-
teiinisuojauksen tapauksessa kaksois-D-silmukka depro-~
teinisoidaan restriktioendonukleaasipilkkomisen jdlkeen
(kuvio 15B).

Kuvio 16 osoittaa etidiumbromidivarjatyn agaroosigeelin,
missé deproteinisoitujen, RecA-vélitettyjen kaksois-D-
silmukka hybridisaatioreaktioiden, kdyttdmdlla ldmpdde-
naturoitua 280-meeri-koetinta ja erilaisia kofaktoreita,
komponentit eroteltiin elektroforeesissa.

Kuvio 17 osoittaa kuviossa 16 olevan geelin autoradio-

grammin kuivaamisen jélkeen.

Kuvio 18 osoittaa etidiumbromidivdrjédtyn agaroosigeelin,
missd deproteinisoitujen, RecA-vdlitettyjen kaksois-D-
silmukka hybridisaatioreaktioiden, kdyttdmdlla lampo-
denaturoitua 500-meeri-koetinta ja ATPy- ja ATPYS/raATP-
seoksia kofaktoreina, komponentit eroteltiin elektrofo-

reesissa.

Kuvio 19 osoittaa kuviossa 18 olevan geelin autoradio-

grammin kuivaamisen j&lkeen.

I. RecA-katalysoidun koetin:kohde hybridisaatiokompleksi-
en, jotka ovat stabiileja deproteinisoinnille, aikaansaa-

minen.



10

15

20

25

30

35

15

A. DNA-koettimet ja alukkeet.

Kokeet, jotka suoritettiin nojaamalla t&hdn keksintodn,
osoittavat ettd voidaan kdyttdd lyhyitd kaksijuosteisia
DNA-molekyylejd tai komplementaarisia yksijuosteisia mo-
lekyylejd luomaan hybridisaatiokomplekseja lineaaristen
kohde-DNA-molekyylien kanssa sisdisiin alueisiin ja ndma
kompleksit ovat stabiileja deproteinisaatiolle. Esimerk-
kind ndistd stabiileista hybridisaatiokomplekseista, kak-
sijuosteisista ja komplementaarisista yksijuosteisista
DNA-molekyyleistd, jotka ovat vaihtelevan pituisia, val-
mistettiin kdytettédvdksi koettimina ja alukkeina (esi
merkki 1, taulukko 1). N&illd DNA-molekyyleilld valittiin
olevan homologiaa lambda-faagin genomin 500 bp:n alueen
kanssa erilaisten osien kanssa. Ndiden koettimien ja a-
lukkeiden suhteet, luetteloitu taulukossa 1, lambda-geno-
miin on kuvattu kuviossa 1. 500 bp:n lambdan genomisen
alueen nukleotidisekvenssi on esitetty kuviossa 2.

B. RecA-proteiinin valmistus ja koettimen pddllystys.
Tdssd Keksinndssd RecA-proteiini viittaa RecA:n kaltais-
ten rekombinanttiproteiinien perheeseen, joilla kaikilla
on olennaisesti kaikki tai useimmat samat toiminnat, eri-~
tyisesti: (i) proteiinin kyky asettaa kunnolla alukkeita
niiden homologisiin kohteisiin myéhemp&d DNA-polymeraasin
tekendd laajentamista varten; (ii) RecA-proteiinin kyky
valmistaa topologisesti DNA:ta DNA-synteesiin; ja (iii)
RecA-proteiini/DNA-alukekompleksien kyky tehokkaasti 1oy~
tdd ja sitoutua komplementaarisiin sekvensseihin. Parhai-
ten luonnehdittu RecA-proteiini on E. colista; villityy-
pin proteiinien lisdksi on tunnistettu joukko mutantti-
RecA:n kaltaisia proteiineja (esim. recA-803, Madiraiju,
et al.). Lisdksi monilla organismeilla on RecA:n kaltai-
sia juosteensiirtoproteiineja (esim., Fugisawa, H., et
al.; Hsieh, P., et al., 1986; Hsieh, P., et al., 1989,
Fishel, R.A., et al.; Cassuto, E., et al.; Ganea, D., et
al.; Moore, S.P., et al.: Keene, K., et al.; Kimeic,
E.B., 1984; Kimeic, E.B., 1986; Kolodner, R., et al.;
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Sugino, A., et al.; Halbrook, J., et al.; Eisen, A., et
al.; McCarthy, J., et al., Lowenhaupt, K., et al.).

RecA~proteiinia saadaan tyypillisesti bakteerikannoista,
jotka ylituottavat proteiinia: esimerkki 2 kuvaa villi-
tyypin E. coli RecA-proteiinin puhdistuksen ja mutantti
recA-803-proteiinin sellaisista kannoista. Vaihtoehtoi-~-

sesti RecA-proteiinia voidaan ostaa myods esimerkiksi
Pharmacialta (Piscataway NJ).

Olosuhteet, joita kéytetddn peittdmddn DNA-koettimet Re-
cA-proteiinilla ja ATPyS:11&, on kuvattu esimerkissd 3.
Vaihtoehtoisesti koettimet voidaan peittda kdyttamdlli
GTPyS:44, rATP:ta (yksin tai rATP:td regeneroivan systee-
min lasndollessa (Boerhinger Mannheim)), dATP:td, ATPyS:n
ja rATP:n seoksia tai ATPyS:n ja ADP:n seoksia. ATPyS:n,
rATP:n, dATP:n ja GTPyS:n kdyttd kofaktorina RecA-prote-
iinipeittédmisreaktiossa on kuvattu esimerkissd 10. Kak-
sois-D-silmukkakompleksin muodostumisen tulokset kaytta-
mélld nditd kofaktoreita, on esitetty kuvioissa 16 ja 17.
Kuvio 17 osoittaa ettd jokaisen ATPyS:n, rATP:n, dATP:n
ja GTPyS:n ldsnidolleesa muodostui kaksois=~D~silmukkahyb-
ridisaatiokomplekseja, jotka ovat stabiileja deproteini-
saatiolle. Lisdksi esimerkki 11 kuvaa ATPYS/rATP-seoksien
kdytodn kofaktereina RecA-proteiinipeittémisreaktioissa.
Kuvioissa 18 ja 19 ndhdyt tulokset osoittavat, ettd sel-
laisten seosten lédsndollessa muodostui kaksois-D-silmuk-
kahybridisaatiokomplekseja, jotka ovat stabiileja depro-
teinisaatiolle. ATPyS/rATP:n lisdksi myds muiden kofakto-
rien seokset toimivat RecA-proteiinipeittimisreaktiossa.

Koettimien peittémistd RecA-proteiinilla voidaan arvioida
lukuisilla tavoilla. Ensimmdiseksi proteiinin sitoutumi-
nen DNA:han voidaan tutkia kayttdmdlld juovansiirtogeeli-
mddrityksid (McEntee et al.). Esimerkki 3 kuvaa juovan-
siirtogeelimddrityksen kdytdn valaisemaan RecA-proteiinin
sitoutumista DNA-koettimiin. Leimattuja koettimia peitet-



10

15

20

25

30

35

17

tiin RecA-proteiinilla ATPy:n l&sndollessa ja peittamis-
reaktioiden tuotteet erotettiin agaroosigeelielektrofo-
reesilla: kuvio 3 osoittaa saadun DNA:n autoradiogrammin
geelissd. Kuviossa 3 esitetty tieto osoittaa, ettd sen
jdlkeen kun RecA-proteiinia on inkuboitu denaturoidun
dupleksin koetin-DNA:n kanssa, RecA-proteiini peittas
tehokkaasti yksijuosteisia koettimia, jotka on johdettu
dupleksi-koettimen denaturoinnista. Kun RecA-monomeerien
suhde nukleotideihin koettimessa nousee 0, 1:27, 1:2,7 -
3,7:1 121-nmeerille (linjat 1-4, vastaavasti) ja 0, 1:22,
1:2,2 - 4,5:1 159-meerille (linjat 58, vastaavasti), las-
kee DNA-koettimen elektroforeettinen liikkuvuus, s.o.
hidastuu johtuen RecA:n sitoutumisesta DNA-koettimeen.
DNA:n koettimen liikkumisen osittainen hidastuminen, jota
havaittiin linjoissa 2,3 ja 6,7, heijastaa koetin-DNA:n
ei-kyllastymisen RecA-proteiinilla. Taten kuten odotet-
tiin (Leahy et al.), vaaditaan ylimdidrd RecA-monomeerejéi
DNA-nukleotideihin lyhyiden DNA-koettimien tehokasta Re-
cA-peittédmistd varten.

Toinen menetelmd arvoimaan proteiinin sitoutumista DNA:
han on nitroselluloosasuodatin-sitomismddrityksien kayttod
(Leahy et al.; Woodbury et al.). Nitroselluloosasuodatin-
sitomismenetelmd on erityisen hyddyllinen méddritettiessé
proteiini:DNA-kompleksien dissosiaationopeuksia kdytté-
midll4 leimattua DNA:ta. Suodattimen sitomismddrityksesséa
DNA:proteiini-kompleksit jddvidt suodattimelle, kun vapaa
DNA kulkee suodattimen lédpi. Tamd& mddritysmenetelmd on
kvantitatiivisempi dissosiaation nopeuden mddrityksissé,
koska DNA:proteiini-kompleksien erottaminen vapaasta ko-

ettimesta on hyvin nopea.

Jotta suoritetaan sellaiset suodattimen sitomismddrityk-
set, nitroselluloosasuodattimia (Achleicher ja Schuell,
BA85-suodattimet tai HAW P0OO25 nitroselluloosasuodatti-
met) esikidsitellddn tyypillisesti, upotetaan puskuriin ja
sitten laitetaan tyhijésuodatuslaitteeseen. DNA:proteiini-
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sitomisreaktiot laimennetaan usein vihentimiddn komponent-
tien konsentraatiota ilman kompleksien hajottamista. Re-
aktioiden annetaan kulkea levyjen ldpi kdyttdmdllid tyh-
j6d. Alhaisissa suolaolosuhteissa DNA:proteiini-kompleksi
tarttuu suodattimeen, kun taas vapaa DNA kulkee lépi.
Levyt laitetaan tuikelaskinnesteeseen (New England Nu-
clear, National Diagnostics, Inc.) ja cpm mddritetdédn

kdyttamdllad tuikelaskinta.

C. DNA-Kohteet.

Jotta tutkitaan RecA-katalysoiman koettimien hybridisaa-
tion spesifisyyttd homologisten kaksijuosteisten lineaa-~
risten DNA~kohteiden kanssa sisdisiss8 kohdissa, kédytet-
tiin lukuisia lambda-DNA-kohteiden mallisysteeme’ji, seu-
raavat mukaanluettuina:

(1) 14 DNA-fragmentin seos, ulottuen kooltaan 92-8598 bp,
jonka oli tuottanut tdydellisen lambdan genomisen DNA:n
(48,5 kb; Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg
MD) Dral (Promega) restriktioentsyymipilkkominen. Kohde-
fragmentti, joka on homologinen kuvioissa 1 ja 2 kuva-
tulle alueella, on 8370 bp Dral-fragmentti. Koettimien
kanssa homologinen (homologiset) alue(et), luetteloitu
taulukossa 1, olivat kaikki vdhint&&n 832 bp kaksijuos-
teisen kohde~DNA-fragmentin 3’/-p&ddssi.

(2) Kahden fragmentin seos (38412 ja 10090 bp), jonka oli
tuottanut tédydellisen lambdan genomisen DNA:n Apal rest-
riktioentsyymipilkkominen. Likim&drin 10 kb fragmentilla
on kuvioissa 1 ja 2 kuvattu alue. Témd homologia-alue on
vahintdén 2460 bp kaksijuosteisen kohde-DNA-fragmentin

3/-padstad.

(3) 10 kb fragmentti, jonka Apal on pilkkonut lambda-DNA:
sta, agaroosigeelipuhdistettu ja deproteinisoitu.

(4) Lambdan kaksoispilkkominen Dral:114 ja BamHI:114&,
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missd kohde-DNA-fragmentti on 2957 bp, koetinhomologiaa
vadhintddn 832 emdstd kaksijuosteisen kohde-DNA-fragmentin
3/-padsta.

(5) Kokonaista lambdan virus-DNA:ta Kkdytettiin kohteena.
Tdssd tapauksessa koetin:kohdehomologia oli véhintdén
7131 emdstd kokonaisen lambda-genomin 5’/~pdésta.

D. RecA:n helpottama hybridisaatiokompleksien muodostumi-
nen kaksijuosteisen koettimen ja kohde-DNA-sekvenssien
vdlille.

RecA:n peittédmien yksijuosteisten DNA-koettimien ja koh-
de-DNA:n sekoittaminen aloittaa homologian etsimisen
RecA:n peittdmien DNA-koettimien ja dupleksien kohde-DNA-
molekyylien vililld. Yksittdisen koetinsekvenssin tapauk-
sessa, kun RecA:DNA-koetinfilamentti kerran on muodostu-
nut, se voi katalysoida homologian etsimisen ja D-silmu-
kan muodostumisen komplementaarisen koetin- ja kohde-DNA-
sekvenssien vdlilli. Perinteisid yksittdisid D-silmukoita
voi muodostua yksijuosteisten RecA-peittédmien DNA-Koetti-
mien vdlille, joilla on noin 500 emdksen, tai védhemmdn,
homologiaa lineaaristen kaksijuosteisten kohde~DNA:n va-
1i114. N&md D-silmukat ovat epéstabiileja proteiinin
poiston jdlkeen, kun koetin:kohdehomologian asema on 1li-

neaarisen kohteen sisdisessid asemassa.

Kokeet, jotka on suoritettu nojautuen tédh&n keksintdodn,
ovat osoittaneet, ettd 500-meeriset ja pienemmdt koetti-
met voivat muodostaa stabiileja deproteinisoituja RecA-
katalysoituja kaksois-D~silmukka koetin:kohdekomplekseja
dupleksien lineaaristen DNA-kohteiden sisdisiin kohtiin.
Kuitenkin sellaisten stabiilien rakenteiden muodostami~
seksi tédytyy kdyttda vahintdan kahta koetinta, joilla on
piddllekkdinmenevdt komplementaariset sekvenssit toisiinsa
ndhden. Kaksi koetinta ovat RecA-peitettyja yksijuostei-
sia DNA-koettimia ja kdytetddn RecA-katalysoiduissa koe-
tin:kohde-hybridisaatioreaktioissa.
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Esimerkki 4 kuvaa RecA-proteiinin vilittémidn kaksois~-D-
silmukoiden muodostumisen tai moninkertaisten. 500- ja
280-meerin koettimet pddllystettiin RecA:lla ja kohde-DNA
oli 8369 bp lambda DNA DralI-fragmentti, joka on kuvattu
edelld. RecA-proteiini~koetin-nukleotidi-suhde oli 1,5:1
500-meerille ja 1,3:1 280-meerille. Kaksijuosteinen DNA-
koetin-homologinen kaksijuosteinen DNA-kohdefragmentti-
suhde oli 11:1 500-meerille ja 22:1 280-meerille. Kuvio
4A osoittaa etidiumbromidivdrjatyn DNA-~geelin, jossa ero-
tettiin deproteinisoitujen hybridisaatioreaktioiden DNA-

komponentit.

Kuvio 4B osoittaa DNA:n autoradiogrammin geelissd, joka
ndhdaédn kuviossa 4A. Kuviossa 4B esitetyt tulokset osoit-
tavat 500-meeri:kohde ja 280-meeri:kohde-DNA hybridisaa-
tiotuotteiden, jotka ovat stabiileja deproteinisaatiolle,
muodostumisen. Vertailu reaktioiden vdl1illd RecA-proteii-
nin kanssa ja ilman, osoittaa ettd Reca:ta vaaditaan ho-
mologisen koetin:kohde-DNA-kompleksien muodostumiseksi.

pUC18 kaksijuosteista sirkulaarista DNA siséllytettiin
positiiviseksi kontrolliksi esimerkissd 4. Negatiivisesti
superkoil kaksijuosteisten sirkulaaristen DNA-molekyylien
tiedetddn muodostavan koetin:kohde RecA-proteiinin kata=-
lysoimia hybridisaatiotuotteita lyhyiden yksijuosteisten
koettimien kanssa, jotka ovat stabiileja deproteinisaa-
tiolle (Rigas et al.; ja Cheng et al., 1988).

Jotta vahvistetaan edelld olleissa kokeissa muodostunei-
den hybridisaatiotuotteiden identtisyys, RecA-proteiini-
peitettyjen koettimien annettiin reagoida kohdefragment-
tien kanssa, jotka oli johdettu lambdan genomisen DNA:n

Dral/BamHI kaksoispilkkomisella. Tdssd kokeessa kaksois-
pilkkomisen tuottama homologinen kohdefragmentti oli 2957
bp pituudeltaan ja koetin:kohdesekvenssihomologian asema
oli muuttumaton edellisistd kokeista (s.o. 832 bp homolo-
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gisen kohdefragmentin 3’/-péddstéd). Hybridisaatioreaktiot
suoritettiin samanlaisissa olosuhteissa kuin juuri kuvat-
tiin 8370 bp:n lambda DNA Dral-kohdefragmentille.

Elektroforeettisen erotuksen jdlkeinen autoradiografinen
analyysi ndistd RecA-proteiinin katalysoimista hybridi-
saatioreaktoista osoitti, ettéd deproteinisoidut koetin:
kohde-DNA-kompleksit kulkivat nyt 2957 bp kohdefragmentin
asemaan varmistaen ettd koetin:kohde-DNA-hybridisaatio-
reaktio oli todella spesifinen homologisten kohteiden

kanssa.

RecA-proteiinin katalysoimat koetin:kohdereaktiot suori-
tettiin ylimddrdn ei-homologisten lineaaristen DNA-kohde-

molekyylien lédsndollessa.

Esimerkki 5 kuvaa kompleksien, jotka ovat stabiileja de-
proteinisaatiolle, muodostumisen pienten kaksijuosteisten
koettimien ja lineaaristen kaksijuosteisten kohde-DNA:n
vdlilld. Esimerkissd 5 esitetyissd hybridisaatioreakti-
oissa denaturoidut koettimet pddllystettiin RecA-proteii-
ni-koetinnukleotidi-suhteessa 1,8:1, 0, 5,7:1, 2,6:1 ja
11,8:1, linjat 1-6, vstaavasti kuvioissa 5A ja 5B. Kaksi-
juosteinen koetin - kaksijuosteinen kohdefragmentti-suh-
teet olivat 4,8:1 (280-meeri), 3,6:1 (1l2l-meeri) ja 5,2:1
(79-meeri). Kuvio S5A osoittaa DNA:n etidiumbromidivérja-
tystd geelistd, jossa erotettiin deproteinisoitujen hyb-
ridisaatioreaktioiden komponentit.

Kuvio 5B osoittaa autoradiogrammin geelistd, joka ndhd&éin
kuviossa 5A. Kuviossa 5B esitetyt tulokset osoittavat,
ettd voidaan muodostaa stabiili deproteinisoitu hybridi-
saatio koetin:kohdetuote koettimien kanssa, jotka ovat
lyhyempid kuin 280 emdstd kooltaan. Liian paljon RecA-
proteiinin lisdys ndyttdd vidhentdvidn muodostuneen stabii-
lin tuotteen médrdd DNA-hybridisaatioreaktiossa (vertaa
linjat 4, 5 ja 6). Koska tdssd kokeessa kidytetyt 121-mee-
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rin ja 79-meerin koettimet oli johdettu *’P-pddstid leimat-
tujen 280-meerin ja 500-meerin dupleksien koettimien
restriktioentsyymipilkkomisesta, jokaisessa DNA-~koetti-
messa 0li joko 5’/-juoste tai 3’/~juoste leimattu, ei mo-
lemmat, kuten 280-meerilld; molekyylien 5/~ ja 3’-p&at
tunnistetaan suhteessa kokonaisen lambdan DNA:han. Sig-
naalit, jotka havaittiin kuvion 5B linjoissa 3-6, osoit-
tavat ettd joko 5’- tai 3’/-koetinjuoste voi ottaa osaa
koetin:kohdereaktioon: t&md@ havainto on yhtédpitdvid johto-
padtdksen kanssa, ettd molemmat juosteet ovat mukana koe-
tin:kohde-~DNA-hybridisaatiokompleksin, joka on stabiili

deproteinisaatiolle, muodostumisessa.

Lukuisat hybridisaatiokokeet, jotka ovat esimerkissd 4 ja
5 kuvatun perusprotokollan mukaisia, ovat vahvistaneet
ettd RecA-proteiinin katalysoima hybridisaatioreaktio voi
tapahtua laajalla alueella reaktio-olosuhteita. Kun kay-
tetddn eri konsentraatioita kohde-DNA:ta, on deproteini-
soidun hybridin saanto suhteellinen homologisen kohde-
DNA:n mddréidn reaktiossa. Joitakin reaktio-olosuhteita on
tiivistelmdnad seuraavassa:

(i) Testattiin ATPyS-konsentraatioita 1-12 mM koetin-Re-
cA:n peittdmisreaktiossa. Tdmd ATPyS:n konsentraatio-alue
antoi stabiileja hybridisaatiotuotteita kohteen lisiami-
sen jdlkeen: edullinen alue oli 2.4-8 mM. ATPYS, rATP
(yksin ja regeneraatiosysteemin lédsndollessa), dATP,
GTPyS ja ATPyS:n ja rATP:n seokset toimivat myds koetti-
men peittdmisreaktioissa (esimerkit 10 ja 11). Lisdksi
kun reaktiossa kdytetddn ATPy:n kaupallisia valmisteita,
voi valmisteen puhtaus vaihdella valmisteesta toiseen.
Pharmacialta saadut ATPyS:t ovat tavallisesti noin 95-97
% ATPyS:84. ATPyS, Jjota saadaan Sigmalta, vaihtelee noin
75 % - noin 90 % ATPyS:84: ndissd valmisteissa on taval-
lisesti noin 10 % - 20 % ADP:ta. ATPyS sekd Pharmacia-
ettd Sigma-l&hteistd on testattu: valmisiteet molemmista
ndistd ldhteistd toimivat hyvin RecA kaksois-D-silmukka-
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reaktioissa. Tdten ATPyS:n ja ADP:n yhdistelmét toimivat
myds RecA:n vdlittdmissd kaksois-D-silmukkahybridisaatio-
reaktioissa. Lisdksi DNA-koettimet p&é&llystettiin tehok-
kaasti RecA-proteiinilla ATPyS:n ja rATP:n seoksen l&sné&-
ollessa, edullisissa seoksissa oli noin 1,4-1 mM kumpaa-
kin komponenttia, vastaavasti. Ndiden kokeiden tulokset
osoittavat, ettd RecA voi kdyttdid suurta midridd kofakto-
reita ja kofaktorien yhdistelmi&d kaksois-D-silmukkakomp-

leksin muodostumiseen.

(ii) Mg**-asetaattikonsentraatiot lopullisessa reaktiossa,
jossa on koetin- ja kohde-DNA:t, toimi laajalla Mg'*-kon-
sentraatioiden alueella: 4-25 mM, edullisen alueen olles-

sa 6-8 nM;

(iii) RecA-proteiinikonsentraatiot 8,4-41 uM testattiin
koettimen peittdmisreaktiossa: jokainen konsentraatio oli

aktiivinen;

(iv) RecA-proteiini-koetin-nukleotidisuhteet koettimen
peittdmisen aikana 1:3-6:1 olivat tehokkaat edullisen

alueen ollessa noin 2:1 - 4:1 suhteet;

(v) Lopulliset (uM) kaksoisjuoste DNA-koetin - kaksois-
juoste DNA~kohdemolekyylisuhteet olivat 2:1-22:1 kaikki
tuottivat stabiilit deproteinisoidut koetin:kohdehybri-
dit;

(vi) DNA-hybridisaatioreaktio toimii vastaavassa Tris-
HCl-reaktiopuskurissa (pH 7,5), vaikka koettimen peittéa-
minen ja juosteen siirto asetaattipuskurissa ndyttda an-

tavan enemmdn tuotteita kuin Tris-systeemi;

(vii) recA-803-mutanttiproteiini oli aktiivinen muodos-
tamaan stabiileja hybridisaatiokomplekseija:;

(viii) Hybridisaatioreaktio toimii yksijuosteisen sitovan
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(SSB) proteiinin ldsndollessa (Moorical et al.);

(ix) RecA-proteiinin peittamat yksijuosteiset DNA-koetti-
met, peitetyt denaturoidut kaksijuosteiset koettimet mu-
kaanluettuina, varastoituna -20°C:ssa useita pdivid oli-
vat aktiivisia hybridisaatiokompleksien muodostamisessa
sen jdlkeen kun niitd oli inkuboitu kohteen kanssa 37°C:-

ssay

(x) Hybridisaatioreaktio voidaan suorittaa kokonainen
lambdan genominen DNA kohteena. Koetin:kohdehybridisaa-
tioreaktiot voidaan myés suorittaa, kun kohde-DNA on upo-
tettu agaroositdytteisiin tai mikrohelmiin; esimerkiksi
stabiileja kaksois-D-silmukkahybridejd on muodostunut
kdyttdmdlld RecA-proteiinipeitettyjd koettimia, joissa on
koskemattomat 48,5 kb ADNA-kohteet upotettuna agaroosi-
tdytteisiing;

(xi) Komplementaarisen péd&dllekk3isyyden alue koetinjuos-
teiden valilld on tyypillisesti noin 79 emdsparia ja véa-
hemmdn kuin noin 500 emdsparia. Koettimet, joilla on té&-
mén asteinen komplementaarinen pédédllekkidisyys, muodosta-
vat stabiileja tuotteita sisdisiin kohdekohtiin témén
keksinnén RecA-katalysoidussa hybridisaatioreaktiossa.
Stabiilien hybridisaatiotuotteiden luominen osoitettiin
nydés lineaaristen molekyylien lopussa (esimerkiksi kadyt-
tdmdlld 80-meerikoettimia ja 500-meeri-dupleksia kohteena
(kuvio 1)). Standardi koetinjuoste-kohdejuoste komplemen-
taarisuus on 90-100 %. RecA-proteiinin tiedetddn kuiten-
kin katalysoivan hybridisaatiokompleksien, joissa on jon-
kin verran ei-spesifistd emdsparivuorovaikutusta, muodos-
tumista (Cheng et al. 1989). Sen mukaisesti koetin:kchde-
komplementaarisuutta voidaan véhentad riippuen koettimen
koosta ja madritysreaktion vaaditusta spesifisyydesta:
tyyprillisesti komplementaarisuus ei ole alhaisempi kuin
70 % emdsparin yhteensopivuus jokaisen koetinjuosteen ja

kohdejuosteen vdlilléa.



10

15

20

25

30

35

25

(xii) Koettimet, joilla on vdhemmdn kuin noin 79 eméspa-
rin padllekkdisyyttd, voidaan kdyttdid tdssd keksinndssi:
kaksois-D-silmukan stabilisaatio, deproteinisoinnin j&l1-
keen, voi olla edullinen kun kdytetddn ndita pienempiko-
koisia koettimia. Erds menetelmd stabiloida lisdi kak-
sois=-D-silmukkakomplekseja on psoraali ristiinsitominen
(Cheng et al., 1988): sellainen ristiinsitominen on eri-
tyisen edullinen in situ, koska se sallii karkeat pesu-

olosuhteet.

Tulokset, jotka on esitetty kuviossa 5B, osoittavat ettd
havaitut koetin:kohdetuotteet olivat stabiileja depro-
teinisoinnille koska molemmat DNA-koetinjuosteet olivat
ldsnd samassa kohdemolekyylissd. Erds sellaisen stabiilin
kompleksin edustaja ndhdaddn kuviossa 7. Tdhédn rakentee-
seen viitataan tédssd kaksois-D-silmukka-~ tai moninkertai-
nen DNA-rakenne vastakohtana perinteiselle yksittédiselle
D-silmukalle tai kolmejuosteinen korvaussilmukka tai kol-
minkertainen rakenne (kaksi kohdejuostetta ja yksittdinen
DNA-koetin komplementaarinen erityiselle yksittdiselle
kohdejuosteelle).

Esimerkki 6 esittdi tietoja, jotka vahvistavat ettd kaksi
RecA-proteiinin peittdméd DNA-koetinjuostetta vaaditaan
stabiilien deproteinisoitujen koetin:kohdehybridisaatio-
tuotteiden tuottamiseksi limeaarisella kohde-DNA-molekyy-
11114 DNA-homologian sisdiselld alueella. Yksittdisia
121-meerin koetinjuosteita syntetisoitiin kemiallisesti
varmistamaan, ettd yksittédiset koetinjuosteet eiviat olisi
kontaminoituneet komplementaarisen (vastakkainen) DNA-
juosteen pinistd mddristd. Jotta erotetaan kummankin kah-
den yksittdisen komplementaarisen DNA-koetinjuosteen las-
ndolo, leimattiin koettimet tunnusmerkillisesti: yksi
juoste 5’-terminaalisella *?P-leimalla ja toinen yksittai-
selld 5’-terminaalisella biotiinileimalla.
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Koska vain yksi juoste leimattiin radioaktiivisesti, oli-
vat jokaisen kaksois-D-silmukka DNA-hybridisaatioreaktion
32p-gpesifiset aktiivisuudet samat: sen mukaisesti kaikki-
en kokeiden tulosten vdlinen vertailu oli mukavampaa.
Hybridisaatioreaktiot suoritettiin kuten kuvattiin esi-
merkissd 6. Kuvio 6A osoittaa etidiumbromidivarjatyn gee-
listd, jossa erotettiin deproteinisoitujen hybridisaatio-
reaktioiden DNA-~komponentit.

Kuvio 6B osoittaa autoradiogrammin DNA:sta geelissd, joka
ndhdddn kuviossa 6A. Kuviossa 6B esitetyt tulokset osoit-
tavat, ettd vaaditaan kaksi koetinjuostetta stabiiliin
deproteinisoidun koetin:kohdehybridin tuottoon. Lisdksi
reaktio toimii, ovatpa molemmmat koettimet peitetyt RecA-
proteiinilla yhdessd tai erillisissi reaktioissa. Lisdksi
hybridisaatioreaktio tuottaa deproteinisoituja stabiileja
komplekseja jopa kun DNA-koettimet lis&tddn reaktioon pe-
rdakkdin (linjat 5 ja 6). **P-juosteen lisddminen ensin
reaktioseokseen ndyttdd antavan enemmdn DNA-hybridisaa-
tiotuotetta. On mahdollista, ettd terminaalinen biotii-
nileima on hieman inhibitoorinen johtuen kemiallisen va-
likeulokkeen koosta tai leiman sijainnista koettimessa.
Kuitenkin huolimatta koettimen lisdysjdrjestyksestd hyb-
ridisaatioreaktioihin, vaaditaan kaksi koetihjuostetta
luomaan stabiilit deproteinisoidut homologiset komplek-
sit. RecA:n vdlittdmd homologinen koettimen kohdistus-
reaktio voi kayttda mydés koettimia, joissa on biotiinia
liitettynd sisdisiin asemiin. Sellaisia koettimia voidaan
syntetisoida kdyttdmdlld polymeraasiketjureaktion modifi-
kaatiota (Mullis; Mullis et al.), missid bio-14-dATP kor-
vaa tietyn prosenttiosuuden (esim. 5-25 %) dATP:stéd, jota

normaalisti kédytetdin synteesin aikana.

RecA:n helpottaman, lyhyiden DNA-koettimien homologisen
pariutumisen nopeuden niiden samaa alkuperdi olevien koh-
desekvenssien kanssa on osoitettu olevan positiivisesti
yhteenkuuluva kiinnittyneiden heterologisten DNA-hdntien
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pituuden kanssa (Gonda et al.). Sen mukaisesti voi koet-
timiin, joita kdytetddn tdmdn keksinnén hybridisaaioreak-
tioissa, sisdltyad heterologisia hantiid, s.o. terminaali-
sia sekvenssejd, jotka eivdt ole homologisia kohde-DNA:n
kanssa, jotta nopeutetaan koetinsekvenssin homologista
pariutumista kohdesekvenssiin.

E. Sieppaus/mddrityssysteeni.

Sekd *?P- ettd biotiini-leimattujen 12l-meeri koetinjuos-
teiden ldsndolo samassa kohdemolekyylissd varmistettiin
lisdksi kdyttdmédlld sieppaus/mddrityssysteemid (esimerkki
7). Deproteinisoidut kaksois-D-silmukkatuotteet siepat-
tiin kayttamdlld streptavidiini-magneettisia helmid. Bio-
tiinin sisdltdvén koettimen sieppaus sieppasi samanaikai-
sesti **P-leimatun koettimen. Kuvio 8 osoittaa DNA:n gee-
listd, josta koetin:kohdekompleksit eristettiin ennen
biotiiniosan streptavidiinin sieppausta. DNA-kompleksit
eristettiin uuttamalla geelifragmenteista vastaten odo-
tettua koetin:kohdekompleksin kokoa (esimerkki 7). Sitten
uutettu DNA altistettiin streptavidiini-peitetyille para-
magneettisille helmille. Sitten helmet eristettiin ja
laitettiinn tuikenesteeseen **P-leimatun DNA-koetinjuos-
teen mddrittémiseksi. Tamén analyysin tulokset on esitet-
ty taulukossa 2. Tiedot osoittavat, ettd vain reaktiot,
jotka kdyttdvat kahta koetinjuostetta ja RecA-proteiinia,
antavat sieppaussignaalin yli taustan. T4ssd kokeessa
kdytettiin eristettyd DNA-kohdetta, joka kulkee 10 kb
kohde~-DNA asemassa sieppausta varten, tdten sulkien pois
kompleksirekombinaatiotuotteiden mahdollisen l&sndolon
moninkertaisten 10 kb kohteiden v&1illa, jotka voitaisiin
siepata ja mddrittdd ilman ettd yksittdisessd 10 kb koh-
demolekyylissd on todella kaksois-D~silmukkarakenne. Li-
sdksi ndissd reaktioissa muodostuneet hybridimolekyylit
ovat melko stabiileja eristysolosuhteissa tukien johto-
pdatdstad, ettld siepattu *?P-signaali ei ollut komplemen-
taarisen koettimen uudelleenyhtymisen tekotuote.
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IT. Hyddyllisyys.

Kuvio 9 osoittaa joukon mahdollisia kaksois-D-silmukkara-
kenteita. Kuvio 9A edustaa kaksois-D-silmukkarakenteen
muodostumista sisdiseen kohtaan DNA-~kohdemolekyylisséa.
Kuvio 9B edustaa samanlaista rakennetta paitsi, ettd koe-
tin-DNA-molekyylit on hdnnitetty heterologisella DNA:lla
(Gonda et al.). Sellainen hidnnitys voi toimia useita tar-
koituksia varten: (i) helpottaa RecA:n laittamista pieni-
en koettimien pddlle; (ii) antaa laajennusmolekyylin lei-~
mojen liittédmiseksi koettimeen, esimerkiksi digoksigenii-
ni tai biotiini; (iii) antaa sieppaussekvenssin; ja (iv)
antaa sekvenssin hybridisoitua lisdreportterimolekyyliin.

Kuvio 9C edustaa tilannetta, missd kdytetdin kahta koe-
tinta, joilla on komplementaarisen p&dllekkdisyyden alue
(s.o. alue, jossa ne ovat toisiinsa ndhden komplementaa-
risia) homologisten terminaalisten laajentumien lisdksi
(s.o. alueet, jotka ovat komplementaarisia kohde-DNA:n
kanssa, mutta eivadt toisen koettimen kanssa).

Kuvio 9D edustaa tilannetta, missd kdytetddn kahta koe-
tinta, joilla on komplementaarisen p&didllekkdisyyden alue
heterologisten terminaalisten laajentumien lisédksi (s.o.
alueet, jotka eivdt ole komplementaarisia kohde-DNA:n
kanssa, mutta eivdt toisen koettimen kanssa). Kuvio 9F
osoittaa samankaltaisen tilanteen, miss& heterologiset
terminaaliset laajentumat ovat molemmissa 5/~ ja 3/-pédis-
sd jokaisessa koetinjuosteessa. Kuvio 9G kuvaa tilanteen,
missd homologiset hdnndt ovat komplementaarisia toistensa
kanssa, mutta eivdt kohde~DNA:n kanssa.

Kaksois~D-silmukkarakenteiden ei tarvitse koostua vain
kahdesta koettimesta. Esimerkiksi kuvio 9E osoittaa, ettéd
kaksois-D-silmukkarakenne, joka on luotu 5 erillisesté
koetinjuosteesta: sisdisilld koetinjuosteilla on komple-
mentaarisen pddllekkdisyyden alueet useampaan kuin yhteen
muuhun juosteeseen. Komplementaarisen péddllekkdisyyden
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koko alue on tyypillisesti 70-500 emdsparia, mutta kuten
edelld keskusteltiin, tdm& alue voi olla pienempi.

Kuvion 9 rakenteet kuvaavat useita mutta ei kaikkia mah-
dollisia koetin- ja kohde-DNA:n yhdistelmid, jotka voivat
luoda kaksois-D-silmukkarakenteita, jotka ovat stabiileja
deproteinisaatiolle. Eréds yhteinen piirre kaksijuostei-
sille koettimille, joita on tarkoitus kdyttdd kaksois-D-
silmukkareaktioissa, on komplementaarisen p&d&dllekkdisyy-
den alueet koetinjuosteiden valilla.

Kyky muodostaa stabiilia RecA-proteiinia, jota on kata-
lysoitu deproteinisoiduilla kaksois-D-silmukka koetin:
kohde-komplekseilla sisdisissd kohdissa, sallii homolo-
gisten lineaaristen DNA-kohteiden spesifisen tunnistami-
sen. Tamd kaksois~D-silmukkareaktio tarjoaa uusia mahdol-
lisuuksia hybridisaatiodiagnostiikkaan. Midritys tarjoaa
etuja, ettd tunnusmerkillisesti leimatut komplementaari-
set koetinjuosteet voidaan kdyttdd yksittdisessd reakti-
ossa ja tarvitaan tuntea vain yksi pieni kohdesekvenssi.

Komplementaaristen koettimien uudelleen yhteenliittyminen
inhiboituu, kun kédytetddn kylldstdvid tasoja RecA-prote-
iinia (Bryant et al.). Sellaisten koettimien uudelleen
yhteenliittymistd vdhent&a my6s ATPyS:n liittdminen ko-
faktoriksi koettimen peittdviin reaktioihin.

Kuten edella kuvattiin, tdmén keksinnén kompleksit, jotka
muodostuvat RecA-proteiinin peittémien koettimien ja koh-
de-DNA:n védlille, ovat stabiileja deproteinisaatioreakti-
oille (kuten kuvattiin). Joissakin sovellutuksissa ei
kuitenkaan vaadita RecA-proteiinin poistoa komplekseista
sovellutuksen toteuttamiseksi. Sellaisissa tapauksissa
ainoa rajoitus on, ettd jdljelle jid&vat proteiinimolekyy-
lit eivdt ole vuorovaikutuksessa sovellutuksen kanssa
(esim. katso kappale F, alla).
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A. Kohde-DNA:t.

Téamdn keksinndén menetelmdd voidaan kdyttdd diagnosoimaan
tarttuvia tauteja, joita aiheuttavat kliinisten niyttei-
den organismit. Né4mé& organismit voidaan diagnosoida mai-
rittadmdlla aiheuttavalle organismille luonteenomainen
spesifinen DNA. Sellaisiin organismeihin kuuluvat seuraa-
vat: bakteerit, kuten Salmonella, Nejsseria, Chlamydia,
Shigella ja Streptomyces; virukset, kuten Herpes simplex
virus-1 (HSV-1), herpes simplex virus-2 (HSV-2), ja ade-
novirus, kaikki kaksijuosteisia DNA-viruksia; parasiitit,
kuten Plasmodium ja Giardja: ja mykoplasma, kuten Myco-
plasma pneumonia, M. genitalium ja Pneumocystis.

Mitd tahansa diagnostista madristystd varten koetinsek-
venssit valitaan tiettyyn homologia-alueeseen kohde-DNA:
ssa. Kohde-DNA voidaan valmistaa lukuisista erilaisista
ldhteistd standarditekniikoilla: esimerkiksi, vesipitoi-
set liuokset, nisdkdskudos, viljellyt solut, kasvikudos,
bakteerit, hiiva, veri ja veren komponentit (Ausubel et
al.; Maniatis et al.; Sambrook et al.; Davis et al.; Fey:
Strickler et al.; Kingston; Wachsmuth).

Yleensd témén keksinnén mddritysmenetelmid voidaan kdyt-
tdd mddrittédmddn dupleksi-DNA missd tahansa nukleiinihap-
pondytteessd. Muihin sovellutuksiin kuin tarttuvien tau-
tien kliiniseen diagnosiin sisdltyy (i) viljellyistd ni-
sdkdssoluista kontaminanttien, kuten mykoplasma, seulomi-
nen (Zlvin et al.), (ii) tiettyjen geneettisten sairauk-
sien, joita aiheuttavat spesifiset deleetiot/mutaatiot,
insertiot tai uudelleenjdrjestdytymiset nisdkds-DNA:ssa,
diagnoosi, kuten a-talassemia, B-talassemia tai krooninen
myelosyyttinen leukemia ja (iii) koettimien hybridisaatio
erottamaan annetun kohdesekvenssin lédsndolo tai puuttumi-
nen dupleksissa DNA-molekyylissi.

B. Yhden kaksois-D-silmukkarakenteen kayttd diagnostisiin
sovellutuksiin.
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Kuvio 10 valaisee lukuisia suoritusmuotoja, joissa kidyte-~
tdan yhtd kaksois-D-silmukkarakennetta vastaavien eristéa-
miseen ja tunnistamiseen duplekseissa DNA-kohteissa. Yksi
koetin voidaan leimata sieppausyksikél11ld (esim. kuten
tehtiin biotiinilla esimerkissd 7). Toinen koetin leima-
taan sitten mddritysosalla, kuten radioaktiivinen leima,
biotiini tai digoksigeniini tai muut modifioidut emidkset.
Koettimet voidaan p&dédllystdd ja hybridisoida nukleiini-
happondytteeseen, josta testataan kohdesekvenssin lésnd-
olo. Hybridisaatioreaktiot voidaan deproteinisoida tai

kayttdd suoraan.

Koetin, joka on leimattu sieppausosalla, vangitaan. Tami
vangitseminen voidaan saada aikaan, esimerkiksi leimaa-
malla koetin biotiiniosalla ja altistamalla reaktioseos
streptavidiinille, joka on kiinnitetty kiinte&d&dn kanta-~
jaan. Sieppausosa vol vaihtoehtoisesti olla digoksigenii-
ni ja vangitseminen voidaan saada aikaan kdyttdmdlla an-
ti-digoksigeenini vasta-ainetta kiinnittyneen&d kiintedén
kantajaan. DNA-molekyylien pdihin voidaan liittda liséa-
ryhmid sopivasti seuraavasti. Oligonukleotidikoetin yh-
distetddn digoksigeniini-11-dUTP:n kanssa ( dTTP:n, 2’-
desoksiuridiini-5’~-trifosfaatin analogi, joka on kytketty
digoksigeniiniin ll-atomi-vdlikehaaran kautta, Boehringer
Mannheim, Indianapolis IN) ja terminaalisella desoksinuk-
leotidyylitransferaasilla (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD).
Liittyneiden dig-11-dUTP-osien lukumddrd titid menetelmii
kdyttden ndytti olevan vdhemmdn kuin 5 (mahdollisesti
vain 1 tai 2). Vaihtoehtoisesti dig-11-dUTP-osia voidaan
liittda koettimen nukleotidisekvenssiin kuten biotiinin
kanssa.

Seuraavia kaksijuosteisten koettimien yhdistelmid on tyy-
pillisesti kdytetty mddrityssysteemin sieppaamisessa: (i)
ensin koetin/sieppaus, leimattu biotiinilla tai digoksi-
geniinilla, toinen koetin/mddritys, radioleimattu; (ii)
ensin koetin/sieppaus, leimattu biotiinilla, toinen koe-
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tin/méddritys, leimattu digoksigeniinilla; tai (iii) ensin
koetin/sieppaus, leimattu digoksigeniinilla, toinen koe-
tin/méddritys, leimattu biotiinilla.

Erds tavanomainen menetelm@ sekvestrata siepattu DNA, on

streptavidiini-konjugoidun superparamagneettisten polys-

tyreenihelmien kdyttd, kuten esimerkissd 7 kuvattiin. Sen
jdlkeen, kun DNA on siepattu, voidaan helmet saada takai-
sin laittamalla reaktioputket magneettitelineeseen.

Vaihtoehtoisesti voidaan kadyttdd avidiini-pddllystettyji
agaroosihelmid. Biotinyloidut agaroosihelmet (immobili-~
soitu D-biotiini, Pierce) sidotaan avidiiniin. Avidiinil-
la, kuten streptavidiinilla on 4 sitomiskohtaa biotii-
nille. Yhtd ndistd sitomiskohdista kdytet&ddn sitomaan
avidiini biotiiniin, joka on kytkeytynyt agaroosihelmiin
16 atomivilikeulokkeen kautta: muut biotiinikohdat ja&vit
saataville. Helmet sekoitetaan hybridisaatiokompleksien
kanssa sieppaamaan biotinyloitunut DNA (esimerkki 7).
Vaihtoehtoisiin menetelmiin (Harlow et al.) helmien siep-
paamismenetelmille, jotka juuri kuvattiin, sisédltyvit
seuraavat streptavidinyloidut tai avidinyloidut kannat-
tajat: pienid proteiineja sitovat suodattimet tai 96-kai-
von maljat tai modifioidut biotiinin sieppaamismenetel-

midt, kuten iminobiotiini (Rigas, B., et al.).

Kumpaakin edelld olevaa helmimenetelmdd varten helmet
eristetdin ja siepatun hybridisaatiokompleksin médrd mad-
ritetddn kvantitatiivisesti. Kvantitatiivinen médritys-
menetelmd riippuu siitd, kuinka toinen juoste-DNA-koetin
on valmistettu. Jos toinen koetin on radicaktiivisesti
leimattu, voidaan helmet laskea tuikelaskimessa. Siepattu
DNA voidaan vaihtoehtoisesti médrittad kayttamilla kemi~
luminesenssis, fluoresenssi- tai kolorimetristid middritys-

systeemia.

Monissa edelld kuvatuissa kokeissa on hyédynnetty ra-
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dioleimattuja oligonukleotidejé: esimerkki 7 yhdistidi
biotiini-leimatun ensimmdisen koettimen kdytén radioak-
tiivisesti leimatun toisen koettimen kanssa. Edelld on
keskusteltu tekniikoista, jotka sisdltyvidt oligonukeloti-
dien radioleimaamiseen. Rutiininomaisesti saavutetaan 10°
cpm/ug DNA spesifinen aktiivisuus kdyttdmdllsi standardi-
menetelmid (esim. leimataan oligonukleotidin pdi adeno-
siini [y-**P]-5'’~trifosfaatilla ja T4 polynukleotidikinaa-
silla). Tdm& spesifisen aktiivisuuuden taso sallii pieni-
en DNA-mddrien mittaamisen joko geelien tai suodattimien,
jotka on laitettu filmin pddlle, autoradiografialla tai
laskemalla suoraan ndyte tuikelaskimessa.

Radioleimaus ja kemiluminesenssi (i) ovat hyvin sensitii-
visid, sallien oligonukleotidin alifemtomoolin médrien
mddrittédmisen. Kemiluminesenssimdirityksen tapauksessa on
keksitty protokollia tdyttédmdidn massa-seulontamdidrityksen
vaatimuksia. Ei-isotooppiset DNA-mddritystekniikat ovat
periaatteellisesti liittédneet alkaalista fosfataasia mai-
ritettdvidksi leimaksi antaen entsyymille kyvyn antaa
muuttaa paljon substraattia tuotteeksi ja substraattien,
jotka tuottavat kemiluminesenssi- tai vdrillisid tuottei-
ta, saamiseksi.

Kemiluminesenssin mdarittémiseksi voidaan biotinyloidut
tai digoksigeniini-leimatut oligonukleotidikoettimet maa-
rittda kdyttdmdllsd kemiluminesenssimidrityssysteemis
"SOUTHERN LIGHTS", jonka on kehittdnyt Tropix, Inc. Pe-
rustekniikkaa voidan soveltaa madrittdmdin DNA, joka on
siepattu joko helmiin, suodattimiin tai liuokseen.

Alkaalinen fosfataasi on kytketty siepattuun DNA-komplek-
siin. T&mén tekemiseksi voidaan kdyttdd lukuisia menetel-
mid, jotka on johdettu tavanomaisesti kdytetyistd ELISA-
tekniikoista (Harlow et al.; Pierce, Rockford IL). Esi-

merkiksi toinen juoste-DNA-koetin voidaan leimata pédsta
digoksigeniini-11-dUTP:114 (dig-11-dUTP) ja terminaalinen
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transferaasi (kuten edelld on kuvattu). Sen jdlkeen, kun
DNA on siepattu ja poistettu hybridisaatioseoksesta, an-
netaan anti-digoksigeniini-alkaalisen fosfataasi~konju-
goidun vasta-aineen reagoida (Boehringer Mannheim, In-
diapolis IN) digoksigeniinid sis&ltdvdn oligonukleotidin
kanssa. Vasta-aine-entsyymi-konjugaatti tunnistaa anti-
geenisen digoksigeniiniosan.

Siepatut DNA-hybridisaatiotuotteet mddritetdan kdytta-
n&lld alkaalisia fosfataasi-konjugoituja digoksigeniinin
vasta-aineita seuraavasti. Erés kemiluminesenssiaine al-
kaaliselle fosfataasille on 3-(2’-spiroadamantaani)-4-
metoksi~4-(3’-fosforyylioksi)-fenyyli~1,2-dioksietaani-
dinatriumsuola (AMPPD). AMPPD:n defosforylaatio johtaa ei
stabiiliin yhdisteeseen, joka hajoaa vapauttaen pidenty-
neen, tasaisen valoemission 477 nm:ssé. Valon mittaaminen
on hyvin herkkdd ja voi mddrittdd DNA:n erittdin pienid

madrid (esim. 10°-~10* attomoolia).

Kolorimetrisid substraatteja alkaalista fosfataasisystee-
mid varten on myds testattu. Koska kolorimetriset subst-
raatit ovat kdyttokelpoisia, on valoemissiosysteemin

kdyttd herkempdai.

Vaihtoehto edelld olleelle biotiinin sieppaussysteemille
on digoksigeniinin kdyttd biotiinin sijasta modifioimaan
ensimmdinen juostekoetin: biotiinia kdytetddn sitten kor-
vaamaan digoksigeniiniosia edelld kuvatussa systeemissai.
Tédssd Jjarjestelyssd anti-digoksigeeni-vastainetta kidyte-
tddn sieppaamaan DNA-hybridisaatiokompleksi. Streptavi-
diinia, joka on konjugoitu alkaaliseen fosfataasiin, kiy-
tetddn sitten mddrittidmédn siepattujen oligonukleotidien

lasnédolo.

Vaihtoehtoisiin sieppaussysteemeihin kuuluu seuraavaa:
(i) DNA:ta sitovan proteiinin ja sen samaa alkuperdd ole-
van sitovan sekvenssin kdyttd, missd samaa alkuperdd ole-
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va sekvenssi on sieppaava osa, joka on liitetty ensimmiai-
seen juostekoettimeen 5’-terminaalisena sekvenssind (Kemp
et al.):; ja (ii) hybridisaatiosieppaamisen kidyttd, missi
ei kohteen kanssa komplementaarinen DNA-sekvenssi, kuten
poly(T) on liitetty 5’~terminaalisena sekvenssind ensim-
médiseen juostekoettimeen ja komplementaarista nukleiini-
happoa, kuten poly(A), kdytetddn siepaamaan koetin ja
liittyneend ollut nukleiinihappo hybridisaatiolla. Jompaa
kumpaa ndistd kahdesta menetelmistd voidaan kayttda kiin-

tedn kannattajan yhteydess4.

Erds toinen vaihtoehtoinen systeemi on kiinnittdad yksi
koetin membraaniin (Saiki et al.), peittdi koetin, lis&ta
kohdetta ja toista peitettyd koetinta, deproteinisoida,
pestd ja mddrittés.

Kuvio 10 valaisee useita jidrjestelyitd yhden kaksois-D-
silmukkarakenteen mddrittédmiseksi. Kuvio 10A osoittaa
yhden koetinjuosteen, joka on leimattu sieppausosalla,
kuten biotiin, ja toisen koetinjuosteen, joka on leimattu
middritysosalla, kuten digoksigeniini. Kuvio 10B osoittaa
yhden koetinjuosteen, joka on leimattu sieppausosalla,
kuten digoksigeniini, ja toisen koetinjuosteen, jolla on
homologinen hdnndnpidentymd, joka on leimattu moninker-
taisilla mdaritysosilla, kuten biotiini. Kuvio 10C valai-
see middrityksen lisdidmisen (tai sieppausosien) heterolo-
gisiin hdntiin, jotka ovat kiinnittyneet joko jas/tai mo-
lempiin kaksijuosteisen koettimen juosteisiin.

C. Moninkertaisten kaksois-D-silmukka-rakenteiden kaytto
diagnostisiin sovellutuksiin.

Sen lisdksi ettd voidaan kdyttdd yht& kaksois-D-silmukka-
rakennekompleksia sieppaus/middrityssysteemeissd, voidaan
kdyttda yhtd hyvin moninkertaisia kaksois-D-silmukkara-
kenteita. Tapauksissa, joissa koetinjuosteiden uudelleen
yhteenliittyminen saattaa olla ongelma, esimerkiksi suu-
rempien koettimien kanssa, antaa moninkertaisten kaksois-
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D-silmukkarakenteiden kdyttd véhentyneen taustan. Téssa
menetelmdssd tarvitsee tuntea kaksi tai useampi sekvenssi

kohdesekvenssisséi.

Kuvio 11 valaisee lukuisia jdrjestelyitd méddritykselle,
joka perustuu kahteen kaksois-D-silmukkarakenteeseen.
Kuvio 11A osoittaa esimerkin leimata molemmat juosteet
ensimmidisessd dupleksikoettimessa sieppausosassa ja mo-
lemmat toisen dupleksikoettimen juosteet reportteri-/mas-
ritysryhmdlld. Sieppausosa voi olla joko yhdessd tai mo-
lemmissa ensimmdisen koetinsarjan juosteissa. Tédssd sys-
teenissd hybridisaatiokompleksit siepataan kuten edellad
kuvattiin, ensimmdisen dupleksikoettimen juosteiden uu-
delleenyhteenliittyminen ei kuitenkaan tuota taustaa re-
aktiolle, koska kummassakaan juosteessa ei ole reportte-
ri-/méd&ritysnryhmdd. Sieppauksen jdlkeen hybridisaatio-
kompleksit mddritetddn toisen dupleksikoettimen ldsnédolon
perusteella hybridisaatiokompleksissa. Reportteriryhmén
mddritys saadaan aikaan kuten edelld on kuvattu.

Témdn systeemin toinen suoritusmuoto, joka perustuu mo-—
ninkertaisiin kaksois-D-silmukkarakenteiden l&snédoloon
kohdekompleksissa, on kuvattu kuviossa 11B. Tédssd tapauk-
sessa leimataan ensimmdisen dupleksikoettimen vain yksi
juoste sieppausosalla ja toisen dupleksikoettimen vain
yksi juoste leimataan reportteriosalla.

Kuten edelld on kuvattu yhdelle kaksois-D-silmukkaraken-
teen méddrittdmiselle, voidaan lisdtd heterologisia h&ntié
ja kohde-DNA:n kanssa homologisia sekvenssejd dupleksei=-
hin koettimiin.

D. Kaksois-D-silmukkarakenteiden kdytt® RecA-proteiinin
helpottamissa DNA-amplifikaatioreaktioissa.

On kuvattu DNA-amplifikaatioreaktioita, jotka pddasialli-
sesti ovat riippuvaisia termisestd denaturaatiosta (Mul-
lis; Mullis et al.; Scharf et al.) juosteen erottamiseksi
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valmistettaessa jatkuvaa amplifikaatiota varten. Alla on
kuvattu kaksi mddrityssysteemid, jotka perustuvat DNA-
amplifikaatioon sen jdlkeen kun on muodostunut yksittéi-

nen tai monia kaksois-D-silmukoita.

(i) Erddssi tdmidn keksinndén amplifikaatio/mddritysmene-
telmdssa kdytetéddn hyodyksi moninkertaisia kaksois-D-sil-
mukkarakenteita helpottamaan amplifikaatiota tarvitsemat-

ta termistd denaturaatiota.

Kokeet, jotka on suoritettu témin keksinnén vahvistuksek-
si, ovat osoittaneet ettd kahden komplementaarisen DNA-
alukeparin, Jjotka ovat homologisia kaksijuosteisen koh-
teen eri alueiden kanssa, kdyttdé tamin keksinnén hybri-
disaatioreaktioissa johtaa kahden kaksois-~D-silmukan muo-
dostumiseen kohde-DNA:ssa. N&mid kaksois-D-silmukat reu-
nustavat ja madrittavit spesifisen DNA-alueen natiivissa
dupleksikohteessa (kuvio 12A): DL801/2 ja DL803/4 (tau-~
lukko 1) ovat esimerkkejd koettimista/alukkeista, jotka
voivat ottaa osaa tédhdn reaktioon.

Erilaiset DNA-polymeraasit tunnistavat tuloksena olevan
DNA-kohderakenteen substraattina DNA-synteesiin. Esimerk-
ki yhdestd sellaisesta amplifikaatioreaktiosta on esitet-
ty esimerkissd 8. Esimerkissd 8 kuvatun amplifikaatio-
reaktion substraatti on lambda-DNA genomi. Alukkeet ra-
joittavat kohdealueen noin 500 bp:iin. Amplifikaatioreak-
tioissa on tyypillisesti DNA=-polymeraasi (esim. Klenowin
fragmentti), RecA-proteiinilla peitetyt alukkeet, ATPyS
(tai rATP (yksin ja regeneraatiosysteemin ldsndollessa),
dATP, GTPyS ja ATPyS:n ja rATP:n tai ATPyS:n ja ADP:n
seokset) kohdesubstraatti, tarpeellisia kofaktoreita ja
kaikki 4 ANTP:td (modifioidut tai leimatut dNTP:t mukaan-
luettuina). Ndissd reaktioissa voi olla mybs DNA-helikaa-
sia, topoisomeraasia tai muita samankaltaisia DNA:ta a-
vaavia aineita jas/tai muita DNA-polymeraaseja.
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Ndnd reaktio-olosuhteet suosivat alukkeiden laajenemista
niiden 3’/-pdiss& samanaikaisella alukkeen pidentymiselléa
$7/-3’ suuntaan. Kahden tai useamman neljdn DNA-alukkeen
3’-péddn laajenemisen rakenteessa polymeraasilla rajaavat
DNA-kohdeamplifikaation alueet DNA-alukkeiden v&1illa
(katso kuvio 13). Kahden muun alukkeen DNA-polymeraasin
laajeneminen voi myds tapahtua niiden 3’/-pédissd elleivat
nadmd ole kemiallisesti tai fysikaalisesti blokatut ra-
joittamaan DNA-amplifikaatiota madrdttyyn alueeseen (esi-

merkki 8).

DNA-polymeraasit, jotka katalysoivat 3’-laajenemista alu~
keparien vdlilléd, saattavat korvata alukkeet samassa
juosteessa tai vaihtoehtoisesti uusi(a) syntetisoitu(ja)
tuote (tuotteita) voitaisiin ligoida alukkeeseen DNA-1i-
gaasilla, lampOresistentit tai ladmpdsensitiiviset DNA-li-
gaasit mukaanluettuina (Epicentre Technologies, Madison,
WI). Replikaatiota voidaan helpottaa myds lisdamidlla so-
pivaa DNA-helikaasia, topoisomeraasia, yksijuosteisia si-
tovia proteiineja (SSB), geeni 32 (tai muu samanlainen)
proteiineja tai RecBCD-koodattuja entsyymejd tai muita
proteiineja, joista joillakin on liittyneitd helikaasiak-
tiivisuuksia. Mitd tahansa alukkeita, jotka RecA-proteii-
ni on oikein paikallistanut, voitaisiin kdyttdd replikaa-

tion aloitukseen.

Koettimet, joita kéytetddn kahden kaksois-D-silmukan Re~
CcA-proteiinin katalysoimassa DNA-amplifikaatiossa, ovat
tyypillisesti 60-80 bp kooltaan. Koettimia, jotka ovat
suurempia tai pienempid, voidaan my®s k#yttdd yhtd hyvin,
mutta reaktio-olosuhteita saatetaan tarvita modifioida,
esimerkiksi liitt&m&lla stabiloivia peptidejd (esim. SSB
tai geeni 32 proteiini), l4dakkeitd, vasta-aineita, poly-

amideja tai ristiinreagoivia reagensseja).

Moninkertaisia alukkeita, jotka ovat erilaisia kooltaan,
voidaan my6s kdyttds. Alukkeet voivat olla mydés homologi-
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sia kohde-DNA-dupleksin kanssa pitkin niiden koko pituut-
ta tai niissé voi olla pdd- tai sis&isid alueita, joissa
on osittainen homologia, kuten heterologiset hdnnit (kat-
so alla). Alnoa vaatimus ndille alukkeille on, ettd toi-
votun amplifikaatiotuotteen 3’~laajenemiseen kdytetyt
emdkset ovat saatavilla aluke-DNA-synteesiin. Kuten edel-
14 kuvattiin, voi alukkeissa olla my6s modifioituja fos-
faattirunkoja tai emdksid, kuten biotiini tai digoksige-
niini tai mukaanliitettyjd toimintoja, kuten DNA-modifoi-

vat entsyymit ja kemialliset aineet.

Reaktio ylimé&drdlld RecA-proteiinilla peitettyjen aluk-
keiden ldsndollessa sallii uusien moninkertaisten tai
kaksois-D~silmukoiden muodostumisen uudestaan replikoi-
vaan ja amplifioituun DNA:han. RecA-proteiinin peittdmit
alukkeet toimivat aloittamaan lisdkierroksia DNA-syntee-
sissd ja tdlla tavalla DNA-kohde amplifioidaan ilman,
ettd tarvitaan kohde-DNA:n limpoédenaturointia asettamaan

amplifioidut alukkeet.

DNA-amplifikaatioreaktioissa voidaan kdytt&d kuinka mon-
taa DNA-polymeraasia tai polymeraasien seosta tahansa
seuraavat mukaanluettuina: E. coli DNA-polymeraasi I:n
Klenowin suuri fragmentti; T7; T4 ja/tai muita virus~ tai
solun DNA-polymeraaseja ja niiden mutantteja, esimerkiksi
Klenowin kaksoismutanttiproteiinit, joilla ei ole ek~
sonukleaasiaktiivisuutta.

Kahden kaksois-D-silmukkareaktioiden DNA-tuotteet on kdy-
tettyjen DNA-alukkeiden midrédémit. Kaksois-D-silmukka-
alueiden, jotka on tarkoitus amplifioida, vasen ja oikea
aluke mddridavit uudestaan syntetisoitujen DNA-amplifikaa-
tiotuotteiden 5’-pddt. Kun alukkeita ei ole korvattu,
voidaan uudestaan syntetisoitu DNA-tuote ligoida RecA-
katalysoituun amplifikaatioreaktioon, kuten kuviossa 12B

on Kkuvattu.



10

15

20

25

30

35

40

Kdyttadmdlld moninkertaisia alukesarjoja on myds mahdol-
lista luoda DNA-amplifikaatiottuotteet, joilla on kohe-
siiviset pddt. DNA-tuotteet voivat hybridisoitua niiden
pddllekkdisten kohesiivisten pdiden kautta ja ndiden yh-
teenliittyneiden DNA:n pituutta jatketaan myéhemmin (Haa-
se et al.). Olemassa olevien juosteiden pident&minen,
korvaussynteesi ja RecA-katalysoitu emdspariutuminen paia-
llekkdin menevilli alueilla saattaa lisdtid suurien DNA-
kohteiden saantoa. T&md voi olla tdrkedd RecA-katalysoi-
dulle DNA:n amplifikaatiolle soluissa in situ, mika voi
tietyissd olosuhteissa (Haase et al.) vaatia suuria DNA-
tuotteita tai mukaanliitettyjd ryhmid in situ retentiota

varten.

Kaksois-D-silmukkareaktio tai moninkertaiset kaksois-D-
silmukat voidaan muodostaa stabiilisti agaroosissa in
situ amplifikaatioreaktioissa. Agaroosi on tyypillisesti
alhaisessa ldmpotilassa sulavaa muunnosta, vaikka eri
tyyppisten agaroosien seokset ovat mahdollisia ja agaroo-
sin konsentraatio on noin 0,4-1 %. Ndissid olosuhteissa
agaroosigeeli tarjoaa rajoittavan alustan, joka sallii
lyhyempien DNA-tuotteiden retention: tédmi on erityisen
hyédyllistd in situ reaktioissa (katso alla).

RecA:n helpottama DNA-amplifikaatioreaktio voidaan suo-
rittaa 37°C:ssa yhtd hyvin kuin korotetuissa lampétilois-
sa, jotka ovat alle kohde-DNA-dupleksin tai aluke:kohde-
hybridien termisen denaturaatioldmpétilan, esimerkiksi
50-60°C. Korotettujen ldmpétilojen kdyttd ndissd reakti-
oissa laajentaa alukkeen pidentdmiseen saatavilla olevien
entsyymien valikoimaa ja saattaa sallia pidempien DNA-
juosteiden syntetisoimisen. Amplifikaatioreaktion l&mpo-
tila sanelee reaktiokomponenttien valinnan: esimerkiksi
villityypin E. ¢olin RecA-proteiinilla peitetyt koettimet
lisdtdsdn kohde-DNA:han 37-39°C:ssa, DNA-synteesi suorite-
taan sitten 50-55°C:ssa Thermus aquaticus DNA-polymeraa-
silla, reaktioldmpdtila alennetaan sitten 37-39°C:een ja
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RecA-proteiinilla peitetyt koettimet lisdt&ddn uudelleen.
Vaihtoehtoisesti korkeissa lampétiloissa limpétilaresis-—
tenssit RecA:n kaltaiset proteiinit voisivat korvata vil-
lityypin E. coli RecA-proteiinin (kuten on keskusteltu
samanaikaisesti haetussa, kanssaomistetussa U.S. hakemuk-

sessa sarjanro. 07/520 321).

Kahden kaksois-D-silmukan tai moninkertaisen kaksois-D-
silmukan reaktio, jossa kiytetdin RecA-proteiinin kata-
lysoimaa alukkeen sijoittamista DNA-amplifikaatioreakti-
oita varten on tdrkeitd diagnostisia sovellutuksia DNA:n
midrittémiseen ja amplifikaatioon liuosdiagnostiikassa
tai in situ diagnostiikassa.

(ii) Toinen mdédritysmenetelmi, joka kdyttdd hyvdkseen
kaksois D-silmukkaa ja DNA-amplifikaatiota, kdyttdi lei-
matun tai modifioidun dNTP:n polymeraasilisdystd signaa-
liamplifikaatioon. Cheng et al. (1988) osoittivat aluk-
keen 3’/-pddn pidentymisen yksittdisessd (kolmijuosteises-
sa) D-silmukkarakenteessa. Sen jdlkeen, kun on muodostu-
nut yksittdinen kaksois-D-silmukka kohde~DNA-molekyyliin,
reaktioon lis&tddn DNA-polymeraasi, tarpeelliset kofak-
torit ja kaikki neljd dNTP:td. Juosteen pidentyminen ta-
pahtuu kaksijuosteisen koettimen joko yhden tai molempien
juosteiden 3’/-pdistd (kuvio 13A). Vaihtoehtoisesti juos-
teen 3’/-pdd, jossa on sieppausosa, voidaan blokata esta-
mddnalukkeen laajenemista. Yksi tai useampi dANTP leima-
taan standardimenetelmdmddritystd varten (esim. biotiini,
digoksigeniini tai fluoresenssit tai radioaktiiviset o-
sat). Leimatun dNTP:n liittédminen johtaa madrityssignaa-
lin amplifikaatioon.

Tdtd menetelmdd voidaan kdyttdd lisdd hyddyksi kdyttamil-
14 moninkertaisia D-silmukkarakenteita kohdentamaan kiin-
nostuksen kohteena oleva alue (kuten edelld kuvattiin).
Kaksijuosteisten alukkeiden 3’/-pdit, jotka ovat ulospidin
kohdealueesta, voidaan joko blokata (kuten kuvattiin ku-
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viossa 13B tdhdelld) tai ei. Té&téd signaaliamplifikaation
menetelmdd voidaan lisdtd edelleen kdyttdmdllsd moninker-
taisia kaksois-D-silmukkarakenteita kohdistamaan kiinnos-
tuksen kohteena oleva alue (kuten edelld kuvattiin). Kak-
sijuosteisten alukkeiden, jotka ovat kohdealueesta ulos-
padin, 3’/-pddt voidaan joko blokata (kuten kuvattiin ku-
viossa 13B tdhdelld) tai ei. T&td signaaliamplifikaa-
tiomenetelmidd voidaan lisdtd edelleen kayttidmd#lld monia
RecA:n helpottamia amplifikaatiokiertoja, kuten edelld

kuvattiin, leimatun osan lé&sndollessa.

Kohteen médédritys signaaliamplifikaatiolla voidaan myés
saada aikaan seuraavasti. Kaksois-D=-silmukka muodostetaan
kohdesekvenssissd kdyttdmdlla kahta koetinjuostetta, mis-
sd ainakin yksi juosteista sisédltdid sieppausosan. Saatu
kaksois~D-silmukkakompleksi voidaan deproteinisoida ja
siepata saattamalla sieppausosa kosketuksiin sieppausa-
lustan kanssa. Siepattu kompleksi vapautetaan kuumenta-
malla: kKompleksi voidaan vapauttaa joko dsDNA:na tai ss-
DNA:na. Jos tarpeellista, esim. jos kompleksi vapautetaan
dsDNA:na, kompleksi denaturoidaan ja kohde—~-DNA vapaute-
taan. Tdhdn seokseen lisdt&ddn DNA-synteesialuke (~aluk-
keita), jo(t)ka on (ovat) komplementaarisia kohdesekvens-
sin kanssa. Ndissd alukkeissa ei ole sekvenssejd, jotka
olivat alkuperdisessd kaksijuosteisessa koettimessa. Sit~-
ten lisdtddn DNA-polymeraasi ja dNTP, sopivissa puskuri-
olosuhteissa, syntetisoimaan DNA hybridisoituneesta (hyb-
ridisoituneista) alukkeesta (alukkeista). Tamd alukekoh-
distettu mallisdiesynteesi voidaan suorittaa leimattujen
dNTP:n lésndollessa, esimerkiksi radioleimatut dANTP:t,
biotiini-leimatut ANTP:t, FITC-leimatut ANTP:t tai muut
sopivasti leimatut prekursorit. Leiman mukaanliittdminen
sallii kohteen kohdistamisen sopivilla mid&drityssystee-
meills, kuten fluorometri FITC-leimattujen dANTP:n l&sni-

ollessa.

E. Kaksois-D-silmukkarakenteiden kdyttd RecA=~proteiinin
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helpottamassa in situ hybridisaatiossa.

Erds toinen menetelmd, jossa kdytetdidn kaksois-D-silmuk-
karakennetta, on in situ hybridisaatio kiinnitettyjen
solujen kanssa (esimerkki 9): RecA:n helpottamat in situ
hybridisaatiomenetelmdt on kuvattu kanssaomistetussa kan-
sainvédlisessad PCT julkaisussa Nro. WO 93/05177 "In situ
Hybridization Method", julkaistu 18. maaliskuuta 1993.
RecA-~proteiinilla peitettyjen kaksois-dupleksikoettimien
in situ hybridisaatio antaa kyvyn paikallistaa kohdesek-
venssi eristetyssd, kiinnitetyssd biologisessa rakentees-—
sa tai tumassa tai tumatilavuudessa suhteessa muihin koh-
distettuihin sekvensseihin ja/tai tumamembraaniin kiytta-
médlld samapolttopisteistd laser pyyhkdisymikroskooppia
(van Dekken et al.).

Erds sovellutus in situ menetelmistd on kuvattu esimer-
kissd 9D. Tdssd menetelmidssd jakaantuvat HEp-2-solut
kiinnitetddn ja koetetaan RecA/kromosomi-X-alfasatelliit-
ti-DNA-koetinkompleksilla ja leimataan FITC-avidiinilla.
Koettimen sitomisen malli jakaantuvissa tumissa arvioi-
daan kaytté&milla standardia valofluoresenssi~ tai laser
pyyhkdisymikroskooppitekniikoita. Sidotun koettimen pai-
kallistamiseksi samaa kenttdd tarkastellaan faasikontras-
timikroskoopilla vaihtamatta linssien polttopistetti.
Peitt&mdlld saadut kaksi mikrovalokuvaa voidaan néhdi
tumamembraanin suhteellinen asema ja tumajakaantumisen
taso suhteessa koetin-leimattuihin kromosomeihin.

Tdmd keksinnén ndkdkohta tarjoaa yksinkertaistetut in
situ menetelmdt paikallistamaan kohdesekvenssi(t) biolo-
gisessa rakenteessa. Kiinnitetyt solut tai solunalaiset
rakenteet koetetaan suspensiossa tai objektilaseilla,
jonka jédlkeen on virtaussytometrinen tai mikroskooppinen
analyysi. Menetelmd vdhentdd tekotuotteet eliminoimalla
lampddenaturointivaiheen tarpeen ja sallii nopeamman ija
spesifisemmdn kohdesekvenssien mddrityksen. Menetelmidi
voidaan K&yttdd yhtd hyvin ainutlaatuisiin, pieni- ja/tai
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suuri kopiolukuisiin kohdesekvensseihin.

Erityisesti menetelméd sallii pienikopiolukuisten sek-
venssien mddrityksen ilman ettd ensin vaaditaan sekvens-
sien amplifiointia. Koska useimpiin geenikartoitus- ja
kromosomitutkimuksiin odotetaan sisdltyvédn spesifisii,
ainutlaatuisia tai pienikopiolukuisia sekvenssejd, tdmi
in situ menetelm§ tarjoaa tédrkein edun geenikartoitustut-
kimuksille, samoin kuin diagnostisiin sovellutuksiin,
joihin sisdltyy ainutlaatuisia tai pienikopiolukuisia
normaaleja, mutantti- tai patogeenisid sekvensseji. T&ama
keksinté sallii mydés kromosomisis&dllédn médrityksen vir-

taussytometriselld mddritykselld.

Tdmdn in situ menetelmdn erds yleinen diagnostinen sovel-
lutus on kdyttd kartoittamaan valikoitua geenid tai s&&-
telysekvenssid kromosomissa ja/tai kromosomin erityisessa
alueessa. Kohdegeeni voi olla sellainen, joka (a) synnyt-—
t44 valikoidun geenituotteen, (b) arvellaan suorittavan
kriittisen solukontrollitoiminnan, kuten solun tai viruk-
sen onkogeeni, (c) on samankaltainen toistuvan sekvenssin
kanssa, (d) uskotaan sis&ltdvin geneettisen vian, joka
estd8 aktiivisen geenituotteen ilmentymisen, (e) saattaa
olla samankaltainen kromosomiasemassa markkerikoetinalu-
eeseen tunnetun kartta-aseman kanssa ja/tai (f) saattaa
edustaa integroitunutta virussekvenssia.

Koetinjuosteet in situ hybridisaatiota varten voidaan
leimata lukuisilla tavoilla, mukaanluettuna suora leimaus
fluoresenssiosilla, kuten fluoreskeiini-11-dUTP (Boehrin-
ger-Mannheim). Lisdksi yksittdisid koetinjuosteita voi-
daan k&dyttdd luomaan kytkeytynyt fluoresenssisysteemi,
missd esimerkiksi fluoresenssiosan emissioenergia, liit-
tyneend juosteeseen emittoi valoa toisen fluoresens-
siosan, joka on liittynyt toiseen koetinjuosteeseen,
kiihdytysenergialla. Sellainen kytketty fluoresenssisys-
teemi hyddyntéda koetinjuosteiden ldheisyyden kaksois-D-
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silmukkakompleksissa.

Kun DNA-koettimet kohdistetaan spesifisid solupatogeeneji
vastaan, tyypillisesti middritettdessd virus- tai baktee-
ripatogeenia koskemattomassa solussa, voidaan kiinnite-
tyt, leimatut solut tutkia valo~ tai fluoresenssimikros-
koopilla mddrittdmddn ja paikallistamaan infektoivia pa-~
togeenejid soluissa. Vaihtoehtoisesti soluinfektio ja pro-
senttiosuus infektoituneista soluista voidaan médrittia
fluoresenssiaktivoidulla solun lajittelulla (FACS) sen
jdlkeen, kun RecA-proteiinin peittédmdt dupleksikoettimet
on in situ hybridisoitu tumiin tai soluihin suspensiossa
(Trask et al.).

F. Kaksois-D=-silmukkarakenteiden kidyttd restriktioentsyy-
mipilkkomiseen perustuvassa middrityssysteenmissa.

Témdn keksinnoén kaksois-D-silmukkarakenteita voidaan
kdyttdd mdarittdmidsn kohde-DNA:n lédsndoloa ndytteessé
viem&lld muunnoksia kohde/kaksois-D~silmukkakompleksiin,
mikd modifioi havaittavalla tavalla tédmdn kompleksin
herkkyyden restriktioentsyymipilkkomista vasten. Alla on
kuvattu lukuisia esimerkkejd sellaisista midrityssystee-

meista.

Erds maaritysmenetelmd, joka kayttdid hyvidkseen kaksois-D-
silmukkaa ja restriktioentsyymipilkkomista, on seuraava.
vValitaan alue kohde-DNA:ssa kaksoisjuostekoetinsekvens-
siksi. Koetinsekvenssi modifioidaan sisdltdmd&n sisdinen
restriktiokohta, jota ei ole kohde-DNA:ssa. Sellainen
restriktiokohta voidaan valita siten, ettd minimoidaan
emdspariyhteensopivuus kohteen ja koettimen valilla (ku-
vio 14). Sitten muodostetaan kaksois-D-silmukka ja komp-
leksit deproteinisoidaan. Sitten kompleksit siepataan
kiinte&dan kantajaan ja pilkotaan restriktioentsyymilla,
jota varten on tuotu kohta koetinsekvenssisséd (kuviossa
14A, PvulI). Vaihtoehtoisesti, kompleksit voidaan pilkkoa
restriktioendonukleaasilla ennen sieppausta (kuvio 14B).
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Koska Pvull restriktiokohtaa ei ole vield jarjestetty
uudelleen, kun koetin hybridisoidaan kohdesekvenssiin,
restriktioentsyymi pilkkoo vain renaturoidut koetin:koe-
tinkompleksit, ei koetin:kohdekomplekseja. Kiinted kan—
nattaja pestddn ja siitd tutkitaan mddritysosan l&sndolo.
Tdm& menetelmd sallii minkd tahansa taustasignaalin va-
henemisen, jota voidaan sy&dttdad koettimen renaturoinnil-

la.

Toinen mddritysmenetelm& toimii samalla periaatteella.
Tdsséd menetelméissd kohde-DNA on ei-metyloitu ja kaksi-
juosteinen koetin-DNA metyloidaan ennen RecA-peroteii-
nipeittémistd. Muodostuu kaksois-D-silmukkakompleksi,
kompleksi siepataan ja deproteinisoidaan. Sitten nidyte
pilkotaan, esimerkiksi DpnI, joka pilkkoo sen tunnistus-
kohdan (SEQ ID Nro: 2) vain, kun A-j&&nnds molemmissa
juosteissa on metyloitu. Koska metyloitua restriktiokoh-
taa ei muodostu, kun koetin hybridisoituu kohdesekvens-
siin, DpnI pilkkominen tapahtuu vain, kun koettimet rena-
turoidaan. Kiinted kannattaja pestddn ja siitd tutkitaan
mddritysosan ldsndolo. Kuten edelld tdmd menetelmd sallii
nyés minkd tahansa taustasignaalin vdhenemisen, jota
synnytetédén koettimen renaturcinilla.

DNA:n metylointitilaa voidaan mydés kdyttdd hyvidkseen
kdyttdmélld kohde/kaksois-D-silmukkakomplekseja seuraa-
vasti. Tédssd menetelmdssd joko kohde-DNA metyloidaan tai
kaksijuosteinen koetin metyloidaan ennen RecA-proteiini-
peittidmistd. Muodostuu Kaksois-D-silmukkakompleksi, komp-
leksi siepataan ja deproteinisoidaan. Siepatut kompleksit
voidaan eristdid kiintedstd kannattajasta ja pilkkoa mo-
niin ndytteisiin. Yksi ndyte pilkotaan metylaasisensitii-
viselld tai metylaasi-riippuvaisella restriktioentsyymil-
14 ja toinen pilkotaan metylaasi-insensitiiviselld rest-
riktioentsyymill4: esimerkiksi MboIl ei pilko DNA:ta, kun
A-jadannots metyloidaan ja Sau3A I pilkkoo saman restrik-
tiokohdan riippumatta A-jd&nndksen metylointitilasta.
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Sitten ndytteet voidaan fraktioida koon mukaan (esim.
agaroosi~ tai akryyliamidigeeli tai HPLC) ja verrataan
nidytteiden juovakuvioita. Tadmd menetelmd sallii eristyk-
sen ja sen jdlkeisen valitun fragmentin restriktiofrag-
mentin pituuden polymorfisuuden lukuisten nédytteiden via-
1i118 eri l&hteistd.

Metylointia voidaan myés kidyttdd suojaamaan spesifisté
restriktioentsyymikohtaa pilkkomiselta (Nelson et al.).
Jos esimerkiksi oli toivottavaa eristdsa MboI-fragmentti,
joka ulottuu tietyn alueen yli, mutta sisdisesti alueelle
oli MboI-kohta, fragmentti voitiin eristdi seuraavsti.
Muodostuu kaksois-D-silmukkarakenne sisdiseen restrik-
tiokohtaan kohde-DNA:ssa kdyttdmdlld metyloituja koetti-
mia. Kohde/kaksois-D-silmukkakompleksi deproteinisoidaan,
pilkotaan MboI:114 ja siepataan (kuvio 15A). Tatd mene-
telmdd voidaan kidytt&d (i) tutkimaan restriktioentsyymi-
polymorfisuutta restriktiokohdissa, jotka ovat suojatun
kohdan vieressa fragmenteissa, jotka saatiin eri ldhteis-
td tai (ii) siepataan ja kloonataan haluttu sekvenssi
kdyttdndlla restriktioentsyymid jopa kun sisdinen pilkko-
miskohta on ldsnd tuota entsyymii varten. Tosiasia, etta
deproteinisoidut kaksois-D-silmukkarakenteet ovat alttii-
ta restriktioentsyymipilkkomiselle, on osoitettu PleI-
restriktioendonukleaasi kohdistetulla koetin:kohdekom-
pleksien, jotka muodostuivat 500-meerikoettimien ja 2,9
kb homologisten kohdefragmenttien kanssa, pilkkomisella.

Kaksijuosteisia RecA-proteiinipeitettyjé koettimia voi-
daan itsessadn kdyttda suojaamaan spesifistd restriktio-
entsyymikohtaa pilkkomiselta. Tdssd tapauksessa kompleksi
ei ole deproteinisoitu. Kohde/kaksois-D-silmukkakompleksi
pilkotaan restriktioendonukleaasilla ja siepataan (kuvio
15B). Vaihtoehtoisesti kaksijuosteisia RecA-proteiinipei-
tettyja koettimia voidaan kdyttdi suojaamaan modifikaa-
tiokohtaa, esimerkiksi metylaatiokohta, modifikaatiolta.
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Tdssd tapauksessa, kuten edelld olleelle restriktiokohdan
suojaukselle, kompleksi ei ole deproteinisoitu. Kohde/
kaksois-D-silmukkakompleksia kdsitellddn modifioivalla
reagenssilla ja sitten deproteinisoidaan. Modifikaatio-
kohdekohdat kohde/kaksois-D-silmukkakompleksissa suoja-
taan ja modifikaatio puuttuu.

Kyky blokata restriktiokohtapilkkomista on hyddyllistéa
geenikartoituksessa. Esimerkiksi, jos kohde-DNA rajaa
tietyn alueen genomissa, kuten PvuI-kohta noin 26,3 kb
lambda-genomissa, tunnettu kohta suojataan jollain edelld
kuvatuista ldhestymistavoista. Ei-suojattu ja suojattu
lambdan genominen DNA pilkotaan Pvul:114. Muutos restrik-
tiofragmenttikuvioissa kahden pilkotun palan v&lilla sal-
lii pddtelld, mitkd fragmentit ovat vierekkdin -- perus-
tuen juovien katoamiseen ja uusien juovien kokoihin ndyt-
teessd, jossa on blokattuja restriktiokohtia.

Restriktioentsyymit ja niiden vasteet metylaatiotiloille
on yleisesti saatavilla ja olosuhteet niiden kayttdd var-
ten tunnetaan alalla (Ausubel et al.; Maniatis et al.).

G. Kaksois-D-silmukoiden kdyttd luomaan kohdistettu pilk-
kominen DNA:han.

Oligonukleotidejd on kdytetty ohjaamaan pilkkovia aineita
spesifisiin yksijuosteisiin ja kaksijuosteisiin nukleii~
nihappokohtiin (Corey et al.; Dreyer, G.B. et al; Moser,
et al.). Erds oligonukleotidi-ohjatun pilkkomisen etu on,
ettd kokeen tekijd ei ole endd riippuvainen olemassa ole-
vista pilkkomistoiminnoista: mikd tahansa toivottu DNA-
pilkkomistoiminta voidaan tehdd r&&tdlintyénd. Témén kek-
sinnén RecA-proteiinin peittdmii kaksijuosteisia koetti-
mia voidaan kadyttdid luomaan kohdistettu pilkkominen lu~
kuisilla tavoilla. Esimerkiksi valitaan spesifinen koh-
desekvenssi ja luodaan kaksijuosteinen DNA-koetin, joka
vastaa valittua sekvenssid. EDTA-osa on liittynyt yhteen
tai molempiin oligonukleotidikoettimen juosteisiin.
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Dreyer et al. on kuvannut menetelmdn EDTA:n liittymisesti
oligonukleotidiin tymidiinin C-5:n kautta. Koetin voidaan
sitten peitt&4d RecA~-proteiinilla ja muodostuu kaksois-D-
silmukkakompleksi kohde-DNA:n kanssa. Pilkkominen tapah-
tuu hapen ldsndollessa Fe(II):n ja pelkistédvdn aineen
(tavallisesti DTT) lisdyksen jdlkeen EDTA-koetin:kohde-

hybrideihin.

Vaihtoehtoisesti, pilkkominen voidaan saada aikaan kayt-
t&mélld peptidifragmentteja, jotka on johdettu DNA-sito-
vista/pilkkovista proteiineista (Sluka, J.P., et al.),
jotka ovat kiinnittyneet ologinukleotidikoettimiin. Li-
sdksi restriktioendonukleaasit, joilla on useita pilkko-
miskohtia tai suhteellisen ei-spesifiset fosfodiesteraa-
sit, kuten stafylokokkinukleaasi, voidaan 1liitt&dd oli-
gonukleotidiin luomaan hybridi-katalyyttinen aine, jolla
on lisdantynyt sekvenssispesifisyys (Corey et al.).

Oligonukleotidit ovat kiinnittyneet fosfodiesteraasiin
tai muuhun pilkkovaan aineeseen joko ennen RecA-proteii~
nin peittédmistd tai kaksois-~D-silmukkakompleksin muodos-
tumisen ja deproteinisoinnin jdlkeen. Sen jédlkeen kun
fosfodiesteraasi, nukleaasi tai peptidi on yhdistynyt
kaksois-D-silmukkakompleksin kanssa, modifioidaan reak-
tio-olosuhteita sallimaan molempien kohde-DNA-juosteiden
hydrolyysi kohdistetulla tavalla. Riippuen katalyyttisen
aineen aktiivisuudesta, joko yksi tai molemmat kaksijuos-
teisen koettimen juosteista modifioidaan sisdltémdén ai-

ne.

H. Kaksois-D-silmukan kdyttdé DNA:n rikastamisessa.
Témdn keksinndn kaksois-D-silmukkahybridisaatiokompleksia
voidaan myds kayttda erottamaan ja rikastamaan valittuja
kohde-DNA~-sekvenssejd. Kaksijuosteinen koetin voidaan

muodostaa esimerkiksi sisdlté&mddn sieppausosa yhdessid tai
molemmissa koetinjuosteissa. Muodostuu kaksois-D-silmuk-
kakompleksi kaksijuosteisen koettimen ja kohde-DNA:n vi-
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lille, jota on DNA-seoksessa. Kaksois-D-silmukkakomplek-
sit, Jjoissa on koetin- ja kohdesekvenssi, erotetaan sit-
ten reaktioseoksesta kdytté&mdlld sieppausosaa, esimerkik-
si liittdm&lléd kiinteddn kannattajaan. Kompleksi voidaan
sitten dissosioida kuumentamalla vapauttamaan kohde-~dup-
leksi kannattajasta ja jos tarpeellista, vapautunut DNA
renaturoidaan regeneroimaan alkuperédinen kohde-dupleksi-
DNA. Vaihtoehtoisesti koko kaksois-~D-silmukka saatetaan
vyksinkertaisesti vapauttaa kiintedstd kantajasta.

Jotta testataan, voidaanko kohdennettu dupleksi DNA va-
pauttaa hybridistéd yksinkertaisesti Kkuumentamalla, tut-
kittiin deproteinisoitujen kaksois-D-silmukkahybridien,
jotka muodostuivat **p-pddstd leimatuista 500-meeri-koet-
timista ja 10,1 kb ApaI-kohdefragmentista, terminen sta-
biilisuus: hybridit olivat tdysin stabiileja 75°C:ssa
1xTBE-puskurissa. Noin puolet DNA-koetinjuosteista vapau-
tui 80°C:ssa. Olennaisesti kaikki DNA-~koetinjuosteista
vapautui kohteesta 85°C:ssa. Tdmd sulamisprofiili on sa-
manlainen kuin duplekseille koetin:kohdehybrideille, joi-
ta muodostui kuumentamalla ja sitten hitaasti jaidhdytta-
mélld reaktioseos RecA-proteiinin puuttuessa. Hybridin
sulamisprofiili oli likim&&rin 10°C alempi kuin dupleksin
500-meeri-koettimen, itse~hybridisoitunut samanlaisissa

ionisissa olosuhteissa.

Hybridisaatioreaktio on potentiaalisesti hyddyllinen koh-
dentamaan kromosomaalisia tai geenifragmentteja, jotka
vain sekvenssimerkityt kohdat tunnistavat (STSs) (Olson,
et al.) seuraavista syisti.

(i) RecA-vdlittdmd hybridisaatioreaktio ei vaadi dupleksi
DNA~kohteen denaturointia hybridin muodostumista varten,
ja

(ii) kohteet vapautuvat eristetyistd hybrideistd kuumen-
tamalla ldmpdtilaan, joka hajottaa koettimen koetin:koh-
dekompleksin, mutta ei denaturoi dupleksikohdetta sisdl-
tdvad analyyttiid, esim. kromosomaalinen tai geenin sisdl-
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tavd fragmentti. Kohde-DNA-analyytti voidaan sitten saada

takaisin dupleksimuodossa.

Lisdksi hybridin sulamisldmpétilan huolellinen kontrolli
sallisi valitsemisen hybridejd vastaan, joilla saattaisi
olla vain osittaista homologiaa koettimen kanssa. Ehdoton
sulamislampétilavalinta voi olla tédrkedd, kun koettimia
kdytetddn kohde-DNA:n kompleksiseoksien kanssa. Erds etu
saada takaisin dupleksi kohde-DNA versus kaksijuosteinen
denaturoitu kohde-DNA, on ettd dupleksi DNA on taipuvai-
nen olemaan resistentimpi leikkausvoimille kuin kokonaan
denaturoitu yksijuosteinen DNA. Dupleksin kohde-DNA:n
takaisinsaaminen tdmdn keksinnén menetelmdlld sallisi
spesifisen dupleksigeenin tai genomisegmenttien, suuret
kromosomaaliset fragmentit mukaanluettuina, rikastamisen
ja eristédmisen, mitd voidaan sitten kdyttdd edelleen ma-

nipulointeihin ja/tai analyysiin.

Kohde-DNA-duplekseja, jotka saatiin tdlld menetelmilld,
voidaan kdyttdd DNA-amplifikaatioreaktioissa (Mullis;
Mullis et al.) tal standardeissa kloonaustekniikoissa

(Ausubel et al; Maniatis et al).

I. Homogeeninen diagnostinen médritys

Homogeeniselle diagnostiselle mddritykselle, joka voi
médrittida spesifisen natiivin kohde-DNA-dupleksin, on
testattu protokolla. Tahdn mddritykseen sisdltyy kaksi-
juosteisen kohteen sieppaus kdyttdm&llsd kaksois-D~-silmuk-
kahybrideitéd, jonka jidlkeen on DNA-signaaliamplifikaatio,
kuten alla on lyhyesti kuvattu.

(i) Kaksijuosteisten DNA-kohteiden sieppaus

Tekniikkaa voidaan suunnitella kédyttéméddn kaksois-D-sil-
mukkahybridejéd spesifisesti sieppaamaan suuri kaksijuos-
teinen DNA, kuten lambda-DNA~-genomi (~50 kb). Reaktiota
voidaan mydés soveltaa sieppaamaan pienempid dupleksia
DNA-kohteita. Tekniikka kdyttdd RecA-peitettyjd yksijuos-
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teisia koettimia, jotka on leimattu sieppausosalla, kuten
biotiini, edullisesti ollen keskimddrin 300-500 emidsti
kooltaan. Kaikki DNA-koettimet ovat edullisesti homologi-
sia sekvenssien kanssa, edullisesti noin 1000 emdksen
alue dupleksi-DNA-kohteessa. Biotinyloidut koettimet val-
mistetaan nick-translaatiolla, edullisesti noin 1000 bp
DNA-dupleksifragmentti bio-14-dATP:n lésnédollessa. Lampd~
denaturoitu koetin-DNA peitetddn RecA-proteiinilla ja
sitten annetaan reagoida dupleksin kohde-DNA:n kanssa.
Sen jalkeen kun koetin:kohdehybridi on muodostunut, voi-
daan hybridisaatioreaktioseos pysdyttdd, esimerkiksi 20
mM EDTA:1la ja kdsitellddn 0,5 M suolalla ja hybridit
voidaan siepata pestyyn magneettiseen Dynabeads® M-280
Streptavidiiniin (Dynal). Sieppauksen jdlkeen helmet pes-
tddn 3X puskurissa, jossa on 1 M suolaa. On todenndkdis-
td, ettd korkeat suolaolosuhteet ainakin osittain poisti-
vat osan sidotusta RecA-proteiinista. Kohde-DNA-sieppaus
voidaan mitata kdyttédmdlld **P-leimattua lambda-DNA:ta ja
suoraan laskemalla radioaktiivisuus, joka jdd liittyneena
helmiin pesun jdlkeen. Sieppausreaktion, jossa kdytettiin
suurta lambda-DNA-genomia (-50 kb), tulokset n&hdddn tau-
lukossa 3. Biotinyloidun koettimen, joka oli hybridisoi-
tunut kaksijuosteisen kohteen kanssa, sieppauksen reakti-
on spesifisyys varmistettiin 1iitt&m&114 mukaan 3 kont-
rollireaktiota (taulukko 3, reaktiot 2-4). Namd reaktiot
osoittivat ettd: (1) vaadittiin RecA-peitettyd biotiny-
loitua koetinta spesifiseen kohde~DNA:n sieppaamiseen
(reaktio 1), koska merkittédvdd signaalia ei saatu reak-
tiossa ilman RecA:ta (reaktio 2), (2) RecA:n sisdllytté-
minen reaktioon ei ollut syy kohdesieppaukseen, koska e-
siintyi vain taustatason DNA-sieppausta ei-biotinyloidun
ei-homologisen DNA-koettimen, joka on peitetty RecA:1lla,
l8sndollessa (reaktio 3) ja (3) keskimddrdinen tausta,
ei-spesifinen kohde-DNA-sieppaus oli noin 3,5 % (reaktiot
2-4).

(ii) Signaaliamplifikaatio siepatusta DNA:sta
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Alla on kuvattu lyhyesti protyypin protokolla havaitse-
maan helmien sieppaama kohde-DNA. T&t& vaihetta varten
siepattu kohde vapautetaan helmistd kuumentamalla reak-
tioseoksessa, jossa on dANTP-prekursoreita, joista yksi
tai useampi on leimattu (esim. bio-14-dATP:114 tai ANTP:
114 suoraan mddritettdvdlld leimalla, kuten FITC-11-dUTP,
jne...) ja ss DNA~aluke (tai alukkeita), jo(t)ka ei(vit)
ole homologinen (homologisia) alkuperdiselle sieppaus-
koetinsekvensseille, mutta homologinen (homologisia) vain
kohdesekvenssien kanssa, lisédtddn ja annetaan hybridoitua
yksijuosteisiin kohde-DNA:n. Hybridisoitumisen jdlkeen
reaktio jaddhdytetddn ja DNA-polymeraasientsyymi, edulli-
sesti DNA-polymeraasi T7 (Sequenase® Verion 2,9, USB) ja
sopiva puskuri lis&tdédn sallimaan DNA-synteesia alukkeen
pidentymiselld. Vaihtoehtoisesti voitaisiin myés kayttda
korkean l&mpétilan polymeraasia ja reaktiota inkuboidaan
lampdtilassa, joka sallii prosessiivisen DNA-synteesin.
Alukkeen pidentymisen aikana liitet&d&n leimattu(j)a DNA-
prekursoria (-prekursoreita) uudestaan syntetisoituun
(syntetisoituihin) DNA-juosteeseen (-juosteisiin). Koska
DNA-aluke (-alukkeet) ei(védt) ole homologinen (homologi-
sia) aikaisemmin kdytetyn (kaytettyjen) RecA-peitetyn
(-peitettyjen) koettim(i)en kanssa, leiman liittdminen o-
soittaa spesifisesti oikein siepatun kohteen l&sndolon.
Sieppausosan kayttd joko suoraan liittyneend alukkeeseen
(alukkeisiin), kuten poly(A), tai joka voidaan lis&ti
myShemmin, sallii amplifioituneen kohdesignaalin, joka on
oligo(dT) :ssd kiinnittyneend magneettihelmiin, selluloo-
saan, jne, mybhemmidn sieppauksen. Sieppausta seuraa ei-
liittyneen prekursorileiman poisto amplifioituneesta DNA:
sta ja jos tarpeellista, kéytetddn blokkausainetta, kuten
esimerkiksi I-Block (Southern-Light™, Tropix) blokkaamaan
ei-spesifinen mddritysaineen sitoutuminen (esim. AVIDx-
AP, Tropix) sieppausmatriisiin. Blokkauksen jdlkeen lis&-
td4n substraattia sallimaan spesifinen signaalin mddritys
amplifioituneesta kohde-DNA:sta ja signaali mdaritetdin
milld tahansa sopivalla keinolla. Kaavioimainen luonnos
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homogeenisestd diagnostisesta kaksois-D-silmukkamddrityk-
sestd ndhdddn alla seuraavasti. Vaikka esitetddn spesifi-
nen leimaus-, sieppaus- ja middrityskaavio, on lukuisia
tapoja, joissa sellainen mdadritys voitaisiin toteuttaa
kdytdnndssa.

Kaavioimainen luonnos homogeenisestd diagnostisesta dup-
leksi-DNA-kohteista kaksois-D-silmukkahybridien kanssa
osoitetaan seuraavassa:
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Seuraavat esimerkit valaisevat, mutta eivat mill&an
tavalla ole tarkoitettu rajoittamaan téatid keksintoi.

Restriktioentsyymit saatiin Boehringer Mannheimilta
(Indianapolis, IN) tai New England Biolabs (Beverly MA)
ja kdytettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti.

Yleisesti, oligonukleotidit radioleimattiin [y-**P)ATP:
114 ja T4-polynukleotidikinaasilla. Leimausreaktiot
suoritettiin puskureissa ja valmistajan suosittelemilla
menetelmilld (New England Biolabs, Beverly MA; Bethesda
Research Laboratories, Gaithersburg MD; tai Boehrin-
ger/Mannheim, Indianapolis IN). Oligonukleotidit ero-
tettiin puskurista ja liittymd&ttémat trifosfaatit kayt-
téamélld Nensorb 20-esi-muodostettua pylviastd (NEN-Du-
Pont, Boston, MA) valmistajan ohjeiden mukaisesti ja
sen jdlkeen dialysoitiin versus dd H,0, jos tarpeellis-

ta.

Esimerkki 1
RecA-peittdmien koettimien valmistus

On luotu kaksi- ja yksijuosteisten DNA-koettimien ja
alukkeiden sarjoja. Kuviossa 1 ndhd&in ndiden koettimi-
en Jja alukkeiden asemat suhteessa viereiseen lambdan
faagigenomin 500 emisparin alueeseen: kuviossa 2 on
esitetty lambdagenomin nukleotidisekvenssin tadmd alue.
Jokaisen koettimen ja alukkeen 5’- ja 3'~pddn emidsase-
mat, suhteessa lambdan virusgenomiin on luetteloitu

taulukossa 1.

Taulukko 1

Lambda-eméksi&, jotka kuvaavat koetin- ja aluke-DNA-
sekvensseja

Koetin tai Emdkset mukaanleuttuna Koko

aluke sekvenssix* (emds) tai (bp)
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PCRO1*
PCRO2*
PCRO3A*
DL80-1%
DL80-2%%
DL80-3%*
DL80~-4**
500(ds)
280(ds)
159(ds)
121(ds)
Biotiini-121+%
121-3?p**
70(ds)
Biotiini-79%*

58

7131-7155
7606-7630
7351-7390
7131-7210
7131-7210
7551-7630
7551-7630
7131-7630
7351-7630
7472=7630
73517471
7351-7471
7351-7471
7552-7630
7552-7630

25
25
40
80
80
80
80
500
280
159
121
121
121
79
79

* 5/~juoste

** Vastakkainen juoste.
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Alukkeet PCR01 ja PCRO2 vastaavat alukkeita, jotka on
toimitettu "GENEAMP" DNA-amplifikaatiotestipakkauksessa
(Perkin Elmer Cetus, Norwalk CT).

Yksijuosteiset alukkeet (PCRO1, PCRO2 ja PCRO33) ja
vksijuosteiset koettimet (DL80-1-4, biotiini-121, 121-
*?p ja biotiini-79) syntetisoitiin kemiallisesti kayt-
tdmdl118 kaupallisesti saatavilla olevia fosforamidiitti
prekursoreita Applied Biosystems 380B DNA-syntetisoi-
jassa (Applied Biosystems, Foster City CA).

DNA-molekyylit biotinyloitiin reaktiolla biotiinifos-
foramidiitin kanssa viimeisessid 5’ emdksessi (New Eng-
land Nuclear-DuPont, Boston, MA) ennen blokkauksen pur-
kamista. Kaikki kemiallisesti syntetisoidut DNA-mole-
kyylit deblokattiin valmistajan teknisten tietojen mu-

kaisesti.

Lyhyit& DNA-koettimia (25-meeri) kaytettiin ilman lis&-
puhdistusta. Yksijuosteiset 80-meeri ja 121-meeri DNA-
koettimet puhdistettiin polyakryyliamidigeelielektro-
foreesilla kayttdm&lla 8 £ ja 5 % tai 8 % polyakryyli-
amidigeelejd, vastaavasti. Saatiin tdysikokoisia DNA-
tuotteita leikkaamalla DNA-juovat geeleistd, jotka vas-
tasivat oikean kokoista DNA-molekyyli&d. DNA-molekyylit
saatiin takaisin geelipaloista elektroeluaatiolla kayt-
tdmdllad "ELUTRAP" systeemid (Schleicher ja Schuell,
Keene, NH). Sekd koettimet ettd alukkeet vdkevditiin
standardilla etanolisaostumisella (Maniatis et al.).
Koetin- ja aluke-DNA-konsentraatiot madritettiin perus-
tuen UV-absorbanssiin 260 nm:ssd laimennetusta DNA:sta.

Lambda-genomin kaksijuosteiset 500 ja 280 bp alueet
(kuvio 1) syntetisoitiin kayttdm&llsd alukkeita PCRO1 ja
PCRO2 tai PCRO3A ja PCR0O2, vastaavasti, Tag-polymeraa-
sia ja standardia DNA-amplifikaatioreaktio-olosuhteita
(Perkin Elmer Cetus; Mullis; Mullis et al.). Amplifi-~
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kaatiotuotteet erotettiin DNA-alukkeista elektroforee-
silla 0,7 % agaroosi- (Sigma type II, Sigma, St. Louis
MO) geelissd (500-meeri) tai 0,4 % "NUSIEVE" (FMC BioP-
roducts, Rockland, ME) agaroosigeelissd (280-meeri).
DNA-molekyylit juovissa vastaten amplifikaatiotuotteita
e- lektroeluoitiin, védkevoéitiin ja niiden todelliset
konsentraatiot mddritettiin kuten edelld kuvattiin.

Kaksijuosteiset 121- ja 159-meerikoettimet saatiin puh-
distetun 280-meerin restriktiopilkkomisella kdyttémalla
entsyymid Alul (New England Biolabs, Beverly MA). DNA-
koettimet eristettiin geelilektroforeesilla, elektroe-
luoitiin ja vidkevéitiin kuten edella.

Kaksijuosteinen 79-meerikoetin saatiin puhdistetun 500-
meerin restriktiopilkkomisella kdyttdmdlld entsyymid
HpaII. Pilkkomistuotteet erotettiin ja puhdistettiin
leikkaamattomasta DNA:sta lelektroforeesilla kdyttamil-
14 joko 3 % tai 4 % "NUSIEVE" (FMC BioProducts) geele-
jd tai 1 % agarocosigeelejd. Geeleistd saatiin spesifi-
sid DNA-fragmentteja, kuten edelld kuvattiin.

Yksijuosteiset tai kaksijuosteiset DNA-molekyylit lei-
mattiin 5/-pédstd (Maniatis et al.) [y**PATP:114 ja T4-
polynukleotidikinaasilla Promega, Madison WI). Jos tar-
peellista, DNA-molekyylit defosforyloitiin alkaalisella
fosfataasilla (Boehringer Mannheim, Indianapolis IN)
ennen kuin leimattiin T4 polynukleotidikinaasilla. Ei-
liittynyt leima poistettiin kdyttamidllad "NEOSORB 20"
nukleiinihapon puhdistuspylvédstd (NEN-DuPont). Leimat-—
tuja DNA-molekyylejd voitiin puhdistaa lisd#d dialyysil-
14 steriilid, kahdesti tislattua, vettd vastaan, jonka
jdlkeen vdkevoéitiin kylmdkuivaamalla. Saatiin myds *?p-
pddstd leimattu 121-, 159- tai 79-meeri **P-pédd-leima-
tun 280-meerin tai 500-meerin sopivalla restriktioent-

syymipilkkomisella.
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RecA- ja recA-803-proteiinit eristettiin ylituottavista
kannoista JC12772 ja JC15369 (saatu A.J.Clark ja M.
Madiraju). Nédissd kannoissa ovat RecA- ja recA-803-koo-
daussekvenssit plasmideilla suurena kopiolukuna/solu.
Kokonaisproteiinin analyysi JC12772- ja JC15369-so0lu-
uutteista SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesilla,
denaturoivissa olosuhteissa, osoitti, ettd 38 000 dal-
tonin RecA- tai recA-803-proteiini on pédédproteiini,
jota ndissd kannoissa tuotetaan.

RecA~ ja recA-803-proteiinit puhdistettin modifiocimalla
jo olemassa olevia menetelmiid (Shibata et al, 1981;
Griffith et al., 1985) kdyttdmdlld nopeaa proteiinines-
tekromatografiaa (FPLC) kdyttdmdlld hydroksyyliapatiit-
tipylvéistd, joka on saatu jauheena (BioRad), jonka jal-
keen anionin ("MONO Q", Pharmacia) vaihtopylvista.

Proteiini puhdistusta tarkkailtiin seuraavasti:

(i) tunnistettiin 38 000 daltonin RecA-proteiini SDS-
PAGE:1la ("PHASTGEL" systeemi, Pharmacia, Piscataway
NJ):

(ii) RecA ssDNA-riipuvaisen ATPaasi-aktiivisuuden médé-
ritys kdyttdmdlla [y-*2P]ATP:td ja yksijuosteista DNA:
ta (Shibata et al., 1981). Reaktion tuotteet erotettiin
kdyttémdlla PEI-selluloosa chutlevykromatografiaa (EM
Science, NJ): PEI-maljat kehitettiin liuottimessa, jos-
sa oli 0,5 M Licl ja 0,25 M muurahaishappo. Tuotteet
mddritettiin autoradiografialla.

(iii) DNaasi-aktiivisuuden mddritys. DNaasi-aktiivi-
suutta tarkkailtiin inkuboimalla RecA-proteiinindyttei-
td seoksen kanssa, jossa oli phiX174 suoristettuna ja
superkoil sirkulaarinen kaksijuosteinen RF ja sirkulaa-
rinen yksijuosteinen DNA RecA juosteensiirtopuskurissa
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(Cheng et al., 1988) 1 h 37°C:ssa. DNA-nicking:& ja
pilkkomista tarkkailtiin deproteinisaation jdlkeen te-
kem&lld ndhtdvdksi DNA:ta etdiumbromidilla agaroosigee-
lilektroforeesin jdlkeen ja vertaamalla jokaisen DNA-
tyypin RecA-inkuboiduissa ndytteissd mddrid niiden
kanssa, joita inkuboitiin puskurissa ilman RecA:ta.
Kaytettiin vain RecA-proteiinindytteitd, jotka osoitti-
vat ei-havaittavaa DNaasi-aktiivisuutta.

(iv) D-silmukka-aktiivisuuden md&ritys 500-meeri-oli-
gonukleotidikoettimen kanssa kdyttédmdllid menetelmis,
joka on modifioitu Cheng et al. (1988) menetelmésti.

Hopeavérjatyt SDS-polyakryyliamidigeeliprofiilit lopul-
lisesta "MONO-Q"-puhdistetusta RecA- ja recA-803-prote-
iineista osoittivat yksittdisen 38 000 daltonin juovan
jokaisesta valmisteesta, jossa ei olennaisesti ollut

muita solun polypeptideiji.

RecA-— iini peittédmi aktiot

Koettimien RecA-proteiinipeittéminen suoritettiin nor-
maalisti standardissa 1X RecA-peittadmisreaktiopuskuris-
sa (10X RecA reaktiopuskuri: 100 mM Tris-asetaatti (pH
7,5 37°C:ssa), 20 mM magnesiumasetaatti, 500 mM natri-
umasetaatti, 10 mM DTT ja 50 % glyseroli (Cheng et al
1988). Kaikki koettimet, olivatpa kaksijuosteisia tai
yksijuosteisia, denaturoitiin kuumentamalla 95-100°C:
een 5 min, laitettiin jdihin 1 min ja altistettiin To-
my-sentrifuugissa sentrifugaatiolle (10 000 rpm) 0°C
noin 20 sek. Denaturoidut ndytteet lisdttiin valitté-
mésti huoneenlédmpdétilan RecA-peittédmisreaktiopuskuriin,
joka oli sekoitettu ATPyS:n ja laimentimen (kahdesti
tislattu H,0) kanssa, jos tarpeellista.

Téssd reaktioseoksessa o0li tyypillisesti seuraavat kom-
ponentit: (i) 2,4 mM ATPyS; ja (ii) 10-40 ng kaksijuos-
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teista koetinta. Tdhdn seokseen lisdttiin nopeasti joko
(i) 1 pl RecA-proteiinia, tavallisesti 5,2 mg/ml (os-
tettu Pharmacialta tai puhdistettu kuten edelld kuvat-
tiin) tai (ii) yhtd suuri tilavuus RecA-varastopuskuria
(20 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 1,0 mM DTT ja 50 %
glyseroli) ja sekoitettiin. Lopullinen reaktiotilavuus
koettimen RecA-peittédmiselle oli tavallisesti noin 10
ul. Koettimen RecA-pddllystédminen aloitettiin inkuboi-
malla koetin-RecA-seoksia 37°C:ssa 10 min.

RecA-proteiinikonsentraatiot peitté&misreaktioissa vaih-
telivat koettimen koon ja lisdtyn koettimen mukaan:
RecA-proteiinikonsentraatio oli tyypillisesti alueella
6,8-51 pM. Kun yksijuosteisia DNA-koettimia peitettiin
RecA:lla riippumatta niiden komplementaarisista koetin-
juosteista, vihennettiin kummankin ATPyS- ja RecCA-pro-
teiinikonsentraatiot puocleen konsentraatioista, Jjoita
kdytettiin kaksijuosteisille koettimille: se tarkoitaa,
ettd RecA~-proteiini- ja ATPyS-~konsentraatiosuhteet pi-
dettiin vakiona yksittdisten koetinjuosteiden annetulle

konsentraatiolle.

Kuvio 3 osoittaa autoradiogrammin kuvaten RecA-proteii-
nin sitoutumisen 121-meerin ja 159-meerin DNA-Koetti-
miin mitattuna DNA-juovan siirtomddrityksills. Lampd-~
denaturoidut **P-leimatut kaksijuosteiset 121-meerin ja
159-meerin DNA-koettimien annettiin reagoida RecA-pro-
teiinin kanssa, kuten edelld kuvattiin. Lopullisissa
RecA-DNA-reaktioseoksissa oli 2,4 mM ATPyS:d4. Jokai-
seen neljddn reaktioon, jossa oli 0,01 ug joko denatu~-
roitua 121- tai 159-meeri-DNA-koetinta, lis&dttiin Reca-
proteiinia tai RecA-varastopuskuria. RecA:n lopullinen
konsentraatio jokaisessa reaktiossa oli 0, 0,137, 1,37
tai 13,7 pM linjoissa 1 ja 5, 2 ja 6, 3 ja 7 tai 4 ja
8, vastaavasti (kuvio 3). Kaikki RecA/DNA-koetin peit-
tdmisreaktiot suoritettiin lopullisessa 10 pl:n tila-
vuudessa. RecA:n sitominen aloitettiin inkuboimalla
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kaikkia reaktioita 37°C:ssa 10 min. 5 pl erid kutakin
reaktiota laitettiin 2 % agaroosigeeliin 1X TE-pusku-
rissa ja elektroforesoitiin 9,2 v/cm 2 h. ¢X-174 DNA:n
HaelII-pala (GIBCO-BRL, Gaithersburg MD) toimi kaksi-
juosteisen DNA:n kokomarkkerina (M). Markkeri-DNA lei-
mattiin 5/-pddstd *?°P:114 kuten edelld on kuvattu. Gee-
li kuivattiin ilmassa saran-kdireessad Bioscycler-uunis-
sa 65°C:ssa. Kuivattu geeli altistettiin sitten rént-

genfimille.

Kuten kuviosta 3 voidaan n&dhdd, lisddntyy DNA-koettimi-
en elektroforeettisen liikkuvuuden hidastuminen kasva-

van RecA-konsentraation mukana.

Samoja olosuhteita kuin edelld kuvattiin, kéytettiin

recA-803-proteiinille.

Koettimen peittimisreaktiot suoritettiin kuten esimer-
kissa 3 kuvattiin. Sen jélkeen kun peittéd&misreaktiot
olivat tédydelliset, lisdttiin jokaiseen reaktioon koh-
de-DNA:ta. Kohde-~DNA johdettiin lambda-virusgenomista
ja jos pilkottiin restriktioentsyymilld, oli siind DNA-
fragmentteja, jotka olivat homologisia koetinsekvenssin
kanssa ja ei-homologisia yhtd hyvin. Lis&dttiin tyypil-
lisesti 0,66-1,5 ug kohde-DNA:ta jokaiseen reaktioon 1X
reaktiopuskurissa. Kokonaisreaktion magnesiumionikon-
sentraatio sdéddettiin 12 mM:ksi lisdimdlli erd 0,2 M
magnesiumasetaattia. Lopulliset reaktiotilavuudet oli-
vat tavallisesti 20 ul kohde-~DNA-lisdyksen Jjédlkeen.

Koetin-kohdeseoksia inkuboitiin 37°C:ssa sallimaan Re-
cA-katalysoidut homologiset koetin:kohdereaktiot. Sen
jédlkeen, kun oli inkuboitu 60 min, reaktiot deprotei-
nisoitiin proteinaasi K:lla (10 mg/ml) 37°C:ssa 15-20
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min, jonka jdlkeen lisédttiin natriumdodekyylisulfaattia
(SDS) lopulliseksi konsentraatioksi 0,5-1,2 % (w/V).
Annos jokaista reaktiota laitettiin kaivoihin 0,7-1,0 %
agaroosigeeleihin, sen Jjdlkeen kun oli lis&tty seuran-
tavédrid (Maniatis et al.). Geelejd elektroforesoitiin
joko huoneenlimpédtilassa tai 4°C:ssa. Geelit varjidttiin
etidiumbromidilla ja DNA-molekyylit tehtiin nakyviksi
UV-valolla. Geelit valokuvattiin kidyttédmdll&d punaista
suodatinta ja Polaroid 667 musta-valkoista filmia.

Kun reaktioissa kdytettiin radioleimattuja DNA-koetti-
mia, ma33ritettiin koetin:kohdekompleksit autoradiogra-
fialla joko midristd tai kuivatuista agaroosigeeleisti
kdyttédmdlld joko DuPont "CRONEX QUANTA III"™ tai "LIGH-
TENING PLUS" vahvistusvarjostimia ja Kodak "X-OMAT ARS"
filmid. Signaalin mddrdn middrittédmiseksi kohde-DNA-juo-
vat, jotka osoittivat signaalia autoradiogrammeissa,
leikattiin geeleistd, murskattiin, suspendoitiin tuike-
koktailiin ("AQUASOL-2", DuPont-NEN, Boston MA), ja
radioaktiivisuus laskettiin Packard 2000 CA Tri-Carb
nestetuikeanalysaattorissa.

Kaksijuosteisten 280-meeri- ja 500-meerikoettimien
(taulukko 1) annettiin reagoida kaksijuosteisen line-
aarisen kohde-DNA-fragmentin kanssa (8370 bp lambda
Dral pilkottu fragmentti, jossa on jokaista koetinsek-
venssid), kuten edelld kuvattiin. Denaturoidut koetin-
DNA-molekyylit peitettiin RecA-proteiinilla 2,4 mM ATP-
¥yS:n ja 34,2 uM RecA-proteiinin ldsndollessa. Denatu-
roidut koettimet, joita ei peitetty RecA-proteiinilla,
lis&ttiin samoihin reaktio-olosuhteisiin miinus RecA-
proteiini. Sen jédlkeen kun oli inkuboitu 10 min 37°C:
ssa, lisdttiin jokaiseen koetinseokseen 0,66 ug lambdan
genomista DNA:ta, joka oli pilkottu restriktioentsyy-
milld Dral: genominen DNA suspendoitiin 1X reaktiopus-
kuriin, jossa oli sdéddetty Mg*'-konsentraatio, kuten
edelld kuvattiin. Lopullinen mikromoolinen kaksijuos-
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teisen koettimen suhde homologiseen kaksijuosteiseen
kohdefragmenttiin oli 10,6:1 500-meerille ja 21,6:1
280-meerille. Koetin:kohdereaktioiden inkubaatio suori-

tettiin, kuten edelld kuvattiin.

Reaktiot deproteinisoitiin ja laitettiin 0,7 % aga-
roosigeeliin. DNA:1lle tehtiin elektroforeesi koetin- ja
kohde-DNA-fragmenttien erottamiseksi. Valokuva etidium-
bromidivirjdtystd DNA:sta geelissid, jossa oli ndmid re-
aktiot, n&hddan kuviossa 4A. Kolme reaktiota vasemmalla
puolella ovat kontrollireaktioita kayttdmdlld pUC18
kaksijuosteista sirkulaarista DNA-kohdetta ja RecA-pei-
tettyd yksijuosteista 69-meeri-koetinta (n&md kontrol-
lisubstraatit antoi B. Johnston, SRI, Menlo Park, CA).
Keskilinjassa oli 1 kb markkeri-DNA (GIBCO-BRL). Neliji
reaktiota geelin oikeassa laidassa olivat lambda Dral-
pilkottuja kohde-DNA:ta.

Tédmd geeli kuivattiin ja altistettiin réntgenfilmille,
kuten edelld kuvattiin. Saatu autoradiogrammi ndhd&didn
kuviossa 4B. Sekd RecA-peitetyt 500-meeri- ja 280-mee-
rikoettimet hybridioituivat spesifisesti oikean kohde-
fragmentin kanssa, joka oli Dral lambda DNA-pala. Koe-
tin:kohde-DNA-homologian asema on vihintddn 832 bp 8370
bp kohdefragmentin 3’/-pddstd. Tdmi tulos osoittaa 500-
meeri- ja 280-meeri-RecA-helpottaman DNA-hybridisaa-
tiotuotteiden muodostumisen, jotka ovat stabiileja de-
proteinisoinnille. Nididen stabiilien DNA-kompleksien

luominen vaatii RecA-proteiinin.

imerkki 5
Stabiilin kompleksin muodostuminen pienien kaksijuos-
teisten koettimien ja lineaaristen kaksijuosteisten

e=-DNA:n vadlil

Téamd esimerkki kuvaa pienten kaksijuosteisten koettimi-
en kidytdén luomaan komplekseja lineaarisen kaksijuostei-
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sen DNA:n kanssa, jotka ovat stabiileja deproteinisaa-

tiolle.

Seuraavat hybridisaatioreaktiot suoritettiin, kuten
esimerkissd 4 kuvattiin. Kaikki proteiinin peittémis-
reaktiotilavuudet olivat 10 ul. Jokaisessa reaktiossa
oli 2,4 mM ATPyS:d84 ja 20,5 uM RecA:ta, ellei toisin
mainita. Lopullisissa reaktioissa oli 1,3 pug Dral pil-
kottua lambda DNA:ta. Seuraavat reaktio-olosuhteet vas-
taavat linjoja kuvioissa 5A ja 5B: linjat 1 ja 2, 280-
meeri koetin RecA~proteiinin kanssa ja ilman, vastaa-
vasti; linja 3, 121l~-meeri-proetiini RecA-proteiinin
kanssa; linjat 4-6, 79-meeri koetin RecA-proteiinin
kanssa. Reaktiot linjoissa 5 ja 6 sisdlsivat RecA-pro-
teiinikonsentraatiot 8,54 ja 41 uM RecA koettimen peit-
tdmisreaktion aikana. Reaktiot deproteinisoitiin ja
laitettiin 0,7 % agaroosigeeliin. Geelille tehtiin e~
lektroforeesi koettimen ja kohde-DNA-fragmenttien erot-

tamiseksi.

Kuvio 5A osoittaa valokuvan etidiumbromidividrjitystd
DNA:sta agaroosigeelissd osoittaen lambdasta Dral-pil-
kotut kohdefragmentit edelld olleista reaktioista. Ku-
vio 5B osoittaa DNA:n autoradiografian kuviossa 5A néh-
dyssd agaroosigeelissd. Nuolet merkitsevdt Dral lambda
kohdefragmentin, joka on homologinen kdytettyjen koet-
timien kanssa, kulkuaseman. Tulokset osoittavat, etta
kompleksit, jotka ovat stabiileja deproteinisaatiolle,
voidaan saavuttaa kaikilla RecA-peitetyilld DNA-koetti-
milla: 280-meeri, 121-meeri ja 79-meeri. Kuten edells,
muodostui stabiileja komplekseja vadhint&ddn 832 emdstéd
lineaarisen kaksi‘juosteisen DNA-kohdemolekyylin péddsta.
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Esimerkki 6

Stabiili kompleksin muodostuminen vaatii kaksijuostei-
sen koettimen

A. Vaatimus Kaksijuosteiselle DNA-koettimelle.

RecA-peitettyjd DNA-koettimia kdytettiin hybridisaati-
oon 3,0 ug:n kanssa lambda Dral-pilkottua kohde-~DNA:
ta/reaktio (60 min), kuten kuvattiin esimerkissi 4.
Kéytettiin kahta kemiallisesti syntetisoitua yksijuos-
teista DNA 121-meerid. Juosteet olivat komplementaari-
sia toistensa kanssa. Yksi juoste oli biotiinileimattu

ja toinen **pP-leimattu.

Seuraavat reaktionumerot vastaavat linjoja kuvioissa 6A
ja 6B. Reaktioissa 1, 2, 5, 6 ja 3, 4 oli 2,4 mM tai
4,8 mM ATPyS:84. Kaikki reaktiot kdyttividt 20 ng *3p-
leimattua DNA-koetinjuostetta ja 10,4 ug RecA-proteii-
nia: jokaisessa reaktiossa oli sama **P-spesifinen ak-
tiivisuus. Reaktioissa 3-6 oli my®ds biotiini-leimattu
juoste. Reaktioissa 3 ja 4 lisdttiin molemmat DNA-koet-
timet 10 ul RecA alkureaktioihin samaan aikaan. Reakti-
oita 5 ja 6 varten **P- ja biotiini-leimatut koettimet
peitettiin jokainen RecA:lla erillisissd 10 pl:n reak-
tioissa, sitten puolet jokaista reaktioseosta inkuboi-
tiin kohde-~DNA:n kanssa 30 min ennenkuin lisattiin
puuttuva RecA-peitetty DNA-koetinjuoste. **P-leimattu
DNA-juoste lisédttiin ensin reaktioon 5 ja toiseksi re-

aktioon 6.

Kaikki reaktiot deproteinisoitiin proteinaasi K:1lla ja
SDS:114 ennen elektroforeesia. Kuvio 6A osoittaa valo-
kuvan etidiumbromidi-vdrjédtystd DNA:sta agaroosigeelis-
sé osoittaen lambda DraI:n pilkkomia kohdefragmentteija
edelld olleista reaktioista. Reaktio-olosuhteet on tii-
vistettynd kuvioissa 6A ja 6B. Kuviossa 6B on nidkyvissa

autoradiogrammi ilmakuivatusta kuvion 6A geelista.
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Stabiilien deproteinisoitujen tuotteiden, joita muodos-
tuu homologisessa sisdisessd sekvenssissd lineaarisessa
kohde-DNA:ssa (linjat 3, 5 ja 6, vertaa linja 2), tuot-
tamiseksi vaaditaan 2 DNA-koetinjuostetta.

B. Malli kaksijuosteiselle stabijlille tuotteelle.

Kuvio 7 osoittaa mahdollisen mallin deproteinisoidulle
kaksijuosteiselle RecA-katalysoidulle hybridisaatio-
tuotteelle. Kuvio 7 kuvaa stabiilin kaksois=-D~silmukka
monikerran, joka muodostui lyhyiden péédstd leimattujen
DNA-koettimien ja kaksijuosteisen lineaarisen DNA-~koh-
teen kanssa. Osoitettu malli kuvaa hybridisaation 8370
bp Dral DNA lambda-kohteeseen, missid koetin:kohdehomo-
logia alkaa vdhintddn 832 emdstd kohteen lyhyestd pédds-
td (3’-pd& suhteessa koko lambdagenomiin). DraI-frag-
menttiin sisdltyvdt lambdaemdkset 93-8462., Taulukossa 1
on kuvattu homologian tarkat kohdat. Yksijuosteinen
RecA-proteiinilla peitetty koetin ei anna tuloksena
komplekseja, jotka ovat stabiileja deproteinisaatiolle
(katso kuvio 6B edelld).

Komplementaariset 12l1-meeri DNA-koettimet (taulukko 1)
syntetisoitiin kemiallisesti kukin erikseen. Komplemen-
taariset juosteet leimattiin tunnusmerkillisesti kayt-
tadmédlld [y-*?P]ATP:td ja biotiinid (reportteri ja siep-
pausosat, vastaavasti). Kaikissa koettimen peittoreak-
tioseoksissa oli 2,4 mM ATPyS:d4, 20 ng yksijuosteista
koetinta, 5,2 pg RecA-proteiinia (5,2 ug/pl; Pharmacia)
tai vastaava tilavuus RecA-varastopuskuria (ilman RecA-
proteiinia)/10 ul reaktio. Kokeita varten, joissa kay-
tettiin sekd biotiini~ ettd 3?P-leimattuja koettimia
(reaktiot 1 ja 4), sekoitettiin 10 ul erdt vastaavia
biotiini- tai **P-leimattuja koettimen peittdmid reak-
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tioita yhteen (antamaan 20 pl) ennenkuin ndmé& seokset
lisdttiin kohde-DNA-seokseen. Jotta pidetddn kaikki
reaktiotilavuudet vakioina, kédytettiin reaktioihin
joissa oli vain yksi yksijuosteinen koetinjuoste (reak-
tiot 2 ja 3) 10 ul koetinsesota, 10 ul koetinreaktio-
puskuria (s.o. ei toista koetinta) ja 20 ul koetin~DNA-
seosta.

Lambda kohde-DNA-seos valmistettiin seuraavsti: 1X Re-
cA~reaktiopuskuri, 1:10 laimennus 0,2 M kantaliuos Mg-
asetaattia ja ApaI-pilkottua lambda DNA:ta. Lis&dttiin
jokaiseen 20 pl:n koetinreaktioseokseen 20 ul kohde-
DNA-seosta. Nditd reaktioita inkuboitiin 60 min 37°C:
ssa. 40 pul:n reaktiot deproteinisoitiin, jaettiin kah-
teen yhti suureen erédén, kaksi erdd laitettiin vierek-
kdisiin kaivoihin 0,7 % agaroosigeelisséd ja komponentit
fraktioitiin elektroforeesilla (kuten edelld on kuvat-
tu).

Kaikkien reaktioiden, joissa oli *?P-leimattu juoste

(1, 2 ja 4), spesifinen alkuaktiivisuus oli identtinen.
Jokaisen reaktion etidiumbromidi-vérjatty geeli vierek-
kdisine duplikaattilinjoineen néhd&ian kuviossa 8. Jo-
kaisen reaktion sisdltd on tiivistettynd kuviossa 8.

Geelin jokaisesta linjasta leikattiin osa, joka vastasi
10,1 kb lambda kohde-~DNA:ta (kuvio 8). Jokainen leikat-
tu fragmentti laitettiin mikrosentrifuugiputkeen ja
jdddytettin nopeasti kdyttédmdlls kuivaa ja&atd. Jokai-
sessa geelifragmentissa ollut DNA saatiin takaisin pu-
ristamalla jdatynyttd geelid taitetun parafilmin vilis-
sd, kunnes nestettd ei endd puristunut ulos. T&m& DNA:
ta sisdltévd neste poistettiin sitten varovasti "EPPEN-

DORF"-mikropipetilld.

B. Sieppaus/mddrjtysanalyysi.

Kahden koetinjuosteen ladsndolo samassa kohdemolekyylis-
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s8 (yksi biotiinileimattu ja toinen *3P-leimattu) méda-
ritettiin sieppaamalla biotiini:kohdehybridit strepta-
vidiini-peitettyihin paramagneettisiin helmiin (Dynal,
Oslo, Norja). Valmistajan helmien varastointipuskuri
poistettiin ennen kdyttdi. Helmet pestiin 1X RecA-reak-
tiopuskurilla, 10X RecA-puskurissa ja lopuksi 1X RecA-
reaktiopuskurissa. Ennen DNA-sieppausta lisdttiin yhta
suuret tilavuudet pestyjéd helmid yksittdisiin 1,5 ml
mikrosentrifuugiputkiin ja lopullinen pesupuskuri pois-
tettiin. Neste poistettiin kaikista helmisuspensioista
asettamalla mikrosentrifuugiputket, joissa oli helmi-~-
seosket, magneettiseen erottamistelineeseen (Promega,
Madison WI).

DNA:ta sisdltdvidt reaktiondytteet edeltd lisittiin jo-
kainen mikrosentrifuugiputkeen, joissa oli annos pesty-
jé4 paramagneettisia helmid. N&iytteet sekoitettiin ja
inkuboitiin huoneenldmpdtilassa 15 min. Koska helmet
laskeutuvat ajan mukaan, sekoitettiin seoksia useita
kertoja inkubaation aikana varmistamaan tehokas biotii-
ni:streptavidiini-annos. Sieppausreaktion jalkeen, s.o.
streptavidiinin biotiiniin sitoutumisen jédlkeen, ker&t-
tiin paramagneettiset helmet jokaisessa reaktiossa mag-
neetilla ja reaktioneste poistettiin.

Jokainen helmien nédyte pestiin 3 kertaa 1X RecA-reak-
tiopuskurilla. *?P-leimatun koetinjuosteen lésnédolo
madritettiin lisddmdllé nestemdistd tuikelaskin fluoria
helmiin ja laskemalla siepatun DNA:n radioaktiivisuus
jokaisessa reaktiossa. Ndmd tiedot on esitetty taulu-
kossa 2.
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Taulukossa 2 prosenttiosuudet laskettiin *?P-radiolei-
matuista DNA-lukujen pienistd mdsristd, joita jdi Dynal
streptavidiini-peitettyjen helmien pé4&lle jokaisen si-
eppausreaktion 3 pesun jdlkeen 1X asetaattireaktiopus-
kurilla. **P-leimattu DNA lisdttiin reaktioon 3, jossa
on biotiinin sieppaama koetin ainoastaan: té4sti reak-
tiosta ei odotettu radioaktiivisia DNA-lukuja. Taulu-
kossa 2 oleva "odotetut kokonaisluvut" médritettiin
seuraavasti. Suoritettiin identtiset reaktiot kuin e-
delld kuvattiin ja tuotteet erotettiin agaroosigeeli-
elektroforeesilla. Geelifragmentit, jotka vastasivat
10,1 kb kohde-DNA:ta, leikattiin geelistd, jauhettiin
ja laitettiin "AQUASOL:iin". Tulokset osoittavat, etti
hybridisaatiotuote, jossa on kaksi komplementaarista
mutta tunnusomerkillisesti leimattua koetinta, voidaan
siepata kdyttdmdlla streptavidiini-vuorovaikutusta bio-
tiinilla leimatun koetinjuosteen kanssa ja sen jédlkeen
nidritetddn leimalla komplementaarisessa koetinjuos-

teessa.

Tdmé& stabiilien koetin:kohdehybridien helmisieppaus

tukee, ettd RecA-proteiinin katalysoimissa homologisis-
sa koetin:kohde-komplekseissa todella oli kaksi homolo-
gista koetinjuostetta samassa kaksijuosteisessa kohde-

molekyylissé.
Esimerkki 8
cA+ helpottama DNA- ifikaatjio i de-DNA:n

en rontia

Olosuhteet RecA-proteiinin helpottamalle DNA-amplifi-
kaatiolle on kuvattu samaanaikaan haetussa ja kanssa-
omistetussa sarjanro. 07/520 321, "Menetelmd nukle-
iinihappohybridisaatiolle ja amplifikaatiolle", jétetty
7. toukokuuta 1990, liitetty tdhidn viitteeksi.

Kaksijuosteiset koetin/alukeparit, jotka vastaavat DL8-
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0l1/2:ta ja DL803/4:4& (taulukko 1), denaturoitiin ja
peitettiin RecA-proteiinilla, kuten edelld kuvattiin.
Jotta varmistetaan, ettd DNA-alukkeiden pidentyminen
tapahtuu vain toivottuun suuntaan, voidaan sopivien
alukkeiden 3/-paat lopettaa 2’,3’-didesoksinukleotidil-
la. Didesoksinukleotidiltd puuttuu 3/-hydroksyyliryhmi,
joka on tavanomaisessa dNTP:sséd. Hydroksyyliryhmén
puuttuminen inhiboi laajentumisen esti&mdlld fosfodies-
terisidoksen muodostumisen didesoksinukleotidin ja
seuraavan tavanomaisen dANTP:n védlille. Didesoksinukle-
otidin lisdédminen alukkeeseen voidaan saavuttaa kdytté-
mdlléd entsyymin terminaalista desoksinukleotidisiirtoa
(Pharmacia, Piscataway, NH).

Koettimien annetaan sitten reagoida kohde-DNA:n Kkanssa,
kuten edelld kuvattiin. Edelld olleen reaktion tuote,
koostuen kahdesta kaksois-D-silmukan sarjasta, kiyte-
téddn sitten substraattina tyypillisessd DNA-amplifikaa-~
tioreaktiossa. DNA~-reaktio voidaan suorittaa puskuris-
sa, jossa on 10 mM Tris-HCL (pH 7,5), 8-12 mM MgCl, ja
50 mM NaCl, johon on lis&dtty 200-750 uM ANTP:td ja DNA-
polymeraasia) (esim. eksonukleaasiton, DNA-polymeraasi
I, Klenow tai T7 DNA-polymeraasi). Lisdksi reaktioon
voidaan liittd4 muita entsyymejd tai proteiineja (esim.
DNA-helikaasi, topoisomeraasi, DNA-ligaasi ja yksijuos-
teinen sitova (SSB) proteiini), joka voi helpottaa spe-
sifisen amplifikaatiotuotteen muodostumista. Reaktion
annetaan edistyd niin kauan kuin tarpeellista 37°C:ssa.
Lopetuksen jdlkeen nédytteet voitaisiin deproteinisoida
(SDS, Proteinaasi K ja/tai fenoli-uutettu) ja analysoi-
da geelielktroforeesilla. Elektroforeettisen erottami-
sen jdlkeen voidaan tuloksena ollut amplifioitu DNA
tehdd ndkyvédksi joko geelin DNA:n etidiumbromidivér-
jaykselld tai DNA-hybridisaatiolla kohde-spesifisen
DNA-koettimen kanssa. Vaihtoehtoisesti, amplifikaatio
DNA~-koettimet voisivat olla biotinyloidut ja uudelleen
syntetisoitu DNA siepataan sopivin keinoin ja sitten
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repostoidaan ja middritetddn kuten edelld kuvattiin.

DNA~-synteesireaktiot on merkitty 1-2 yksikén E. coli
DNA-polymeraasi I:n, jossa ei ole eksonukleaasia, 1li-
sdykselld (U.S. Biochemicals) ja 750 uM kumpaakin dNTP:
td. Reaktiot pidetédan 37°C:ssa.

Sen jdlkeen, kun ensin on lisdtty polymeraasia, reakti-
oon voidaan l1iitt4a mukaan 1 yksikké, esim. Klenowin
ja/tai lisdksi tulevia ANTP:téd, tarkoin mddrdttyind
vdliaikoina, jotka ovat jakaantuneet ajallisesti reak-

tion kulkuun.

Ndytteitd kdsitellddn proteinaasi K:1lla ennenkuin lai-
tetaan elektroforeettiseen erotukseen. Elektroforeetti-
seen erotuksen jdlkeen voidaan tuloksena olleet ampli-
fioidut DNA-fragmentit tehdd ndkyviksi joko geelin
etidiumbromidivarjdykselld tai hybridisaatiolla kohde-
spesifisen koettimen kanssa.

Hybridisaatioanalyysid varten geeli voidaan siirtda
standardiprotokolleilla (Maniatis et al.) hybridisaati-
on siirtokalvolle (HYbond-N, Amersham). DNA sidotaan
ristiin UV:114 (Stratolinker, Stratagene) membraaniin.
UV-kédsitelty siirtomembraani hybridisoidaan p&dsta lei-
matun (Boehringer Mannheim) koettimen PCR0O3A kanssa
(taulukko 1): PCRO3A (natiivin lambda-genomin nukleoti-
dit 7351-7390) on 40-meeri vastaten 500 emdsparin lamb-
da-mallisdikeen sisdistd DNA-sekvenssid, joka on edellé
olleen amplifikaatioreaktion kohde. Kalvolle tehddédn
autoradiografia.
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Esi kki

In situ DNA-mddrittédminen, jossa kdytetdin kaksois-D-
silmukka-reaktioita

A. Koetin-kompleksin valmistus.

Biotinyloitu kromosomi X alfa-satelliitti DNA-koetin
saadaan ONCOR:1lta (gaithersburg, MD). Vaihtoehtoisesti
koettimet voidaan biotinyloida standardi nick-translaa-
tiomenetelnin tai polymeraasiketjureaktiolla (Weier et
al., 1990).

Kaksijuosteinen koetin laimennettuna steriiliin 4dH,0:
hon haluttuun konsentraatioon ennen denaturointia, de-
naturoidaan 0,5 ml:n mikrosentrifuugiputkessa 100°C:n
lohkolédmmittimessd 5 min. Putki laitetaan valittomésti
jddvesihauteeseen 1-2 min, jonka jdlkeen on lyhyt sent-
rifuugaus 4-6°C "TOMY"-mikrosentrifuugissa ja putket
palautetaan jddvesihauteeseen. Noin 5 min ennen denatu-
roidun DNA-koettimen lisdystd hybridisaatioseokseen,
putki, jossa on koetin, laitetaan jdihin pakastimeen
~20°C:een. Koetin-hybridisaatioseoksessa on seuraavat
komponentit laajalla konsentraatioalueella ja on yhdis-
tetty luettelon jdrjestyksessd: 1 ul 10X RecA-reaktio-
puskuria [10X RecA-reaktiopuskuri:100 mM Tris-asetaatti
pH 7,5 37°C:ssa, 20 mM magnesiumasetaatti, 500 mM nat-
riumasetaatti, 10 mM DTT ja 50 % glyseroli (Cheng et
al., 1988)]; 1,5 ul ATPYS 16,2 mM:sta kantaliuoksesta)
(Pharmacia) [GTPy, rATP (yksin tai rATP-regeneraatio-
systeemin ldsndollessa), dATP, ATPyS:n ja ADP:n seoksia
voidaan myds k&dytt4d joissakin reaktioissa]; 0,75 upul 20
mM magnesiumasetaatti; 4-60 ng (tai enemmdn joissakin
reaktioissa) denaturoitua koetinta steriilissi vedessi;
1,25 pul 0,137 mM kantaliuos RecA-proteiinia, kun ostet-
tu Pharmacialta [Kun saatu muista ldhteistd tai valmis-
tettu laboratoriossa, lisdtty mddrad (pl:na) vaihtelee
kantaliuoksen konsentraation mukaan].
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Seosta inkuboidaan 37°C:ssa 10 min, jonka jédlkeen lisé-
tddn 0,5 ul/reaktio 200 mM magnesiumasetaattia. Reak-
tiokomponenttien lopulliset konsentraatiot ovat: 4,0 mM
- 10 mM Tris-asetaattia, 2,0 mM ~ 15 mM magnesiumase-
taattia, 20,0 mM -50 mM natriumasetaattia, 0,4 mM - 1,0
mM DTT:td, 2 % - 5 % glyserolia, 1 mM ~ 2,5 mM ATPyS:
44, 0,005 mM - 0,02 mM RecA-proteiinia.

B. HEp-2-kiinnjitettyijen solutumien valmistaminen,

HEp-2-solut on alunperin johdettu miespuolisen ihmisen
kurkunpédsn ihon pintasolukon epiteelikudoksen sy&pédku-
doksesta. HEp-2 on solulinja, jossa kromosomistojen
madrd vaihtelee (Chen).

Soluja viljellddn 24 h sen jdlkeen, kun ne on ympéatty
DMEM-alustaan (Whittaker tai Gibco-BRL), johon liitetty
mukaan 10 % FBS, natriumpuryvaattia ja penisilliini/
streptomysiiniantibioottiseos 37°C:ssa standardiolosuh-
teissa. Solut pelletoidaan alhaisella sentrifugaatio~
nopeudella ja pelletti suspendoidaan uudestaan 75 mM
KCl:44n 37°C:n vesihauteessa 5-15 min, jotta haluttu
mddrd tumaturpoamista tapahtuisi, jonka jdlkeen solu-
kiinnitys suoritettuna lisaamdlla 3:1 jd&kylmda metano-
li:etikkahappoa ja sentrifugoidaan 6°C:ssa. Putkeen
jdtetddn 1 ml nestettd pelletoitujen solujen kanssa,
lisdtdan lisda jadkylmda metanoli:etikkahappoa ja solut
sekoitetaan sekoittamalla putkea varovasti, jonka jédl-
keen sentrifugoidaan. Toistetut metanoli-asetaatti-li-
saykset hajottavat sytoplasman (Hep-2 ja muut solutyy-
pit voidaan kiinnittdd vaihtoehtoisilla tavoilla, jois-—
ta jotkut eivdt hajota sytoplasmaa.)

Eristetyt tumavalmisteet kiinnitetdsn suspendoimalla
uudestaan 3:1 metanoli:etikkahappoon n. 2 x 10°/ml kon-
sentraatiolla ja tiputetaan joko pipetilld 10 ul:n e-
rissd puhtaille lasisille objektilaseille, joita on
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pidetty -20°C:ssa, tai suspendoidut tumat varastoi-
daan ~20°C:een mydhempad kayttdad varten.

ille valmij

10 ul koetinseosta/reaktio esimerkistd 9A laitetaan
kiinnitetyn valmisteen pdélle lasisille objektilaseil-
le. Lasiset peitinlasit laitetaan hybridisaatioalueiden
pddlle ja suljetaan kautsuliimalla ja reaktioita inku-
boidaan kosteassa sdilidéssad 37°C:ssa CO,-inkubaattoris-~

sa 1-4 h.

Inkubaation j&lkeen kautsuliima poistetaan késin ja
objektilasit pestddn coplin-purkeissa 3 kertaa 10 min,
jokainen 2X SSC:ssd (20X SSC: 3 M NaCl, 0,3 M natrium-
sitraatti, pH 7,0, kdytet&ddn Kaikissa SSC:td sisdlta-
vissd valmisteissa nidissd mddrityksissd) vesihauteessa
37°C:ssa. Myds muita pesuolosuhteita voidaan kédyttdaa.

Objektilasit laitetaan esiblokkausliuokseen [4X SSC,
0,1 % "TRITON® X-100", 5 % neilikanpunainen rasvaton
kuivamaito, 2 % normaali vuohen seerumi (Gibco), 0,02 %
natriumatsidi, pH 7,0] 25 min huoneenl&mpétilassa (RT),
jonka jalkeen upotus 5 ug/ml FITC-avidiini DCS:&én,
solunlajittelupuhtautta (Vector, A-2011) esiblokkaus-
liuoksessa 25 min huoneenlédmpétilassa. Objektilasit
pestéin perdkkdin 4X SSC:sséd, 4X SSC:ssd ja 0,1 $ "TRI-
TON® X-100":ssa ja 4X SSC:ssd 10 min jokainen huoneen-
liampoétilassa, jonka jdlkeen lyhyt huuhtelu kahdesti
tislatussa vedessd. Sitten objektilasit kuivataan.

Objektilaseille laitetaan haalistumista estdvdd ainetta
[100 mg p~fenyleenidiamiinidihydrokloridia (Sigma P15~
19) 10 ml:ssa fosfaattipuskuroitua suolaliuosta, sai-
detty pH:hon 8 0,5 M:1la karbonaatti-bikarbonaattipus~-
kurilla (0,42 g NaHCO, sdéddetty pH 9:ksi NaOH:1lla 10
ml:ssa ddH,O:ssa) lisdttynd 90 ml:aan glyserolia ja
0,22 um suodatus] ja peitinlasit laitetaan valmisteiden
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pddlle. Haalistumista estdvdd ainetta, jossa on vasta-
vdrid, kuten propidiumjodidia tai DAPI-liuosta, voidaan
kdyttdd haalistumista estdvidn aineen sijasta yksin.

Jos tarpeellista, suoritetaan signaaliamplifikaatio
seuraavasti: objektilaseja pestddn 5-10 min 4X SSC:ssé
ja 0,1 % "TRITON® X-100":ssa RT:ssd peitinlasien ja
haalistumista estédvén aineen poistamiseksi, jonka jal~
keen inkuboidaan esiblokkausliuoksessa 20 min asti.
Sitten peitinlaseja inkuboidaan biotinyloidun anti-avi-
diini vasta-aineen kanssa (Vector BA-0300) konsentraa-
tiona 5 ug/ml laimennettuna esiblokkausliuokseen 30 min
37°C. Objektilasit pestdin perdkkdin 10 min kulloinkin
4X SSC:ssd, 4X SSC:ssd ja 0,1 % "TRITON® X-100":ssa, 4X
5SC:ss& RT:ssé, jonka jdlkeen inkuboidaan esiblokkaus-
liuoksessa 20 min RT:sséd, sitten upotetaan esiblokkaus-
liuokseen, jossa 5 ug/ml FITC-avidiinia 20 min RT:ssd.
Objektilasit pestddn jdlleen 4X SSC-sarjoissa, huuhdel-
laan lyhyesti ddH,O:ssa ja objektilaseilla, joihin on
laitettu haalistumista estédvdd ainetta tai haalistumis-
ta estdvdd ainetta vastavidrin kanssa.

Spesifiset signaalit mddritetddn kayttamialld standardi-
fluoresenssimikroskooppi havointotekniikoita.

tyissd tumissa ja kokosoluissa.

Hybridisaatioseos yhdistetdén seuraavassa jidrjestykses-
sd: 1 ul 10X RecA-reaktiopuskuria, 1,5 ul ATPyS (16,2
mM kantaliuos, Pharmacia), 0,75 pl magnesiumasetaattia
(20 mM kantaliuos), 12 pl (esimerkki 8A), jossa on 20-
60 tai enemmdn ng denaturoitua koetinta ddH,0:ssa, RecA
(0,137 mM kantaliuos, Pharmacia). Seosta inkuboidaan
37°C:n vesihauteessa 10 min, jonka j&lkeen lisé&t&éan 0,5
4l 200 mM magnesiumasetaattia.

HEp-2-solutumat tai kokosolut, jotka valmistettiin ja
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kiinnitettiin kuten edell&d kuvattiin, varastoidaan
kiinnitettyind metanoli:etikkahapossa 3:1 (tai muissa
sopivissa kiinnitysliuoksissa) =20°C:ssa noin 2-3 x
10°/ml konsentraationa. Noin 0,5 ml suspendoituja tu-
mia, noin 1-1,5 x 10° tumaa (tai koko solua) sentrifu-
goidaan "TOMY"-sentrifuugissa sdéddettynd 3-6, 0,5 tai
1,5 ml mikrosentrifuugiputkessa. Tumat tai kokosolut
suspendoidaan uudestaan perdkkdin 200 pl:aan - 1 ml:aan
70 %, 85 % ja 100 % jddkylmad EtOH:ta. Lopullisen sent-
rifuugauksen jdlkeen ja 100 % EtOH-supernatantin pois-
ton jdlkeen, pelletti suspendoidaan uudestaan 200-500
pl:aan 1X RecA-reaktiopuskuria 0,5 ml mikrosentrifuu-
giputkessa, huoneenldmpétilassa ja sentrifugoidaan.

Tdydellinen koetinseos sekoitetaan pelletin kanssa ja
putki laitetaan 37°C:een vesihauteeseen 1,5-2,5 h. In-
kubaatio lopetetaan lis&dmdlld 250 ul 2X SSC:td 37°C:
ssa, jonka jalkeen sentrifugoidaan. Pelletti suspendoi-
daan uudestaan 250 pl:aan 2X SSC:td 37°C:ssa ja inku-
boidaan 5 min 37°C:ssa. Sentrifugaation jdlkeen pellet-
ti suspendoidaan uudestaan 500 ul:aan blokkausliuosta
huoneenlédmpdtilassa 20 min, sitten sentrifugoidaan ja
suspendoidaan uudestaan 10 ug/ml FITC-avidiiniin 100
pl:ssa blokkausliuosta huoneenlédmpédtilassa 20 min. Put-
ki sentrifugoidaan ja sekoitetaan 250 ul:aan 4X S$SC:téa
pelletin kanssa, sentrifugoidaan j&lleen ja 250 ul 4X
SsC:td 0,1 % "TRITON® X-100":n kanssa sekoitetaan pel-
letin kanssa ja sentrifugoidaan jdlleen ja 250 ul:n 4X
SSC:t& kaikki huoneenléampétilassa. Joissakin tapauksis-
sa kédytetdédn erilaisia konsentraatioita ja/tai eri pe-~
sukomponentteja. Lopullisen sentrifugaation jédlkeen
pelletti sekoitettiin noin 20 ul:n kanssa haalistumista
estdvdn aineen kanssa. Valmistetut tumat laitetaan ob-
jektilasille ja spesifinen signaali middritetddn kdytta-
mdlld standardeja fluoresenssimikroskooppitekniikoita.
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Esimerkki 10

RecA-valittdmd kaksois-D-silmukkahybridisaatioreaktiot,

joissa kdytetddn lukuisja kofaktoreita

Tdmd esimerkki kuvaa kaksois-D-silmukkakompleksin muo-
dostumisen k&ayttdm&lld joukkoa erilaisia kofaktoreita

RecA-proteiinin peittdmisreaktioihin.

Kaksois-D-silmukkareaktiot suoritettiin 1X D-silmukka-
puskurissa (10X puskuri: 100 mM Tris-asetaatti (pH 7,5
37°C:ssa), 20 mM magnesiumasetaatti, 500 mM natriumase-
taatti, 10 mM DTT ja 50 % glyseroli (Cheng et al. 1988)
kdyttadmdlld 38 ng koetinta ja jossa on ATPyS:8d (Phar-—
macia), rATP:td (Pharmacia), dATP:td (USB) tai GTPyS:&di
(Pharmacia) 1,2 mM Xonsentraationa. Reaktiot pantiin
toimeen regeneraatiosysteemin kanssa ja ilman ja niissa
oli 1,2 ug A/Apal kohde-DNA-pala (New Ebgland Biolabs,
Beverly MA). Koetin oli lambda 280-meeri (taulukko 1),
joka oli leimattu pddstd *°P:1148 (Ausubel, et al.).
Lambda kohdefragmentti, s.o. Apal-fragmentti, jossa on
koettimen kanssa homologisia sekvenssejd, on pienempi
10,1 kb fragmentti, joka on merkitty nuolella kuviossa
16. RecA:n lopullinen konsentraatio kaikissa RecA:ta
sisdltdvissd reaktioissa oli 12,3 uM. Lopullinen mag-
nesiumasetaattikonsentraatio oli tyypillisesti noin 12
mM jokaisessa reaktiossa (esimerkki 4).

Kaksois-D=~silmukan muodostumisreaktiot deproteinisoi-
tiin kdyttémdlli 10 mg/ml proteinaasi K:ta ja 0,5 %
SDS:d4. Deproteinisoidut RecA-valittdm&t kaksois-D-sil-
mukkahybridisaatioreaktiot, joissa oli l&mpédenaturoitu
280-meerin koetin ja erilaiset kofaktorit, kuten edelld
kuvattiin, liuotettiin uudestaan elektroforeesilla aga-
roosigeelisséd. Geeli varjattiin etdiumbromidilla (Ma-
niatis, et al.) ja geelin valokuva n&hddin kuviogsa 16.
Geeli kuivattiin ja altistettiin réntgenfilmille.
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Kuvio 17 on kuivatun kuviossa 16 ndhdyn geelin autora-
diorafia. Kuviossa 17 linjat vastaavat seuraavia reak-
tio~olosuhteita. RecA: linja 2, ei RecA; linjat 1, 3-7,
+RecA. Kofaktorit: ATPyS, linjat 1 ja 2; rATP, linjat 3
ja 4; dATP, linjat 5 ja 6; GTPyS, linja. Linjoissa 3 ja
5 on mydés ATP-regenerointisysteemi [6 mM kreatiinifos-
faatti, 10 U/ml fosfokreatiinikinaasi (Sigma, St. Louis
MO) ja 100 mg/ml BSA (Promega, Madison WI)]. Kaikki
reaktio-olosuhteet olivat kuten edelld kuvattiin.

Ndytteen alkuperd on merkitty kuvioissa 16 ja 17. Kuten
voidaan ndhdd kuviossa 17 esitetyistd tuloksista, muo-
dostui stabiileja kaksois~D-silmukkakomplekseja jokai-
sen kofaktorin lédsndollessa, kuten on osoitettu leima-
tuilla juovilla vastaten 10,1 kb lambda kohdefragmentin
sijaintia (nuoli).

Esimerkki 11
RecA-vidlittamit kaksois-D-silmukkahybridisaatioreakti-
ot, joissa ATPyS taj PyS:n ja in _seos

T&md esimerkki kuvaa kaksois-D-silmukkakompleksin muo-
dostunisen kaytt&mdlld ATPyS:d4 ja ATPYS/rATP-seoksia
kofaktoreina RecA-proteiinin peittamisreaktioille.

Reaktio~olosuhteet olivat kuten esimerkissd 10 kuvat-
tiin. Kuvio 18 osoittaa valokuvan etidiumbromidivérja-
tystd agaroosigeelistd, jossa deproteinisoitujen RecA-
vdlittidmien kaksois-D-silmukkahybridisaatioreaktioiden
komponentit kidyttdmidlld 20 ng lédmpddenaturoituja 500~
meerikocettimia (taulukko 1) erotettiin elektroforeesil-
la. Koettimet olivat pdidstd ?P-leimatut kuten edelli.
Geeli kuivattiin ja altistettiin réntgenfilmille.

Kuvio 19 osoittaa kuivatun kuviossa 18 nidhdyn geelin
autoradiorafian. Kuviossa 19 linjat vastaavat seuraavia
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reaktio-olosuhteita. Linjat 1, 3 ja 5 -- ATPyS kofak-
tori (1,2 mM). Linjat 2, 4 ja 6 -— ATPyS~- ja rATP~ko-
faktorien yhdistelm& (0,73 mM ja 0,5 mM, vastaavasti).
Linjat 1, 2 ja 3, 4 ~-- reaktiot tehty kahdella eri
A/Apal kohde-DNA-pilkkomiserdlld (New England Biolabs).
Reaktiot linjoissa 5 ja 6 kidyttivdt A/Dral kohde-DNA-
pilkkomista. Kaikissa reaktioissa oli 1,5 pug kohde-DNA-
seosta. RecA-konsentraatiot kaikissa reaktioissa olivat
6,85 uM. Kaikki konsentraatiot perustuvat lopulliseen
20 pl tilavuuteen. Kaikki reaktio-olosuhteet olivat
kuten edella,

Ndytteen alkuperd on merkitty kuvioissa 18 ja 19. Kuten
voidaan kuviossa 19 esitetyistd tuloksista nidhdi, muo-
dostui stabiileja kaksois-D-silmukkakomplekseja jokai-
sen kofaktorin l&sndollessa, kuten on osoitettu leima-
tuilla juovilla, jotka vastaavat 10,1 kb ja 8,4 kb
lambda kohdefragmenttien sijaintia (nuolet).

Koska keksint6d on kuvattu viittaamalla spesifisiin me-
netelmiin ja suoritusmuotoihin, on ymmérrettdvdd etti
erilaisia modifikaatioita ja muutoksia voidaan tehdi
irtoamatta keksinnéstié.

Esime i 1
m eninen dia tinen mddritvs
~DNA- en im

Sieppausreaktion arvioimisen helpottamiseksi lambda
DNA:ta (BRL), jota kuumennettiin 65°C:een 5 min, lei-
mattiin pdistd *?P-leimalla k&yttdmdllad Klenowin tdyte-
reaktiota. Leimausreaktiossa oli 10 gl Klenowin pusku-~
ria (50 mM Tris HC1l pH 7,5, 5 mM MgCl,, 10 mM B-merkap-
toetanoli), 8 pl 1,25 mM dNTP-seosta, 5 ul [a-**P]-
dcTp, 18,3 ul 0,82 ug/ul lambda DNA, 2 pul 5 U/pl Kleno-
win DNA-polymeraasi (Pharmacia) ja 56,7 ul dd H,0. Sen
jélkeen kun oli inkuboitu 37°C:ssa 30 min, reaktio a-
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jettiin Sephadex® G-50 (Pharmacia) pylvdén ldpi 1 ml
ruiskussa, leimattu DNA saostettiin etanolissa 0,3 M
NaOAc:n lédsndollessa, suspensoitiin uudestaan 20 mM
Trig-HCl:88n pH 7,5, 0,1 mM EDTA (TE) ja sitten etano-
lisaostettiin toinen kerta. Kuivattu DNA-pelletti sus-
pendoitiin uudestaan 45 pl:aan TE-puskuria. DNA-kon-
sentraatio mddritettiin sen absorbanssilla 260 nm:sséi

spektrofotometrissa.

B. A-— ti synteesi iotinylointi
Syntetisoitiin 1000 bp alue lambda-genomia kaytté&m&lléa
standardiprotokollia termisesti kierretylle PCR:lle.
Reaktiossa kdytettiin kahta kemiallisesti syntetisoitua
aluketta PCR0O2 ja PCR0O1000 (sekvenssi: 5/ GCGGCACGGAGT-
GAGCAAGCGTGA 3’, mukaanluettuna emdkset 6631-6655 lamb-
da-genonissa), kaikkia neljdi dNTP-prekursoria ja Taq
DNA-polymeraasia (Promega). Syntetisoitu 1000-meerin
DNA (lambdaemikset 6631-7630 mukaanluettuina) sentrifu-
goitiin Sephadex G-50-~pylvadn l&pi (Pharmacia) ja DNA
saatiin etanolisaostuksella (2X). 1000-meerin DNA sus-
pendoitiin TE-puskuriin ja sen konsentraatio middritet-
tiin OD-mittauksella 260 nm:ssd ja vahvistettiin DNA
Dipstick™:11& (Invitrogen). Sitten puhdistettu 1000~
meeri leimattiin bio~14-dATP:114 (Gibco-BRL) kayttémal-
13 BRL:n Nick-translaatiosysteemid. Hieman modifioimal-~
la BRL:n protokollaa ja lisd&mdlld kahdesti suositettu

mddra entsyymiseosta ja inkuboimalla 15-16°C 1 h 15
min, saatiin DNA-koettimia, joiden keskimddr&inen yksi-
juosteinen koko oli 300-500 emdstd. Nick-transloidut
koettimet saostettiin 0,3 M NaOAc:ssd etanolissa ja
TE:hen uudelleen suspendoimisen jdlkeen DNA-konsentraa-
tio mddritettiin DNA-Dipstick™:114 (Invitrogen).

Yksijuosteinen, nick-transloitu koetin peitettiin RecA-
proteiinilla reaktioseoksessa, jossa oli 1 pl 10X ase-
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taattireaktiopuskuria (Cheng et al, 1988), 1,5 ul 3,24
mM ATPyS:84 (Sigma), 0,6 pl recA:ta (2,76 ug/ul), 4,4
ul steriilid ddH,0:ta ja 2 pl lampddenaturoitua DNA-
koetinta (15 ng/ul). DNA lampddenaturoitiin 100°C:ssa 5
min, jddhdytettiin nopeasti jéddvesihauteessa, sentrifu-
goitiin 4°C:ssa Tomy-mikrosentrifuugissa 20 sek nesteen
kerddmiseksi ja sitten lisédttiin oikea annos valitté-
midsti seokseen, jossa o0li muita reaktiokomponentteja.
RecA-peittémisreaktioseoksen kokonaistilavuus koettimen
lisddmisen jdlkeen oli 10 ul. Koetinseosta inkuboitiin
37°C:ssa 15 min, jonka jdlkeen lisdttiin 10 ul lambda
kohde~DNA-seosta, jossa oli 4 ul 10X asetaattireaktio-
puskuria, 4 pl 0,2 M Mg(OAc).,:ta, 4 ul **P-leimattua
kokonaista dupleksi-lambda-DNA:ta (280 ng/ul; aikaisem-
min kuumennettu 65°C:een 5 min) ja 28 pl ddH,O:ta. Re-
cA-vidlittiamids hybridisaatioreaktiota inkuboitiin 37°C:
ssa 60 min, sitten lis&ttiin 1,3 pl 300 mM EDTA:ta (pH
8,0) antamaan lopullinen noin 20 mM konsentraatio. T4-
mdn jdlkeen lisdttiin 21 pl 20 mM Tris-asetaattipusku-
ria, pH 7,5 1 M NaCl:n kanssa antamaan lopullinen 0,5 M
konsentraatio. Tehtiin 3 kontrollireaktiota yhdessid Re-
cA-reaktion kanssa, jossa oli lambda-koetin. Ensimmdi-
nen kontrollioreaktio oli identtinen RecA-reaktion
kanssa, paitsi ettd siind ei ollut RecA-proteiinia ja
sen sijaan lisdttiin yhtd suuri midrd RecA varastopus-~
kuria. Kaksi muuta kontrollireaktiota olivat identtiset
kokeille, joissa oli lambda-koettimet, paitsi etti
lambda-koettimet korvattiin vastaavalla m&drdlli ei-
leimattua, nick-transloitua ¢X174 DNA RFI DNA:ta (NE-
Biolabs). Noin 5 min ennen k&yttéd pestiin 300 ml Dyna-
beads® (Dynal) 3 kertaa 20 mM Tris-asetaatissa, pH 7,5,
1 M NaCl. Pesupuskuri poistettiin kerdidm&lld helmet
magneettiseen erotustelineeeen (Promega) ja jokainen
hybridisaatioreaktio (0,5 m:ssa NaCl:ssd) lisattiin
erilliseen annokseen (100 ul) pestyjd helmid mikrosent-
rifuugiputkessa ja inkuboitiin helmien kanssa huoneen-
lampétilassa 30 min ravistellen satunnaisesti hell&va-
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raisesti putkia, jotta suspendoitiin helmet varovasti
uudestaan reaktionesteeseen. Sieppauksen jdlkeen neste
poistettiin ja helmet pestiin 3X 100 pl:lla 20 mM Tris-~

asetaattia pH 7,5 1 M NaCl.

Radioaktiivisuus helmissd ja pesuvesissd mddritettiin
laskemalla Safety-Solvessa (RPI Corp.) Packard tuike-
laskimessa. Ndiden kokeiden tulokset ndhdidn taulukossa

3.

Taulukko 3
Kaksois-D-silmukkahybridisaatioreaktio RecA-peitettyjen
biotinyloitujen komplementaaristen lambda DNA-koettimi-
en kanssa sallii kaksijuosteisen, n. 50 kb lambda-vi-
rus-kohde-DNA:n sieppaamisen magneettisiin helmiin.

Reaktio Yksijuosteinen RecA- % siepattu *?P-lei-
koetin-DNA proteiini matusta lambda-
DNA-kohteesta

1 lambda + 45,9
2 lambda - 3,7
3 AX174° + 3,6
4 $X174° - 3,1

* Ei-biotinyloitu, nick-transloitu RFI

Selostus taulukkoon 3: RecA-vdlittamdt kaksois-D-sil-
mukkareaktiot, joissa kdytettiin biotinyloituja (nick-
transloitu bio-14-dATP:114) lambda~DNA-koettimia tai
ei~-leimattuja (nick-transloitu dATP:114) AX174 RFI-ko-
ettimia ja **P-leimattuja koko lambdan genomisia DNA-
kohteita, suoritettiin. Yksijuosteiset koettimet, jotka
saatiin nick~translaatiolla, olivat keskimddrin 300-500
emdstd kooltaan ja lambda-DNA-koettimet olivat

kaikki homologisia vieressd olevalle 1000 bp lambda-
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viruksen genomisen alueen kanssa. RecA-peittdmien ss
koettimien annettiin reagoida lambda-kohde-DNA:n kanssa
1 h 37°C:ssa, késiteltiin 20 mM EDTA:1la ja 0,5 M NaCl:
114 ja affiniteettisiepattiin juuri pestyihin strepta-
5 vidiini-peitettyihin magneettisiin Dynabeads®:hin (Dy-
nal). Ei-siepattu DNA poistettiin reaktioseoksesta pe-
semdlld. **P-leimattun lambda-DNA:n %, joka j&i helmiin
pesun jédlkeen, mddritettiin tuikelaskennalla. Reaktiot,
joissa ei ollut RecA-proteiinia ja/tai AX174 DNA-sek-
10 venssejd koettimena, toimivat kontrolleina (katso teks-
tid ja menetelmid yksityiskohtia varten). Tulokset o-
soittavat, ettd kaksois-D-silmukkahybridit, joita muo-
dostuu nick-transloitujen koettimien ja suurten kaksi-
juosteisten kohde-DNA:n vdlille, voidaan siepata spesi-
15 fisesti ja maddrittdd magneettisilla helmilléa.

D. Signaaliamplifikaatio
Tarkoitusta varten mddrittdd siepattu kohde-~DNA, kun
kohde ei ole leimattu ja/tai signaalin, jolla madrite-
20 tddn pienikopiolukuiset kohteet, amplifioimiseksi pes-
tyt Dynabeads®, joissa oli kiinnittynyt siepattu DNa,
pestiin kerran 1X T7-puskurilla (10X puskuri: 400 mM
s Tris HCl, pH 7,5, 100 mM MgCl,, 50 mM DTT) ja sitten
e suspendoitiin uudestaan 44 ul:aan amplifikaatioreak-
.25 tioseosta, jossa oli 31,1 ul ddH,0:ta, 0,5 wl jokaista
3 10 mM dCTP, AGTP ja dTTP, 9,4 pl 0,53 mM bio-14~dATP
e (BRL) ja 2 ul 0,8 puM poly(A)-aluketta [sekvenssi: 5’A
E ATACGGCTGAGGTTTTCAACGGC 3’: mukana olevat emdkset (il-
man poly(A)-hdntad) ovat numerot 8001-8023 lambda-geno-
30 missa]. Aluke, kohde-DNA~-seos kuumennettiin sitten
100°C:een 5 min ja jadhdytettiin noin 37°C:een noin 10
min ennen kuin seuraavat lis&ttiin; 5 wl 13 U/ul T7
e Sequenase® Version 2,0 (USB) ja ddH,0 50 pl lopulliseen
tilavuuteen. Sitten reaktiota inkuboitiin 1 h 37°C:ssa
35 ennen kuin lopetettiin lis&am&114 5 ul 0,3 M EDTA:ta,

U pH 8,0.
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E. Sigpnaaliméddritys
Bio-14-dATP:n liittédminen aluke-syntetisoituun DNA:han
midritettiin kdyttédmdlld Southern-Light™ (Tropix) ke-
miluminesenssimiddritystd. DNA:t amplifikaatioreaktiois-
ta, T7-entsyymin kanssa tai ilman, laimennettiin TE:hen
ja lisdttiin 1 pul DNA-seosta 4 pl:aan 200 mM NaOH:ta
12,5 mM EDTA:n kanssa, inkubeoitiin huoneenldmpdtilassa
5-10 min, sitten sijoitettiin kuivalle Tropilon~-45™
nailonkalvolle muovikddreen p&dlld. DNA-tapldat kuivat-
tiin ilmassa ja kuivattu kalvo siirrettiin 3MM CHR
(Whatman) kromatografiapaperille ja tiputettiin 20X SscC
3MM-paperille nailonkulmien ympé&rille. Kun DNA-téplat
kasteltiin, DNA sitoutui ristiin kalvon kanssa Stra-
tagene Stratalinkkerilld, joka oli sdidetty "auto":lle.
Sen jdlkeen kun nailon oli tdydellisesti kostutettu 20X
8sC:11&, kdytettiin Southern-Light™ (Tropix) bio-
tinyloitua DNA-middritysmenetelmdd AVIDx-AP:n kanssa
(alkaalinen fosfataasi; Tropix) ja AMPPD-substraattia,
valmistajan suositteleman protokollan mukaissesti. Ke-
miluminesenssi mddritettiin kdyttédmllad Camera Luminome-
ter (Tropix) ja Polaroid 612 filmid. Tulosten vertailu
reaktioista T7 Sequenase®:n kanssa tai ilman, osoitti
ettd biotiini oli liittynyt DNA:han ja oli helposti
havaittavissa kdyttdmdlld kemiluminesenssimddritysté&.
Jos mddrityksessd kdytetddn epdsuoraa leiman médritys-
menetelmdd (s.o. biotiini-leiman annettu reagoida
AVIDx~AP:n kanssa mddrittdmistd varten, mieluummin kuin
suora liittyneen leiman mddritys, kuten FITC) ja midri-
tysvaihe tehddin helmilld [Dynabeads®, Dynal; oligo-
(dT)-helmet, Promega] tai matriisissa [kuten oligo(dT)-
selluloosa, Stratagene Poly(A) Quick™], tadytyy siep-
pausmatriisia inkuboida jonkin aineen kanssa blokaamaan
ei-spesifistd mddritysreagenssin tarttumista matrii-
siin, I-Block-reagenssiseosta (blokkauspuskuri: Sout-
hern-Light™, Tropix) on kdytetty t&hdn tarkoitukseen.
Pestyt helmet [tai oligo(dT)~selluloosa], jossa on
kiinnittyneend DNA, pestiin 1X blokkauspuskurissa, sit~-
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ten inkuboitiin blokkauspuskurissa 10-30 min, ennekuin
pestiin ja lis&ttiin AVIDx-AP (Tropix). Ylimddra sitou-
tumatonta AVIDx-AP:td poistettiin sitten pesemdlli Tro-
pix-kontrollin mukaisesti. Sieppausmatriisi pestiin
sitten puskurilla, joka oli susbtraatinmiirityksen
kanssa sekoittuvaa (miédrityspuskuri, Tropix, voidaan
kdyttdd kemiluminesenssimddritykseen; vaihtoehtoisesti
middritykseen fluoresenssilld voidaan kdyttdd JIBL Scien-
tific ATTOPHOS-systeemid, sen sekoittuvien puskureiden
kanssa). Substraatti lis&t&dn ja DNA-sitoutunut AP mi&-
ritetddn sopivin keinoin.
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GATGAGTTCG TGTCCGTACA ACTGGCGTAA TCATGGCCCT TCGGGGCCAT TGTTTCTCIG
TGGAGGAGTC CATGACGAAA GATGAACTGA TTGCCCGTCT CCGCTCGCTG GGTGAACAAC
TGAACCGTGA TGTCAGCCTG ACGGGGACGA AAGAAGAACT GGCGCTCCGT GTGGCAGAGC
TGAAAGAGGA GCTTGATGAC ACGGATGAAA CTGCCGGTCA GGACACCCCT CTCAGCCGGG
ARAATGTGCT GACCGGACAT GAAAATGAGG TGGGATCAGC GCAGCCGGA& ACCGTGATTC
TGGATACGTC TGAACTGGTC ACGGTCGTGG CACTGGTGAA GCTGCATACT GATGCACTTC

ACGCCACGCG GGATGRACCT GTGGCATTTG TGCTGCCGGG AACGGCGTTT CGTGTCTCTG
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CCGGTGTGGC AGCCGAAATG ACAGAGCGCG GCCTGGCCAG AATGCAATAA CGGGAGGCGC

TGTGGCTGAT TTCGATAACC

(i) Sekvenssin ominaisuudet:
(A) Pituus: 4 emdsparia
(B) Tyyppi: nukleiinihappo
(C) Juoste: kaksois
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: DNA (genominen)
(iii) Oletettu: ei
(iv) Alkuperdinen lahde:
(C) Yksittdinen eristys: Pilkkomiskohta DpnI:lle

(xi) Sekvenssin kuvaus: SEQ ID Nro. 2:

GATC

480

500
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Pat ivaati set

1. Diagnostinen menetelmd mddrittdd lineaarinen dup-
leksi DNA-analyytti, jolla on ensimmdinen ja toinen
juoste, missd on ensimmdinen sisdinen DNA-kohdesekvens-
si, mihin sisdltyy

tarjotaan kahden DNA-koettimen sarja, joissa on ensim~
ndinen ja toinen koetinjuoste, missd ensimmidisessid ja
toisessa koetinjuosteessa (i) on sekvensseji, jotka
ovat komplementaarisia ensimmdisen ja toisen kohdesek-
venssijuosteen kanssa, ja (ii) missd ndilld komplemen-~
taarisilla sekvensseilld on myds komplementaarinen
pddllekkdisyys koetinjuosteiden vdlilla,

koetinjuosteet pddllystetddn RecA-proteiinilla RecaA-
proteiini-peittédmisreaktiossa,

RecA-peitetyt koettimet yhdistetddn lineaarisen duplek-
si-DNA:n kanssa, missd on kohdesekvenssi, olosuhteissa,
jotka tuottavat koetin:kohdekompleksin, jossa on koe-
tinjuosteet ja molemmat kohdejuosteet, ja missd mainit-
tu kompleksi on stabiili deproteinisoinnille,
koetin-DNA:n ldsndolo médritetddn koetin:kohdekomplek-

sissa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, t u n-
nettusiitd, ettd mainitut DNA-koettimet valmiste-
taan nick-translaatiolla.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd mainitussa peittidmisreaktiossa on
kofaktori, joka on valittu ryhméstd, joka koostuu ATPy-
S:std, rATP:std, dATP:std ja GTPyS:sti.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd mainittu kofaktori on rATP ja
mainittu reaktio suoritetaan ATP-regeneraatiosysteemin

ldsnédollessa tai puuttuessa.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
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nettusiiti, ettd mainittu kofaktori on ATPyS:n ja
rATP:n tai ATPyS:n ja ADP:n seos.

6. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelméd, missa
mainittu kofaktori on ATPyS.

7. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, missé

mainittu kofaktori ond ATP.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd RecA-proteiini on Escherichija

colin villityypin proteiini.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitid, ettd RecA-proteiini on Escherichia
colin recA-803~proteiini.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd koetinjuosteiden vdlinen komple-
mentaarisen padllekkdisyyden alue on vdhintdin 78 emés-
paria ja vdhemm&n kuin noin 500 emédsparia.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, t u n-
nettusiitd, ettd koetinjuosteessa on DNA:n pééssa
oleva terminaalinen laajentuma, joka ei ole komplemen-
taarinen kummankaan kohdejuosteen kanssa.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmad, t u n-
nettusiitid, ettd jokaisessa koetinjuosteessa on
DNA:n pddssd oleva terminaalinen laajentuma ja DNA-~laa-
jentumat ovat komplementaarisia toistensa kanssa.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiiti, ettd koetinjuosteessa on radioaktiivi-

nen osa.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
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nettusiitd, ettd mainittu madrittéminen saadaan
aikaan deproteinisoimalla koetin:kohdekompleksi, jonka
jédlkeen on koetin:kohdekompleksin elektroforeettinen

erottaminen vapaasta koettimesta.

15. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettid ensimmidinen koetinjuoste leima-
taan sieppausosalla ja toinen koetinjuoste leimataan

midritysosalla.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd sieppausosa on biotiini ja koe-
tin:kohdekompleksin sieppaaminen saadaan aikaan strep-

tavidiinilla.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitid, ettid streptavidiini on sitoutunut

kiintedadn kannattajaan.

18. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd, misséa
toisessa koetinjuosteessa on middritysosa, joka on va=-
littu ryhmdstd, joka koostuu radioaktiivisesta leimasta

ja digoksigeniinista.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen menetelmid, t u n-
nettusiitd, ettd midritysosa on digoksigeniini ja
digoksigeniinin ladsndolo midritetddn kayttidmidlli anti-
digoksigeniinin vasta-ainetta, jossa on reportteriosa.

20. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd madritti-
mddn restriktiofragmentin pituuden polymorfisuus, mihin

lisdksi siséltyy
suojataan tunnettu restriktiokohta kéayttédmdlld koetin:

kohdekompleksia, jossa on molemmat koetinjuosteet ja
tutkimalla fragmentaatiokuvio, joka seuraa kohde-DNA:n
restriktioentsyymipilkkomisesta.
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2). Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmi, t u n-
nettusiitd, ettd mainittu suojaaminen saadaan ai-
kaan pilkkomalla restriktioentsyymilld ennen koetin:-
kohdekompleksin deproteinisaatiota.

22. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelm#, t u n-

nettusiitd, etti mainittu suojaaminen saadaan ai-
kaan metyloimalla molemmat koetinjuosteet ennen kahden
koetinjuosteen peittédmistd RecA-proteiinilla RecA-pro-

teiinin peittamisreaktiossa.

23. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, missi
mddritysmenetelmddn kuuluu lisdksi restriktiofragmentin
pituuden polymorfisuuden analyysi, missd kohde-DNA:n
pilkkominen saadaan aikaan 1liitt4dm&ll4 osa yhteen tai
molempiin koetinjuosteisiin, joka on kykenevd pilkko-
maan kohde-DNA:n, muodostaen koetin:kohdekompleksin ja
luomalla reaktio-olosuhteet, jotka sallivat kohde-DNA:n
pilkkomisen pilkkovalla osalla.

24. Patenttivaatimuksen 23 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiiti, ettd pilkkova osa on rauta FeIl-mole-

kyyli.

25. Patenttivaatimuksen 23 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd pilkkova osa valitaan ryhmisti,
joka koostuu ei-spesifisistd fosfodiesteraaseista ja

restroktioendonukleaaseista.

26. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd midritysmenetelmiin sisdltyy vie-
14 restriktiofragmentin pituuden polymorfisuuden ana-
lyysi, missd kohde~DNA:n pilkkominen suoritetaan muo-
dostamalla koetin:kohdekompleksi, johon on liittynyt
osa, joka kykenee pilkkomaan kohde-DNA:n yhdeksi tai
molemmiksi koetinjuosteiksi ja aikaansaamaan reaktio-
olosuhteet, jotka sallivat kohde-DNA:n pilkkomisen
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pilkkovalla osalla.

27. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, missi

mainittu mddritysmenetelmd suoritetaan DNA-polymeraasin
helpottamalla alukkeen laajentamisella yhden tai molem-
pien koetinjuosteiden 3/-pdistd, t unne t t u siita,
ettd alukkeen laajentaminen suoritetaan kaikkien neljén
dNTP:n ldsndollessa ja yhdessd tai useammassa dNTP:ssé

on mddritettdva osa.

28. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, mihin
vield sisdltyy antaa toinen kahden DNA-koettimen sarja,
joissa on ensimmdinen ja toinen koetinjuoste, jotka
ovat komplementaarisia toisen kohdesekvenssijuosteen
kanssa, missd koettimen ensimmiisessid juosteessa on
komplementaarisia sekvenssejd toisen kohdesekvenssin
toisen juosteen kanssa ja koettimen toisella juosteella
on komplementaarisia sekvenssejd toisen kohdesekvenssin
toisen juosteen kanssa, missd (i) n&illd koettimilla on
myds komplementaarisen pddllekkdisyyden alue toistensa
kanssa ja (ii) koettimien toinen sarja ei hybridisoidu

koettimien ensimmidisen sarjan kanssa.

29. Patenttivaatimuksen 28 mukainen menetelmi, t u n-
nettusiitd, ettd mainitut DNA-koettimet valmiste-

taan nick-translaatiolla.

30. Patenttivaatimuksen 28 mukainen menetelmi, t u n-
nettusiitd, ettd ensimmdinen koetinsarja leimataan
sieppausosalla ja toinen koetinsarja leimataan maiari-

tysosalla.

31. Patenttivaatimuksen 30 mukainen menetelmi, missi

sieppausosa on biotiini tai digoksigeniini.

32. Patenttivaatimuksen 30 mukainen menetelmid, missi
mddritysosa valikoidaan ryhmdstd, joka koostuu radioak-
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tiivisesta leimasta, biotiini ja digoksigeniini.

33. Patenttivaatimuksen 30 mukainen menetelms, missi
mainittuun médritykseen sisdltyy sieppaussysteemin
kdyttd, joka vangitsee koetin:kohdekompleksin.

34. Patenttivaatimuksen 33 mukainen menetelm#, missé
sieppaussysteemiin sisdltyy koetinsarjan biotinylointi
ja sieppaus suoritetaan kaytt&mdlld streptavidiinia.

35. Patenttivaatimuksen 34 mukainen menetelmid, missa
streptavidiini on sidottu kiinteddn kantajaan.

36. Patenttivaatimuksen 28 mukainen menetelm&, t u n-
nettusiitd, ettd kaksi koetinsarjaa madrittivit
kohde-DNA:n sisdisen alueen ja jokaisella koetinsarjal-
la on yksi juoste, jossa on 3’-pdd sisdisesti alueeseen

pdin ja 3/-pdd ulkoisesti alueeseen péin.

37. Patenttivaatimuksen 36 mukainen menetelmd, missi
mainittu mddritysmenetelmd suoritetaan DNA-polymeraasin
helpottamalla alukkeen laajentamisella kummankin koe-
tinjuosteen 3/~pdistd, tunnet t u siiti, ettd a-
lukkeen laajentaminen suoritetaan kaikkien neljédn dNT-
P:n ldsndollessa ja yhdessi tai useammassa ANTP:ssd on

madritettivia osa.

38. Patenttivaatimuksen 37 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd kummankin koetinjuosteen ulkoiset
3’/-pdat on blokattu siten, ettd alukkeen laajentuminen
ei ole mahdollista ulkoisista 3/-paista.

39. Patenttivaatimuksen 38 mukainen menetelmi, missa

alukkeen laajentamisreaktio suoritetaan alle lampodti-
lan, joka vaaditaan termiseen kahden kohdejuosteen ha-
joamiseen ja jatketaan, kunnes haluttu kohdesekvenssin

amplifikaation aste on saavutettu.
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40. Patenttivaatimuksen 39 mukainen menetelmi, missé
mainittuun reagoimiseen sisdltyy vield DNA-polymeraasin

lisdys.

41. Patenttivaatimuksen 39 mukainen menetelmd, missi
mainittuun reagoimiseen sisdltyy vield RecA-proteiinin

peittidmien koettimien lisdys.

42. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, missa
mainittuun peittémisreaktioon sisdltyy ATPyS.

43. Patenttivaatimuksen 42 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitid, ettd mainitut DNA-koettimet valmiste~
taan nick-translaatiolla.

44, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelméd, misséa
mainittuun peittidmisreaktioon sisdltyy ATP.

45. Patenttivaatimuksen 44 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd mainitut DNA-koettimet valmiste-

taan nick-translaatiolla.

46. Menetelmd eristdd lineaarinen dupleksi DNA-analyyt-
ti, jossa on ensimmdinen ja toinen juoste, missd on en-
simmdinen sisdinen DNA-kohdesekvenssi, mihin sisdltyy
ettd tarjotaan kahden DNA-koettimen sarja, joissa on
ensimmdiinen ja toinen koetinjuoste, missi ensimmiisessi
ja toisessa koetinjuosteessa (i) on sekvensseijd, jotka
ovat komplementaarisia ensimmiisen ja toisen kohdesek-
venssijuosteen kanssa, ja (ii) miss& ndilld Komplemen-
taarisilla sekvensseilld on mydés komplementaarinen
pddllekkdisyys koetinjuosteiden v&alilli,

koetinjuosteet pddllystetddn RecA-proteiinilla RecA-
proteiini-peittdmisreaktiossa,

RecA-peitetyt koettimet yhdistetididn lineaarisen duplek-
si-DNA:n kanssa, missid on kohdesekvenssi, olosuhteissa,
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jotka tuottavat koetin:kohdekompleksin, jossa on koe-

tinjuosteet ja molemmat kohdejuosteet, ja miss& mainit-

tu kompleksi on stabiili deproteinisoinnille,

erotetaan koetin:kohdekompleksi nukleiinihappomolekyy-
5 lien seoksesta ja

eristetdsn dupleksi DNA-analyytti, jossa on kohde-sek-

venssi koetin:kohdekompleksista.

47. Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelmd, t u n-
10 nettusiitd, ettd mainitut DNA-koettimet valmiste-

taan nick-translaatiolla.

48. Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelmd, missi
koettimet on sidottu kiinteddn kantajaan.

15
49. Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelms, missé

mainituissa koettimissa on vdhintddn yksi biotiiniosa.

50. Patenttivaatimuksen 49 mukainen menetelmd, missé
20 mainittu erottaminen suoritetaan kdyttamdlla streptavi-

diinia.

i 51. Patenttivaatimuksen 50 mukainen menetelmd, misséi

""" streptavidiini on sidottu kiinte&din kantajaan.

25

e 52. Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelms, t u n-

% nettusiitd, ettd mainittuun eristimiseen sisdltyy

R lis&ksi koetin:kohdekompleksin limpédenaturointi lampd-

. tilassa (i) joka on riittdva vapauttamaan dupleksi-DNA-

30 analyytin, jossa on kohdesekvenssi kompleksista ja (ii)
ldmpoétilassa, joka on alle dupleksi-DNA~analyytin, jos-

sa on kohdesekvenssi.

N 53. Patenttivaatimuksen 52 mukainen menetelm&, t u n-
i 35 nettusiitd, ettad dupleksi-DNA-analyytti denaturoi-
S daan yksijuosteiseksi DNA:ksi.
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54. Patenttivaatimuksen 46 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd mainittuun eristédmiseen sisdltyy
lisdksi koetin:kohdekompleksin lémpédenaturointi lampé-
tilassa (i) joka on riittdvad vapauttamaan dupleksi-DNA-
analyytin, jossa on kohdesekvenssi kompleksista ja (ii)
ldmpétilassa, joka on dupleksi-DNA-analyytin tai yli,
jossa on kohdesekvenssi.

55. Menetelmd madrittdd lineaarinen dupleksi DNA-ana-
lyytti, jolla on ensimmdinen ja toinen juoste, missd on
ensimmdinen sisdinen DNA-kohdesekvenssi, missd mainittu
dupleksi-DNA-analyytti on ladsn& nukleiinihappomolekyy-
lien seoksessa, mihin sisdltyy

etti eristetddn lineaarinen dupleksi-DNA-analyytti,
kuten patenttivaatimuksessa 46 kuvattiin, t unn e t-
t u siitad, ettd mainittuun eristémiseen sisdltyy lisdk-
si koetin:kohdekompleksin l&mp&denaturointi ldmpdtilas-
sa (i) joka on riittdvd vapauttamaan dupleksi-DNA-ana-
lyytin, jossa on kohdesekvenssi kompleksista ja (ii)
ldmpdtilassa, joka on dupleksi-DNA-analyytin tai yli,
jossa on kohdesekvenssi.

ettd lisdtddn vdhintddn yksi DNA-synteesialuke, joka on
komplementaarinen kohdesekvenssin kanssa ja jolla on
5/- ja 3’-pd4t, missd mainitulla alukkeella ei ole sek-
venssejd, jotka ovat jommassakummassa kahdessa DNA-ko-
ettimessa, ja

missd DNA~analyytin mddritys suoritetaan DNA-polymeraa-
sin helpottamalla alukkeen laajentamisella alukkeen 3’/~
pddstd, missd alukkeen laajentaminen suoritetaan kaik-
kien neljdn ANTP:n ladsndollessa ja v&hint#ddn yhdessi
dNTP:ssd on mddritettédvd osa.

56. Patenttivaatimuksen 55 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd mainitut DNA-koettimet valmiste-
taan nick-translaatiolla.

57. Patenttivaatimuksen 55 mukainen menetelmd, t u n-
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nettusiitd, ettd mainitussa alukejuosteessa on
DNA:n pdan terminaalinen laajentuminen, joka ei ole
komplementaarinen kummankaan kohdejuosteen kanssa.

58. Patenttivaatimuksen 55 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd ainakin yhdessi DNA-synteesialuk-
keessa on sieppausosa.

59. Patenttivaatimuksen 58 mukainen menetelmd, missé
mainittuun mddrittdmiseen sisdltyy edelleen saada ai-
kaan alukkeen laajentamistuotteita, joissa on siep-
pausosa ja mddritysosa ja mainitut tuotteet eristetdin
kadyttdmdlls sieppausosaa.



.....

-----

¢= AluIl kohta

1
/5

X = Hpall xohta 121 159
+ 280
PCRO1 4
DL80-1 PCRO3A DL80-3
(7131) - (7630)
51 “~ 31
3! ¥ 51
DL80-4
DL80-2 —_
F . l PCRO2
1g. 79
121-meeri/15%9-meeri
12 34 56 78 M
alku - gl
recA/DNA
kompleksit '
3 Fig. 3

DNA-koettimet -




/s

LYDLODOLOL
o6v

SLOLOLOLODD
ocy

BU&B@UUHW@
0S¢€

JOYILYODOL
08¢

MYYOLYDDOV
01¢

DLOODY¥ILOL
ov1

J90909V¥D9950
08bd

LLLDODOOVYY
otV

¥YILODLOVYD
0%t

OD¥DLYYVYVYD
oLze

OYOLYILLIOYD
00¢

¥DLODDOVYYOL
OFET

YN LYYOOLYY
oLV

DDD200LI94&
ooFb

99L2JLOOOY
VRN N

LYDYDDO0VYO
09¢

¥OOU¥DYNYOL
061

ONYOIOVYYDLOD
0c¢t

*BTd

OY¥YOO29D9L309
09

OLLLYJ39LO
o6t

JQLIOOLOYYDL
0ZE

LODLOLYYVYY
0s?¢

D9Y¥9YIHOLY
‘081

BRSO P Relilede]
011

D2D09OYONOY
oS

LOJYYOLYOD
ogt

JILODYLVYOOL
O1€ .

999309YILD
ore

LODJLO9299
L1

LOLI2309OLL
001

B3Oy 11 edi =

PIYOH I nTyY = A

X

0tE9L
1 £

OLYY¥DO0DV
orb

D300V D0000V
oLE

JLLY¥OLOOOY
00€

LOJ32Y¥OYOD
0€Ee

LOVYOVYDVY
091

¥OLOYYOLYD
06

OOYYLYOOLL
00S

0090L9LID]JD
Oty

JLLOYDOLYD
09¢t

LY¥YODI09%D9
06¢

¥OLOODOOLD
02e

¥DIVOHIIIVY
0S1

¥YY¥YYIOOY¥OLND
o8

JLOYODVYHOL DHLIOLIOLLLOL

L¥O20999901 LIJIDOLYIDL
oL 09

YY¥LOODOLOY ¥YOVWLODIOLOL
0S ov

O90LLOY¥OLYD, G
% 02

01
el

......
PERES



3
15

markkeri

|
Y lambdan Dral

pUC18 1kb pilkottu

kohde: puUC18/ds ympyrd) lambdan Dral pilkottu

koetin: S§S 69-meeri + o+ 500-meeri

Rec A: 280-meeri

" . Dral kohde
: fragmentti

sd=-ympyrd -

-~ 500-nmeeri
- 280-meeri

69-meeri -




Dral pilkottu
kohdefragmentti

Dral pilkottu —_

kohdefragmentti




5
45

+ 4 4w

+ o

..+

+ +

. opyoy
% - - Teag
- opyoyx Tedy
- nyre
oT3MeSI
- nyTe
dge T
TUTT30Tq
9 ¢S v £ T 1
Vo3 + + + + + + dzg dzeg
+ + + 4+ - - TUuIT3OIq TUTTI3OTq
+ + - + + - Yo

Vo914



37 51
5! o * 3
3! ) P 5
5l 3!
Fig. 7
Fig. 9A
3¢ ‘%7 ™ 5
51 T Z 31
. 7,
Fig. 9B
Fig. 9C
y 2, .
51 T 31




%s

Fig.

9E

i

OF

Fig.

S

Fig.

9G

------

------



-----

s

helmi
5 . € Q ~ 3 ]
i N e
Fig . J10A X O: sieppaaja

X: reportteri

5. helmi ﬂ) N 3
—=X--X==Xo - -
Fig. 10B
. helmi (@) R 3
=  Fig. 10C
Fig. 11lA
— S J}!i ~—
—— o .. :f
O:® sieppaaja CS *
X: reportteri O—ILO
¢ __
I
helmi O“H Fig . 11B
_.._/(P . ] T N———e




Y

¥NQ ©Pyoy oTID ' S ' €
el ¥NQ .
N3TOSTIS1UAS uepelISapnn 1 £ S ' §
.T-08714 nizsuusleet
TseeaswiTod
+ dZ2T °"bTta
¥Nd N3TOST3I93UAs 19 > €
ueeasspan el 7 -081d n3izsuuslfee] tseeiswitod
¥NJ 2pyoy uocsjepm 1 € t S
<—— dq 005 —>»
0E9L TETL
B3OT3eeHIT BISTTTOPYRW
el ejsneaxoy usayynre T
¥ZT °“BTa
a3sonl
HoTIn L2 1 £
Spyoy
¥NQ G
€ —m «€— €« ——
eyynuUITIs-g ! M|OmﬁHﬁH H-... OmnHQ .m.v_”VH.DEH._.-mlﬁ_
-STOSYRY -STOosy ey
BSyTOo 1 6 — - —— uasea
v-081Q z-o0g1a ‘'t
s3sonl
uosilem
opyoy |, ¢ 1 G
YN
<—— dq 005 —>»
0€gL TETL



P

TN
L
xl
o>~{heint)

1 | ]
3 ~_ 5
e —

Xl
Biotiini~dUTP tai DNA-polymeraasi,
digoksigeniini-duTp X ja substraatit

o>—{heini)

-X--X--X->

—_— X -X--X- -

juosteen levittdminen X!t

.....

Streptavidiiniin kytkeyty=-

substraatit nyt tai antidigoksigeniini-
kytkeytynyt reportteri-
entsyymi
maddritys

kuten biotiini-dUTP
tai digoksigeniini-
JUTP

X, X' = a leimattu osa,

Fig. 13A



11
ZE

3

-M -M
] |
I I_J.umlumnunuunnunnr*{- S
' S IIIIAMHnN-N:N:N-NI!ﬂ\II.m
3T3eeaisqns el x
‘TseerswiTod-yNg
1 X 1 X
J T-m
‘.“ H“. ; 3 SRS 4B Reda as
¢



.....

—_— CAGC’I‘G—‘:YSO

CAGCTT
GTCGAA GTCGAC—
kohde .Jf— koetin
kaksois-D-silmukan
muodostuminen
e [ —
I? \ . lfre
B: deproteinisoi, A : deproteinisoi,
PvulI-restriktio— [A] sieppaus
entsyymipilkkominen, OR Pvull-restriktio—
sieppaus, entsyymipilkkominen,
pesu [B] pesu
L |
N -~ -

mddritd tuotteen DNA-signaali

O - sileppausosa

N - mddritysosa

3 - kiintea kantaja



kaksois-D~silmukka

" N
— I -
- deproteinisoi r ?iktim§1§tsymm
restriktioentsyymi- P omin

deproteinisoi

(kun kidytetddn RecA:ta
kohdistettuun suojaukseen)
sieppaus

B pilkkaminen
sieppaus

y | L
7

.....

“ -l — ds DNA
i ds DNA, jossa restriktiokohta

O sieppausosa

Fig. 15



alku

kohde
fragmentti

1

2 3 45 6 7




alku —> g P

kohde 5 ;
fragmentti nw




Hak.n:o ﬂ“lO((ﬁ

Viitejulkaisuja - Anfdrda publikationer

"Julkisia suomelaisia patentiihakemuksia: - Offentliga finska patentansckningar

Haekemus-, kuulutus—- ja patenttijulkaisuja: -~ Ansdkningspublikationer,
utlidggrings— och patentskrifter:

FI

DE

K

GB

Merkitse hakemusjulkaisun {esim. saksal. Offenlegungsschrift) aumercn

eteen H ja vastaavasti kuulutus- ja patenttijulkaisun numeron eteen K ja P.

NO

SE

Us

K4aanna

Vand



P 'n/" 3&&%”

wo - 20130 (C\RQ ee )

AP - - 63109800

Muita julkaisuja: - Andra publikationer:

/¥7c¢ Q/L/Léf b

Allekirjoitus




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - DESCRIPTION
	Page 53 - DESCRIPTION
	Page 54 - DESCRIPTION
	Page 55 - DESCRIPTION
	Page 56 - DESCRIPTION
	Page 57 - DESCRIPTION
	Page 58 - DESCRIPTION
	Page 59 - DESCRIPTION
	Page 60 - DESCRIPTION
	Page 61 - DESCRIPTION
	Page 62 - DESCRIPTION
	Page 63 - DESCRIPTION
	Page 64 - DESCRIPTION
	Page 65 - DESCRIPTION
	Page 66 - DESCRIPTION
	Page 67 - DESCRIPTION
	Page 68 - DESCRIPTION
	Page 69 - DESCRIPTION
	Page 70 - DESCRIPTION
	Page 71 - DESCRIPTION
	Page 72 - DESCRIPTION
	Page 73 - DESCRIPTION
	Page 74 - DESCRIPTION
	Page 75 - DESCRIPTION
	Page 76 - DESCRIPTION
	Page 77 - DESCRIPTION
	Page 78 - DESCRIPTION
	Page 79 - DESCRIPTION
	Page 80 - DESCRIPTION
	Page 81 - DESCRIPTION
	Page 82 - DESCRIPTION
	Page 83 - DESCRIPTION
	Page 84 - DESCRIPTION
	Page 85 - DESCRIPTION
	Page 86 - DESCRIPTION
	Page 87 - DESCRIPTION
	Page 88 - DESCRIPTION
	Page 89 - DESCRIPTION
	Page 90 - DESCRIPTION
	Page 91 - DESCRIPTION
	Page 92 - DESCRIPTION
	Page 93 - DESCRIPTION
	Page 94 - DESCRIPTION
	Page 95 - CLAIMS
	Page 96 - CLAIMS
	Page 97 - CLAIMS
	Page 98 - CLAIMS
	Page 99 - CLAIMS
	Page 100 - CLAIMS
	Page 101 - CLAIMS
	Page 102 - CLAIMS
	Page 103 - CLAIMS
	Page 104 - CLAIMS
	Page 105 - DRAWINGS
	Page 106 - DRAWINGS
	Page 107 - DRAWINGS
	Page 108 - DRAWINGS
	Page 109 - DRAWINGS
	Page 110 - DRAWINGS
	Page 111 - DRAWINGS
	Page 112 - DRAWINGS
	Page 113 - DRAWINGS
	Page 114 - DRAWINGS
	Page 115 - DRAWINGS
	Page 116 - DRAWINGS
	Page 117 - DRAWINGS
	Page 118 - DRAWINGS
	Page 119 - DRAWINGS
	Page 120 - SEARCH_REPORT
	Page 121 - SEARCH_REPORT

