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MENETELMIA POLYNUKLEOTIDIEN SEKVENSOINTIIN
PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelma juosteen uudelleensynteesipidennysreaktion suorittamiseksi
parittaisen sekvensoinnin aikana, jossa juosteen
uudelleensynteesipidennysreaktio suoritetaan ensimmaisen sekvensointiluvun ja
toisen sekvensointiluvun valissa, ja jolloin mainittu juosteen
uudelleensynteesipidennysreaktio pidentda yhta tai useampaa immobilisoitua
aluketta ensimmaisen templaattijuosteen kopioimiseksi toisen immobilisoidun
templaattijuosteen muodostamiseksi; tunnettu siitd, ettd juosteen
uudelleensynteesipidennysreaktio suoritetaan kayttamalla ei-lampdstabiilia
juosteen syrjaytyspolymeraasia alle 55 °C:n lampétilassa, jolloin mainitut
ensimmaiset templaattijjuosteet ovat klusteri, ja jolloin samaa ei-lampdstabiilia
juosteen syrjaytyspolymeraasia kaytetdan alkuperaisen klusterin muodostamisen

ja juosteen uudelleensynteesipidennysreaktion aikana.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jossa ei-lampdéstabiilin
polymeraasin optimaalinen inkubointilampétila ja/tai optimaalinen
aktiivisuuslampétila on alle 55 °C, edullisesti alle 50 °C, alle 45 °C, alle 40 °C, alle
39 °C, tasan tai alle 38 °C, noin 38 °C tai noin 37 °C; erityisen edullisesti noin

38 °C.

3. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, jossa
pidennysreaktio suoritetaan [ampétilassa, joka on alle 55 °C, edullisesti alle 50 °C,
edullisesti alle 40 °C, edullisesti 38 °C +/-2 °C, edullisesti 38 °C +/-1 °C, edullisesti
38 °C.

4. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, jossa ei-
ldampdstabiili polymeraasi on Bsu, phi29, Klenow tai DNA-polymeraasi | (E. coli),

edullisesti Bsu tai sen toiminnallinen fragmentti.

5. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, jossa
juosteen uudelleensynteesipidennysreaktio toistetaan useiden pidentamis- ja

denaturaatiosyklien kautta, jolloin menetelméa kasittaa edullisesti 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
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9,10, 11,12, 13, 14, 15 tai useampia sykleja; edullisesti 2-5 syklia, 2—4 syklia, 3—
5 syklid, 3 syklia tai 4 syklid; edullisimmin 3 syklia.

6. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, jossa jokainen
sykli voi kestda 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20 tai 30 minuuttia,
jolloin edullisesti menetelméa kasittaa seuraavat pidennys- ja denaturointisykilit:
3x5min; 3x30min; 12 x2 min; 6 x4 min; 2 x 12 min tai 3 x 5 min; edullisesti

12 x 2 min.

7. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, jossa
denaturointi suoritetaan olennaisesti pidennysreaktion lampétilassa, jolloin
edullisesti denaturointi suoritetaan kayttamalla happamia
nukleiinihappodenaturointiaineita, kuten etikkahappo, HCI tai typpihappo;
emaksisia nukleiinihappodenaturointiaineita, kuten NaOH; tai muita
nukleiinihappodenaturointiaineita, kuten DMSO, formamidi, betaiini, guanidiini,
natriumsalisylaatti, propyleeniglykoli tai urea; edullisesti formamidi ja NaOH,

erityisen edullisesti formamidi.

8. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, jossa
juosteen uudelleensynteesipidennysreaktio suoritetaan alhaisemmassa

lampétilassa kuin sekvensointilukuvaiheet.

9. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, jossa mainittu

klusteri generoitiin alun perin siltavahvistuksen avulla.

10. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, jossa ainakin
yksi immobilisoiduista alukkeista blokataan 3'-paasté ja blokki poistetaan ennen
juosteen uudelleensynteesipidennysreaktiota, jolloin edullisesti blokki on

fosfaattirynma ja sité kasitellaan fosfataasilla blokin poistamiseksi.

11. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, joka kasittaa
liséksi vaiheen, jossa kasitelldan restriktioentsyymilléd ennen juosteen
uudelleensynteesipidennysreaktiota immobilisoidun alukkeen lyhentamiseksi ja

vapaan 3'-hydroksyylin vapauttamiseksi pidentamista varten.

12. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, jossa

immobilisoitua aluketta pidennetdan ennen juosteen
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uudelleensynteesipidennysreaktiota, jolloin edullisesti immobilisoitua aluketta
pidennetdan hybridisoimalla immobilisoimaton komplementaarinen sekvenssi 5'-

ulokkeen kanssa, ja immobilisoitua aluketta pidennetaan ulokkeen kopioimiseksi.

13. Menetelma kaksijuosteisen kohteena olevan polynukleotidin ensimmaisen
ja toisen alueen sekvensoimiseksi pareittain, jolloin mainitut ensimmainen ja
toinen alue ovat samassa kaksijuosteisessa kohdepolynukleotidissa, jolloin
mainittu parittainen sekvensointi sisaltdad missé tahansa patenttivaatimuksista 1—

12 esitetyt vaiheet.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukaisen menetelman kaytté sekvensointi-
informaation kahden linkitetyn tai parillisen luennan saamiseksi kustakin

kaksijuosteisesta templaatista klusteroidussa ryhmassa.

15. Menetelma sekvensointireaktion datan laadun parantamiseksi, joka
menetelma kasittda jonkin patenttivaatimuksista 1-12 mukaisen pidennysreaktion

suorittamisen.




	Page 1 - BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - CLAIMS
	Page 3 - CLAIMS
	Page 4 - CLAIMS

