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(57) Sammendrag:

Der beskrives sat af nukleinsyreprimerere, som kan
medvirke til eksponentiel multiplikation af enskede
specifikke nukleinsyresekvenser. Disse sekvenser er
enkeltstrengede eller dobbeltstrengéde og indgdr. i o
nukleinsyrer eller'blandinger af nykleinsyrer. De beskrevne
primere afgranser enderne af de nukleinsyresekvenser, som
enskes multipliceret, og er i alt vasentligt komplementzre
til disse sekvenser. Herved muliggeres det, at
forlangelsesproduktet, som syntetiseres fra den ene primer i
et sat, kan tjene som template for syntese af
forlangelsesprodukt ud fra sattets anden primer, ndr det
adskilles fra sin komplementzre nukleinsyresekvens. Der
beskrives endvidere reagenssystemer, der indeholder
primersattene samt et multiplikationsmiddel, og der beskrives
endelig anvendelse af primersattene til multiplikation af
nukleinsyresekvenser i forbindelse med kloning, detektion og
kemisk syntese samt i forbindelse med indferelse af in vitro
mutationer.
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FIG.1

Dobbeltstrenget 94 bp lang sekvens

TTTGC TTCTGACACA ACTGTGTTCA CTAGCAACCT ——
AAACG AAGACTGTGT TGACACAAGT GATCGTTGGA

CAAACAGACA
GTTTGTCTGT

CTGCCGTTAC
GACGGCAATG

Ncol Hinfl MstlIl

Y; VOV |
CCATGGTGCA CCTGACTCCT GAGGAGAAGT ——=
GGTACCACGT GGACTGAGGA CICC TCTTCA

Allel basepar
DNA-polymorfi

TGCCCTGTG
ACGGGACAC
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Den foreliggende opfindelse angar et forste og et andet enkeltstrenget oligonukieotid, der
tillader eksponentiel multiplikation af eksisterende nukleinsyresekvenser og

vedhaftning af en promotorsekvens ved polymerase-kaedereaktion, Opfindelsen angar
naermere bestemt oligonukieotider der er anvendelige i en fremgangsmade tit at frembringe
en hvilken som helst bestemt nukieinsyresekvens ud fra en given sekvens af DNA
eller RNA i mangder, som er store sammenhgnet med den oprindeligt tilstedevaerende
meengde. DNA'et og RNA'et kan vaere enkeltstrenget eller dobbeltstrenget og kan
veere forholdsvis rene former eller en komponent af en blanding af nukieinsyrer.
Oligonukleotiderne udnytter en gentagen reaktion for at udfgre multiphkationen af

den gnskede nukieinsyresekvens og vedhaftningen af en promotorsekvens.

Navnlig til diagnostiske anvendelser kan mal-nukleinsyresekvensen bare vaere en lille
maengde af det DNA eller RNA, som er pa tale, sdledes at det kan vaere vanskeligt at
pavise dets tilstedevaerelse under anvendelse af ikke-isotopisk maerkede eller
endemeerkede oligonukleotidprober. Der udfoldes store anstrengelser for at forgge
felsomheden hos probedetektionssystemerne, men der er udfart liden forskning
vedrerende multiplikation af m3lsekvensen, siledes at den er til stede i mangder,
som er tilstrakkelig til let at blive pavist under anvendelse af nuvarende

tilgaengelige metoder.

Der er blevet beskrevet adskillige metoder i litteraturen til syntese af
nukleinsyrer de novo eller ud fra en eksisterende sekvens. Med disse metoder
er man i stand til at frembringe store mangder af en given nukleinsyre med en

fuldstaendig specificeret sekvens.

En kendt metode tit syntetisering af nukleinsyrer de novo involverer organisk
syntese af en nukleinsyre ud fra nukleosidderivater. Denne syntese kan udfgres i
oplesning eller pd et fast baeremateriale. En type organisk syntese er
phosphotriestermetoden, som er blevet anver_ldt til at fremstille genfragmenter
eller korte gener. 1 phosphotriestermetoden fremstilles oligonuklieotider, som kan
knyttes sammen til dannelse af laengere nukleinsyrer. For en beskrivelse af denne
metode se Narang, S.A. et al., Meth, Enzymol., 68, 90 (1979) og US patent nr.
4.356.270. 1 patentbeskrivelsen omtales syntesen og kloningen af somatostatingenet.

En anden type organisk syntese er phosphodiestermetoden, som er blevet anvendt
til at fremstille et tRNA-gen. Se Brown, E. L. et al., Meth. Enzymol., 68, 109
(1979) for en beskrivelse af denne metode. Som ved phosphotriestermetoden
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involverer phosphodiestermetoden syntese af oligonukleotider, som derefter knyttes
sammen til dannelse af den gnskede nukleinsyre.

Skent de ovenfor naevnte metoder til de novo syntese kan anvendes til at syntetisere lange
strenge af nukleinsyre, er de ikke seerligt praktiske at anvende til syntese af store maengder
af en nukleinsyre. Begge processer er arbejdskraevende og tidsrgvende, kreever dyrt
udstyr og dyre reagenser og har en lav samlet effektivitet. Den lave samlede effektivitet
kan skyldes ineffektiviteten i syntesen af oligonukleotiderne og sammenfgjnings-
reaktionerne. Ved syntesen af en lang nukleinsyre eller endog ved syntesen af en stor
maengde af en kortere nukleinsyre vil det vaere ngdvendigt at syntetisere mange
oligonukleotider, og der er behov for mange sammenfgjningsreaktioner. Fgigelig ville disse
metoder ikke vaere praktiske til syntetisering af store mangder af en hvilken som helst

onsket nukieinsyre.

Der findes ogsa metoder til fremstilling af nukleinsyrer i store meengder ud fra sma
meengder af den oprindeligt eksisterende nukleinsyre. Disse metoder involverer kloningen af
en nukleinsyre i et hensigtsmaessigt vaertssystem, hvor den gnskede nukleinsyre indszettes i
en egnet vektor, som anvendes til at transformere vaerten. Nar vaerten dyrkes, replikeres
vektoren, og dermed frembringes flere kopier af den gnskede nukleinsyre. For en
kort beskrivelse af subkloning af nukleinsyrefragmenter se Maniatis T. et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, s. 390-401 (1982).
Se ogsa de metoder, der er beskrevet i beskrivelsen til US patenterne nr. 4.416.988 og
nr. 4.403.036.

En tredie metode til syntetisering af nukleinsyrer, som er beskrevet i US patent nr.
4.293.652, er en hybrid af den ovenfor beskrevne organiske syntese og molekylaer
kloning. Ved denne fremgangsmade fremstilles det hensigtsmaessige antal oligonukleotider til
at udgegre den gnskede nukleinsyresekvens ved organisk syntese 6g indsaettes sekventielt i
en vektor, som multipliceres ved dyrkning forud for hver efterfslgende indfgjelse.

The Pharmacia Catalog "Molecular Biologicals” (1984) beskriver "Gene Cartridges”, dvs.
dobbeltstrengede restriktionsfragmenter, der indeholder en trp-promotor/operator. Dette
dokument beskriver imidlertid ikke anvendelsen af disse fragmenter til multiplikation af en
nukleinsyresekvens, og selv hvis fragmenterne blev anvendt til multiplikation, tillader

fragmenterne ikke vedhaeftning af en promotorsekvens i den ene ende af den multiplicerede

nukleinsyre.
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Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse har nogen lighed med den molekyleere
kloningsmetode; den involverer imidlertid ikke opformering af nogen organisme og
undgar derved de mulige risici, der er forbundet hermed, elier den ulejlighed, som
dette giver. Ved den foreliggende opfindelse kraves ej heller syntese af nukleinsyre-
sekvenser, som ikke er beslzegtede med den enskede sekvens, 0g man undgar dermed med den
foreliggende opfindelse behovet for en omfattende oprensning af produktet fra en kompliceret

biologisk blanding.

Den foreliggende opfindelse ang§r et farste og et andet enkeltstrenget oligonukleotid
(primer), der tillader eksponentiel multiplikation ved polymerase-kadereaktion af en eller
flere specifikke nukleinsyresekvenser til stede i en nukleinsyre, eller i en blanding deraf, og
vedheaeftning af en promotorsekvens. Forlangelsesproduktet af én primer bliver, nar
den hybridiseres til den anden, en template for fremstillingen af den snskede
specifikke nukleinsyresekvens og vice versa, og fremgangsmaden gentages sd ofte
som ngdvendigt for at frembringe den onskede meengde af sekvensen. Det forventes, at
denne fremgangsméde er mere effektiv end metoder, der er beskrevet ovenfor, |
til fremstilling af store mangder af nukleinsyre ud fra en mal-sekvens og til at
frembringe en sddan nukleinsyre i en tidsperiode, der til sammenligning er kort.
Den foreliggende fremgangsmade er navnlig nyttig til multiplikation af sjaeldne
nukleinsyrer til stede i en blanding af nukleinsyrer til effektiv pavisning af sddanne

former.

I Kleppe et al., ). Mol. Biol. 56: 341 (1971), beskrives en fremgangsmade til syntetisering
af DNA under anvendelse af primer-igangsattende, template-ledende repair replikation, og
det forgslgs at replikationscykler kan gentagés ved hver gang at tilfere en frisk dosis DNA-
polymerase. Der er imidlertid ingen antydning af at primer-forleengelsesprodukter skal
vaere komplette nok til at veere i stand til at danhe stabile primer-template-
komplekser med henblik p8 at fungere som templates for primere i efterfolgende
runder af primerforlangelse, og at eksponentiel in vitro-multiplication kun er mulig
ved at danne danne sadanne komplekser, som fungerer som komplette templates i

efterfelgende runder.

Naermere bestemt tilvejebringer den foreliggende opfindelse et farste og et andet
enkeltstrenget otigonukleotid, der tillader eksponentiel muitiplikation ved polymerase-
kaedereaktion af en specifik nukleinsyresekvens indeholdt i en enkeltstrenget elier dobbeit-

strenget nukleinsyre, eller i en blanding af s3danne nukleinsyrer, hvor:
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(a) det forste enkeltstrengede oligonukleotid er i det vaesentlige komplementaert til
den enkeltstrengede nukleinsyre eller til den ene streng i den dobbeltstrengede
nukleinsyre;

(b) det andet enkeltstrengede oligonukleotid er i det vasentlige komplementaert til
et komplement af den enkeltstrengede nukieinsyre eller til den anden streng i
den dobbeltstrengede nukleinsyre;

(c) det ene af de enkeltstrengede oligonukleotider yderligere indeholder en
sekvens, som er ikke-komplementzer til nukleinsyren, hvilken sekvens er en
promotorsekvens; og

(d) de dele af oligonukleotiderne, der er i det vaesentlige komplementzere,
afgrenser enderne af den specifikke nukleinsyresekvens, der skal
multipliceres.

Europaisk patent nr. 200 362 beskriver fremgangsmader til pavisning og
kloning af multiplicerede nukleinsyresekvenser, hvor disse sekvenser er blevet
multipliceret ved at anvende fremgangsmaden i den foreliggende anseggning,
og den foreliggende ansggning er en afdelt ansggning af europaeisk ansggning
nr. 86 30 2299.2.

Oligonukleotiderne i den foreliggende opfindelse kan vare nyttige til ikke bare at
frembringe store mangder af en eksisterende nukleinsyre med fuldstendig
specificeret sekvens, men 0955 til fremstilling af nukleinsyresekvensér, som vides
at eksistere, men som ikke er fuldstandig specificerede, og til efterfglgende
transkription af den multiplicerede nukleinsyre skal en begyndelseskopi af
sekvensen, som skal multipliceres, vare titgangelig i hvert tilfaelde, omend det ikke

behaver at vaere et rent eller et szaerskilt molekyle.

Fig.1 viser en 94 basepar lang sekvens af human B-globin, som gnskes
multipliceret. Den enkeltbasepar-zendring, som er forbundet med seglcelleanzemi, er

afbildet under 94-meren.

Fig. 2 viser et autoradiogram af polyacrylamidgelelektroforese, som viser
multiplikation af 94-meren indeholdt i human vildtype-DNA og i et plasmid, der
indeholder et 1,9 kb langt BamHI fragment af det normale B-globingen {betegnet
pBR328:HbA).

Fig. 3 viser et autoradiogram af polyacrylamidgelelektroforese demonstrerende

multiplikation af en hvilken som helst af den specifikke 94-mere malsekvens til
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stede i pBR328:HbA, et plasmid, indehoidende, et 1,9 kb langt BamHi-fragment af
seglcelleallelet af p-globin (betegnet pBR328:HbS), pBR328:HbA, hvor den
sekvens, der skal multipliceres, er spaltet med Mstll, og pBR328:HbS, hvor den
sekvens, som skal multipliceres, er blevet behandlet med, men ikke spaltet med
Mstll.

Fig. 4 viser i detaljer trinnene og produkterne fra polymerasekadereaktionen til
multiplikation af den pnskede 94-mere sekvens af human p-globin i 3 cyklusser

under anvendelse af to oligonukleotidprimere.

Fig. 5 viser et autoradiogram af polyacrylamidgelelektroforese, som viser
multiplikation efter 4 cyklusser af en 240-mer sekvens i pBR328:HbA, hvor
delprgverne er fordgjet med Ncol (bane 3), MstH (bane 4) eller Hinfl {(bane S). Bane
1 er molekylvaegtsstandarden, og bane 2 indeholder det intakte 240 bp lange
produkt.

Fig. 6 viser sekvensen af aet normale (p*) -globingen og segicelle (B%) B-globingen i
omradet med Ddel og Hinfl restriktionssteder, hvor den enkelte understregning for
B* markerer positionen af Ddel-restriktionsstedet (CTGAG), og dobbeltunder-
stregningen for p* og p* markerer positionen for Hinfl-restriktionsstedet (GACTC).

Fig. 7 viser resultaterne af sekventiel fordgjeise af normal B-globin under anvendelse af en
40-mer probe 6g Ddel-restriktionsenzymet efterfuigt af Hinfl-restriktionsenzymet.

Fig. 8 viser resultaterne af sekventiel fordpjelse af segicelle 8-globin under anvendelse af
den samme 40-mere probe som i fig. 7 og Ddel-restriktionsenzymet efterfulgt af Hinfl-
restriktionsenzymet.

Fig. 9 viser et autoradiogram af polyacrylamidgelelektroforese, som viser anvendelsen af den
samme 40-mere probe som i fig. 7 til specifik at karakterisere beta-globinallelerne til stede
i praver af hel, human DNA, som er blevet udsat for multiplikation ved fremgangsmaden

ifglge opfindelsen.

Fig. 10 viser et fotografi af en 6% NuSieve agarosegel visualiseret ved anvendelse af
ethidiumbromid og UV-lys. Dette fotografi demonstrerer multiplikationen af et sub-fragment af
et 110-bp langt multiplikationsprodukt, hvitket sub-fragment er et indre indskudt szt i
det 110-bp lange fragment.
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Udtrykket "oligonukleofid" som anvendt her under reference til primere, prober,
oligomerfragmenter, som skal pavises, oligomerkontroller og umaerkede blokerende

oligomerer, defineres som et molekyle, der omfatter 2 eller flere deoxyribonukleotider eller

ribonukleotider, fortrinsvis flere end tre. Dets npjagtige stgrrelse vil afhaenge af
mange faktorer, som igen anhaenger af den endelige funktion eller anvendelse af
oligonukleotidet.

Som anvendt her refererer udtrykket "primer" til et oligonukleotid, hvad enten dette
forekommer naturligt som i en oprenset restriktionsfordgjelse eller er produceret

syntetisk, som er i stand til at fungere som et initieringspunkt for syntese, ndr den

anbringes under betingelser, hvorved syntesen af et primerforleengelsesprodukt, som er
komplementaert til en nukleinsyrestreng, induceres, dvs. i tilstedevzerelse af nukleotider
og et induceringsmiddel, a?somDNA—polymerase, ©g en egnet temperatur- og pH-vaerdi.
Primeren er fortrinsvis enkeltstrenget for at opnd maximal effektivitet ved multiptikation,
men kan alternativt vaere dobbeltstrenget. Hvis primeren er dobbeltstrenget, skal den farst
behandles for at separere dets strenge forud for at den anvendes til at frembringe
forlaengelsesprodukter. Primeren er fortrinsvis et oligodeoxyribonukleotid. Primeren m3
veere tilstraekkelig lang til at prime syntesen af forlzengelsesprodukter i naervaerelse af
induceringsmidlet. De ngjagtige laengder af primerne vil afhaenge af mange faktorer,
inklusiv temperatur, primerkilde og anvendelse af metoden. Til f.eks. diagnostiske
formal indeholder oligonukleotidprimeren afhaengig af kompleksiteten af malsekvensen
typisk 15-25 eller flere nukleotider, skent den kan indeholde feerre nukleotider. For de
andre anvendelser er oligonukleotidprimeren typisk kortere, f.eks. 7-15 nukleotider.
Sadanne korte primermolekyler kraever almindeligvis lavere temperaturer til at danne

tilstraekkeligt stabile hybridkomplekser med templaten.

Her udvalges primerne til at vare "i alt vasentligt” komplementzere til de
forskellige strenge af hver specifik sekvens, som skal multipliceres. Dette betyder,
at primerne skal veere tilstraekkeligt komplementaere til at hybridisere med deres
respektive strenge. Primersekvensen behgver derfor ikke at afspejle den

nojagtige sekvens af templaten.

En af primerne der anvendes til multiplikation indeholder yderligere en
promotorsekvens, som er ikke-komplementzr til den sekvens der gnskes
multipliceret. Ikke-komplementaere baser eller lengere sekvenser veere fordelt i

primeren, forudsat at primersekvensen har tilstraekkelig komplementaritet med

sekvensen af den streng, der skal multipliceres, til at hybridisere hermed og
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derved danne en template for syntese af forleengelsesproduktet af den anden

primer.

Som anvendt her refererer udtrykkene "restriktionsendonukleaser” og
"restriktionsenzymer"” til bakterieenzymer, som hver skaerer dobbeltstrenget DNA
ved eller nzer en specifik nukleotidsekvens.

Som anvendt her refererer udtrykket "DNA-polymorfi” til den tilstand, i hvilken
to eller flere forskellige nukleotidsekvenser kan eksistere p3 et bestemt sted i
DNA'et. '

Udtrykket "restriktionsfragmentlaengdepolymorfi® ("RFLP") refererer til forskellene
hos individer i lngderne af restriktionsfragmenter dannet ved fordgjelse med en

bestemt restriktionsendonukiease.

Anvendelsen af den foreliggende opfindelse involverer enkeltstrengede
oligonukleotider, der er anvendelige i en fremgangsmade til eksponentiel multiplikation
ved polymerase-kaedereaktion af enhver af én eller flere gnskede specifikke
nukleinsyresekvenser, som er at finde i en nukleinsyre, og til vedheaeftning af en
promotorsekvens. Eftersom store mangder af en specifik sekvens kan fremstilles
ved den foreliggende fremgangsmade, kan den foreliggende opfindelse anvendes til
at forbedre effektiviteten af kloning af DNA eller mRNA og til multiplikation af en
ma3lsekvens for at lette pavisningen af denne. Den foreliggende opfindelse er
0gsa nyttig til opndelse af store masngder af den gnskede sekvens ud fra en

blanding af nukleinsyrer fremkommende ved en ikke-perfekt kemisk syntese.

Generelt kan de enkeltstrengede oligonukleotider ifglge den foreliggende opfindelse
anvendes i en fremgangsmade, som involverer en kadereaktion til i eksponentietle
maangder i forhoid til antallet af de involverede reaktionstrin at frembringe i det

mindste én specifik nukleinsyresekvens forudsat at (a) enderne af den kravede

sekvens er kendte i tilstraekkelige detaljer til, at der kan syntetiseres oligo-
nukleotider, som vil hybridisere hertil, (b) at en lille mangde af sekvensen er
tilgangelige til at ini‘tiere kadereaktionen. Produktet fra keedereaktionen vil veere
en szerskiit nukleinsyreduplex med termini svarende til enderne af de anvendte
specifikke primere.

Der kan anvendes en hvilken som helst kilde af nukleinsyre, i renset eller ikke-

renset form, som udgangsnukleinsyren eller -syrerne, forudsat at den indehoider
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eller mistaenkes for at indeholde den pnskede, specifikke nukleinsyresekvens.
Der kan sdledes ved fremgangsmaden f.eks. anvendes DNA eller RNA, inklusiv
mMRNA, hvilket DNA eller RNA kan vare enkeltstrenget- eller dobbeltstrenget,
Ydermere kan der anvendes en DNA-RNA-hybrid, som indeholder en streng af
hver. Der kan ogsa anvendes en blanding af hvilke som helst af disse
nukleinsyrer, eller der kan ogsd anvendes nukleinsyrer frembragt ved en
tidligere multiplikationsreaktion sdm her beskrevet under anvendelse af den
samme eller forskellige primere. Den specifikke nukleinsyresekvens, som skal
multipliceres, kan vare blot en fraktion af et stgrre molekyle eller kan vare til
stede i begyndelsen som et saerskilt molekyle, sdledes at den specifikke sekvens
udggr hele nukleinsyren. Det er ikke ngdvendigt, at den sekvens, der skal
multipliceres, er til stede initielt i en ren form; den kan vaere en mindre fraktion af
en kompleks blanding, sdsom en del af g-globingenet indeholdt i hel, human DNA,
eller en del af nukleinsyresekvensen hidrgrende fra en bestemt mikroorganisme,
hvilken organisme maske blot udger en meget litle fraktion af en bestemt biologisk
preve. Udgangsnukleinsyren kan ogsa indeholde flere end den gnskede,
specifikke nukleinsyresekvens, som kan veaere den samme eller forskellig. De
foreliggende oligonuklectider er derfor ikke blot nyttig til frembringeise til store
mangder af en specifik nukleinsyresekvené, men 0gsa til samtidig multiplikation
af flere end én forskellig, specifik nukleinsyresekvens lokaliseret pa den
samme eller forskellige nukleinsyremolekyler. A

Nukleinsyren eller -syrerne kan opnas fra en hvilken som helst kilde, f.eks. fra plasmider
sisompBR322, fra kionet DNA eller RNA, eller fra naturlig DNA eller RNA fra enhvilken
som helsf kilde, inklusiv bakterier, ger, vira eller hgjere organismer, s3som planter

eller dyr. DNA eller RNA kan ekstraheres fra blod, vaevsmateriale, s3som chorion-villi,

eller fra amniumceller ved en reekke metoder, sasom beskrevet af Maniatis et al.,

Molecular Cloning, (1980), 280-281.

Enhver specifik nukleinsyresekvens kan frembringes med oligonukleotiderne ifglge den
foreliggende opfindelse. Det er kun nsdvendigt, at et tilstraekkeligt antal baser ved begge
ender af sekvensen er kendt i tilstraekkelige detaljer, siledes at der kan fremstilles to
oligonukleotider, som vil hybridisere til forskellige strenge af den gnskede sekvens
og ved relative positioner langs sekvensen, sdledes at et forleengelsesprodukt
syntetiseret ud fra en primer, kan, nar den er separeret fra dens template (komplement), tjiene
som en template for forlngelse af den anden primer til en nukleinsyre med en defineret

leengde. Jo stgrre kendskabet til baserne i begge ender af sekvensen er, des starre kan

specificiteten for primerne for mﬁlnukleinsyresekvensen veere, og des stgrre er
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effektiviteten af fremgangsmaden. Det vil forstas, at ordet "primer”, som anvendt her, kan
referere til mere end en primer, navnlig i det tilfzelde, hvor der er nogen flertydighed
vedrgrende informationen med hensyn til den terminale sekvens (de terminale sekvenser) af
det fragment, som skal multipliceres. F.eks. i det tilfeeide, hvor en nukleinsyre-
sekvens udledes fra proteinsekvensinformation, vil en samling af primere indeholdende
sekvenser, som repreesenterer alle mulige codonvariationer baseret pa degenereringen
af den genetiske kode blive anvendt for hver streng. En primer fra denne samling vil
vaere 100% homolog med enden af den gnskede sekvens, som skal multipliceres.

Oligonukleotidprimerne kan fremstilles under anvendelse af en hvilken som helst egnet
metode, sasom f.eks. phosphotriestermetoden eller phosphodiestermetoden beskrevet ovenfor
eller automatiserede udfgrelsesformer heraf. I én sadan automatiseret udfgrelsesform
anvendes diethylphosphoramiditer som udgangsmaterialer og kan syntetiseres som
beskrevet af Beaucage et al., Tetrahedron Letters (1981), 22: 1859-1862. En
fremgangsmade til syntetisering af oligonukleotider pa et modificeret, fast
baeremateriale omtales i US patent nr. 4.458.066. Det er 0ogsd muligt at anvende
en primer, som er blevet isoleret fra en biologisk kilde (sdsom en restriktions-

endonukleasefordgjelse).

Den specifikke nukieinsyresekvens frembringes ved at anvende den nukleinsyre,
som indeholder denne sekvens, som en template. Hvis nukleinsyren indeholder to
strenge, er det ngdvendigt at separere strengene af nukleinsyren, far den kan
anvendes som template, enten i et separat trin eller samtidigt med syntesen af
primerforleengelsesprodukterne. Denne strenge-separation kan opnds ved en
hvilken som helst egnet metode, inklusiv fysiske, kemiske eller enzymatiske
metoder. En fysisk fremgangsmetode til separation af strengene af nukieinsyren
involverer opvarmning af nukleinsyren, indtil den er fuldstaendig {(>99%) denatureret.
Typisk varmedenaturering kan involvere temperaturer liggende fra ca. 80 til 105°C
i tidsperioder pd fraca. 1til 10 minutter. Strenge-separation kan ogsa
induceres af et enzym fra den klasse af enzymer, der er kendt som helicaser,
eller enzymet RecA, som har helicaseaktivitet, og som i tilstedevareise af riboATP
vides at denaturere DNA. De reaktionsbetingelser, som er egnede til separation af
nukleinsyrestrengene med helicaser, er beskrevet af Kuhn Haffmann-Berling, CSH-
Quantitative Biology, 43: 63 (1978) og metoder til anvendelse af RecA er opsummeret i
C. Radding, Ann. Rev. Genetics,, 16: 405-37 (1982). ’

Hvis den oprindelige nukleinsyre, der indeholder den sekvens, der skal

multipliceres, er enkeltstrenget, syntetiseres dens komplement ved at tilsette en
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eller flere oligonukleotidprimerne hertil. Hvis en hensigtsmaessig enkelt-primer
tilsettes, syntetiseres et primerforlangelsesprodukt i naervarelse af primeren, en
inducer eller katalysator for syntesen og de nedenfor beskrevne 4 nukleotider.
Produktet vil vaere delvis komplementaert til den enkeltstrengede nu kleinsyre og vil
hybridisere med nukleinsyrestrengen til dannelse af en duplex af ulige lange
strenge, som derefter kan separeres i enkeltstrenge, som beskrevet ovenfor til
frembringeise af to enkelte, separerede komplementaere strenge. Alternativt kan to
hensigtsmaessige primere tilsattes til den enkeltstrengede nukleinsyre, og reak-
tionen kan udfgres.

Hvis den oprindelige nukleinsyre udger den sekvens, der skal multipliceres, vil

det primerforleengelsesprodukt (de primerforlaengelsesprodukter), som produceres,
veere fuldstaendig komplementzare til strengene af den oprindelige nukleinsyre og
vil hybridisere hermed til dannelse af en duplex af strenge med lige stor l&2ngde, som
kan adskilles til enkeltstrengede molekyler.

N3r de komplementzere strenge af nukleinsyren eller -syrerne er separeret - er strengene
hvad enten nukleinsyren oprindelig var dobbeltstrenget eller enkeltstrenget - parate til at
blive anvendt som en template for syntesen af yderligere nukleinsyrestrenge. Denne
syntese kan udfgres under anvendelse af en hvilken som helst egnet metode. Generelt set
foregar det i en puffret vandig oplgsning, fortrinsvis ved et pH pa 7-9, mest fortrinsvis ca.
8. Der tilszettes fortrinsvis et molaert overskud (for klonet nukleinsyre saedvanligvis ca.
1000:1 primer: template, og for genomisk nukleinsyre sadvanligvis ca. 10%:1 primer:
template) af de to oligonukleotidprimere til pufferen indeholdende de separerede
templatestrenge. Det skal imidiertid forst8s, at maengden af komplementaer streng maske
ikke ér kendt, hvis den foreliggende fremgangsmade anvendes til diagnostiske formal,
saledes at mengden af primer i forhold til meengden af komplementzer streng ikke kan
fastizzgges med sikkerhed. Som en praktisk forholdsregel vil maengden af tilsat primer
imidlertid almindeligvis vaere i molaert overskud i forhold til mengden af komplementaer
streng (template), nar den sekvens, der skal multipliceres, er indeholdt i en blanding af
komplicerede, langkaedede nukieinsyrestrenge. Der foretraekkes et stort moleert overskud
for at forbedre effektiviteten af fremgangsmaden.

Deoxyribonukleosidtriphosphaterne dATP, dCTP, dGTP og TTP tilszettes ogs3 til
synteseblandingen i hensigtsmaessige maengder, og den fremkomne oplgsning opvarmes
til ca. 90-100°C i fra ca. 1 til 10 minutter, fortrinsvis fra 1 til 4 minutter. Efter denne

opvarmningsperiode far oplasningen lov at afkgle til stuetemperatur, hvilket er at

foretrzekke af hensyn til primerhybridisering. Til den afkglede blanding tilszettes et egnet
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middel til induktion eller katalysering af primerforiaengelsesreaktionen (her kaldet
induceringsmiddel), og reaktionen far tov til at forlgbe under betingelser, som er kendte

_ inden for fagomradet. Denne syntesereaktion kan finde sted ved fra stuetemperatur op til

en temperatur, over hvilken induceringsmidlet ikke laengere fungerer effektivt. Hvis DNA-
polymerasen saledes f.eks. anvendes som induceringsmiddel, vil temperaturen almindelig-
vis ikke vaere stgrre end ca. 40°C. Det er mest hensigtsmaessigt at reaktionen finder sted
ved stuetemperatur. -

Induceringsmidlet kan vzere en hvilken som helst forbindelse eller et hvilket som helst
system, som vil fungere til udfgrelse af syntesen af primerforieengelsesprodukter, inklusiv
enzymer. Egnede enzymer til dette formal inkluderer f.eks. E.coli DNA-polymerase I,

Klenow-fragment af E.coli DNA-polymerase I, T,~-DNA-polymerase eller andre tilgaengelige

DNA-polymeraser, revers transkriptase og andre enzymer, inklusiv varmestabile enzymer,
som vil fette kombinationen af nukleotiderne pd den rette made til dannelse af
de primerfori@ngelsesprodukter, som er komplementzeretil hver nukieinsyrestreng.
Syntesen vil generelt blive initieret ved 3'-enden af hver primer og forlgbe i 5'-retningen
langs templatestrengen, indtil syntesen stopper, under frembringelse af molekyler med
forskellige laengder. Der kan imidlertid veere induceringsmidler, som initierer syntese ved 5'-
enden, og syntesen forlgber i den anden retning under anvendelse af den samme proces

som beskrevet ovenfor.

Den nyligt syntetiserede streng og dens komplementaere nukleinsyrestreng danner et
dobbeltstrenget molekyle, som anvendes i de efterfglgende trin i fremgangsmaden. I det nzeste
trin separeres strengene fra det dobbeltstrengede molekyle under anvendelse af en hvilken

som helst af de ovenfor beskrevne metoder til frembringelse af enkeltstrengede molekyler.

Ny nukleinsyre syntetiseres pa de enkeltstrengede molekyler. Yderligere
induceringsmiddel, nuklectider og primere kan om ngdvendigt tilszettes for at processen
fortseetter under de ovenfor beskrevne betingelser. Syntesen vil igen blive initieret ved
en ende af oligonukleotidprimerne og vil forlgbe langs de enkelte strenge af templaten til
frembringelse af yderligere nukleinsyre. Efter dette trin vil halvdelen af forleengelses-
produktet bestd af den specifikke nukleinsyresekvens afgraenset af de to primere.

Trinnene med strengeseparation og forlangelsesproduktsyntese kan gentages s3 ofte, som
der er behov herfor til frembringelse af den gnskede maesngde af den specifikke
nukleinsyresekvens. Som det vil blive beskevet i yderligere detaljer nedenfor, vil mangden af
den specifikke nukleinsyresekvens, der produceres, akkumulere pa

eksponentiel made.
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Nar det pnskes at frembringe mere end én specifik nukleinsyresekvens ud fra den farste
nukleinsyre eller en blanding af nukleinsyrer, anvendes det hensigtsmaessige antal af
forskellige oligonukleotidprimere. Hvis der f.eks. skal fremstilies to forskellige,
specifikke nukleinsyresekvenser, anvendes 4 primere. To af primerne er specifikke
for en af de specifikke nukleinsyresekvenser og de to andre'primere er specifikke for den
anden specifikke nukleinsyresekvens. P3 denne made kan hver af de to forskelige
specifikke sekvenser fremstilles eksponentielt ved den foreliggende fremgangsmade.

Oligonukleotiderne ifelge den foreliggende opfindelse kan anvendes i en eksponentiel
multiplikationsfremgangsmade, som udfgres pd en trinvis m3de, hvor der efter hvert
trin tilseettes nye reagenser, eller hvor alle reagenser samtidig tilszettes i
begyndelsestrinnet eller delvis trinvis og delvis samtidig, hvor frisk reagens
tilsaettes efter et givet antal trin. Hvis man til strengeseparation anvender en
metode, sasom varme, som vil inaktivere det inducerende midde!, hvilket er
tilfeeldet med varmelabilt enzym, er det ngdvendigt at supplere op med det
inducerende middel efter hver strengeseparationstrin. Nar der til strenge-
separationstrinnet anvendes enzymatiske midler, kan den samtidige metode _
anvendes. I den samtidige procedure kan reaktionsblandingen ud over
nukleinsyrestrengen (-strengene) indeholde den gnskede sekvens, strenge-
separationsenzymet (f.eks. helicase), en egnet energikilde for strengeseparations-
enzymet sdsom rATP, de 4 nukleotider, oligonukleotidprimerne i molaert overskud
og det inducerende middel, f.eks. Klenow-fragment fra E.coli DNA polymerase I.

Hvis varme anvendes til denaturering i en samtidig proces, kan et varmestabilt
induceringsmiddel, sasom en termostabil polymerase, anvendes, hvilken
polymerase vil fungere ved en haevet temperatur, fortrinsvis 65-90°C afhaengig af

induceringsmidlet, ved hvilken temperatur nukleinsyren vil bestd af enkelte og

dobbelte strenge i ligevaegt. Til mindre leengder af nukleinsyre kan lavere
temperafurer pa ca. 50°C anvendes. Den gvre temperatur vil afhange af den
temperatur, ved hvilken enzymet vil nedbrydes eller den temperatur, ved hvilket
et utilstraekkeligt niveau af primerhybridisering vil finde sted. Et s3dant
varmestabilt enzym beskrives i f.eks. A.S. Kaledin et al., Biokhimiya, 45, 644-651
(1980). Hvert trin i processen vil ske sekventielt p3 trods af, at alle reagenserne er
til stede i begyndelsen. Yderligere materiale kan tilsattes efter behov. Efter at
der er gaet en passende tid ti frembringelse af den gnskede mangde af den
specifikke nukleinsyresekvens, kan reaktionen stoppes ved at inaktivere

enzymerne pad kendt made eller separere komponenterne i reaktionen.
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En fremgangsmade, der anvender oligonukleotiderne ifglge den foreliggende
opfindelse, kan udfgres kontinuerligt. I en udfgrelsesform for en automatiseret
fremgangsmade kan reaktionen foreg8 i cykler gennem et denatureringsomrade, et
reagenstilsaetningsomrade og et reaktionsomrade. I en anden udferelsesform kan
det enzym, der anvendes til syntese af primerforieengelsesprodukterne,

immobiliseres pa en sgjle.

De andre omsztningskomponenter kan ved hjeelpaf en pumpe cirkuleres kontinuerligt
gennem sgjlen og en opvarmningsspiral i serie, sdledes at de producerede nukleinsyrer

gentagne gange kan denatureres uden at inaktivere enzymet.

En fremgangsmade, der anvender oligonukieotiderne ifglge den foreliggende
opfindelse, vises i diagram nedenfor, hvor dobbeltstrenget DNA, som indeholder den
pnskede sekvens [S] bestdende af komplementzere strenge [S*] og [S], anvendes som
nukleinsyren. Under den farste og hver efterfplgende reaktionscyklus vil forlaengelse af
hver oligonukleotidprimer p3 den oprindelige template producere et nyt ssDNA-
molekyleprodukt med ikke-defineret leengde, som terminerer med kun en af primerne. Disse
produkter, der herefter vil blive omtalt som "lange produkter”, vil akkumulere p3
linizer made; dvs. at den maengde, der er til stede efter ethvert antal cyklusser, vil veere
proportional med antallet af cyklusser.

De saledes frembragte lange produkter vil fungere som templater for den ene eller den anden
af oligonukleotidprimerne under efterfglgende cyklusser og vil frembringe molekyler med den
pnskede sekvens [S*] elter [S']. Disse molekyler vil ogsa fungere som templater for den ene
eller den anden oligonukleotidprimer under frembringelse af yderligere [S*] og [S], og
s3ledes kan en kéedereaktion gennemfpres, som vil resultere i akkumuleringen af [S] med en
eksponentiel hastighed i forhold til antallet af cyklusser.

Andre biprodukter frembragt ved oligonukleotidhybridiseringer end de, der gnsket, er
ikke selv-katalytiske (undtagen i sjeeldne tilfselde) og akkumulerer sdledes med en liniaer
hastighed.

Den specifikke sekvens, der skal multipliceres, [S], kan afbildes i diagram som fglger:

[S+] 5' AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCC 3'
[S] 3TTTTTITTTTIYYYYYYYYYYGGGGGGGGGGS'

De egnede oligonukleotidprimere ville vaere:
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Primer 1: GGGGGGGGGG
Primer 2: AAAAAAAAAA

saledes at hvis DNA indeholdende [S]

-» 22722222222772222 AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCz222222222222227 ...
. zzzzzzzzzzzzzzzle'lTl‘lTl'n‘YYYYYYYYYYGGGGGGGGGGzzzzzzzzzzzzzzzz. .

separeres i enkeltstrenge, og enkeltstrengene hybridiseres medprimerne 1 032, kan
felgende forlangelsesreaktioner katalyseres af DNA-polymerase i nzervaerelse af de fire
deoxyribonukleosidtriphosphater:

3! 5'
forlzengelse < -- GGEEEEEEEG  primer 1

-oer 2222222227227Z72 AAAAAAAAAAX XX XX XXXXXCCCCCCCCCCzz22222222222722. ..
oprindelig template-streng*

oprindelig template-streng”
cer .zzzzzzzz;zzzzzzzTTFFrnWYWWYWYGGGGGGGGGGzzzzzzzzzzzzzzzz. e

primer 2" AAAAAAAAAA----- oo > forlengelse
5 3

Ved denaturering af de to dannede duplexer er produkterne:

3 | 5
0o 222222227722222Z T T T T LT T TYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG
nylig syntetiseret langt produkt 1

SI
-+ 2222272272772277227 AAAAAAAAAAXX XX XXXXXXCCCCCCCCCCzz222222222227737. ...
oprindelig templatestreng® o

3!

-+ 2222222722277222Z TV VTV T DT TYYYYYYYYYYGGGGGGGGGGzz27722722222277 . ..
oprindelig templatestreng’
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15

5’ 3 .
AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzzz22222227272272. ...
nylig syntetiseret langt produkt 2

Hvis disse 4 strenge far lov at rehybridisere med primere 1 og 2 i den naeste

cyklus, vil induceringsmidlet katalysere fplgende reaktioner:
Primer 2 5" AAAAAAAAAA -------=-=sooommomoooo > forleenges her

3'....222222277222222ZT TV T T T T T EYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG S
nyligt syntetiseret Iangt produkt 1

forlengelse <---------=---cm--ooecomoo GGGGGGGGGG 5' primer 1

5'. ... zZzzzzrzzzzzrzzZ AANAAAAAAALCOOCOOOOXCCCCCCCCCCzzzrzrrrrrrrrzz... 3°
oprindelig template'streng*

Primer 2 5' AAAAAAAAAA---=------===-==co=- > forleenges

3'...222222222777zzzZF TITTT T TTIYYYYYYYYYYGGGGGGGGGGzz22222222222222.... 5'
oprindelig templatestreng’

forleengelse her <--+--—==--memvecoennn-- GGGGGGGGGG 5' primer 1

5" AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzz22227227222722.... 3"
nyligt syntetiseret langt produkt 2

Hvis strengene af ovennavnte fire duplexer separeres, findes fgigende strenge:

5' AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCcccc 3!
nyligt syntetiseret [S*]

3 ....22222222227222zZ T TTTTTTTTTYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG 5'
ferste-cyklus-syntetiseret ilangt produkt 1

3 ....2227z777722222zZZTVTT TR TR T TYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG 5'
nyligt syntetiseret langt produkt 1
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S' ....222222222727722ZZAAAAAAAAAAXX X XXX XXXXCCCCCCCCCCzz22222222222227....3"
oprindelig templatestreng®*

5' AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzz22222227272222.... 3'
nyligt syntetiseret langt produkt 2

3....22222222272227zZZ TT TV T N TNV TYYYYYYYYYYGGGGGGGGGGzzz2272777222272.... 5
oprindelig templatestreng” '

3TTTTITTITTIYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG 5'
nyligt syntetiseret [S7]

5' AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzzzzzzzz222222232. ... 3'
forste-cyklus-syntetiseret langt produkt 2

Det fremgar, at hver streng, som terminerer med oligonukleotidsekvensen af en primer og den
komplementaere sekvens af den anden, er den specifikke nukleinsyresekvens [S], som det et
gnsket at fremstille. v

Trinnene i denne fremgangsmade kan gentages uendeligt, idet de kun er begraenset af
mangden af primere 1 og 2, induceringsmiddel og tilstedevaerende nukieotider.
Maengden af oprindelig nukleinsyre forbliver konstant i hele processen, fordi det ikke
bliver replikeret. Mangden af lange produkter forgges linizer, fordi de kun produceres, hd
fra den oprindelige nukleinsyre. Maengden af specifik sekvens forages eksponentielt.
Saledes vil den specifikke sekvens blive den dominerende form. Dette illustreres i den
efterfglgende tabel, som angiver de relative maengder af de former, der teoretisk er til stede

efter n cyklusser, under antagelse af 100% effektivitet i hver cyklus.:
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Antal dobbeltstreng efter O til n cyklusser

Cyklus antal Template Lange produkter Specifik sekvens [S]
0 1 - -
1 1 1 0
2 1 2 1
3 1 3 4
S 1 5 26
10 1 10 1013
15 1 15 32.752
20 1 20 1.048.555
n 1 n (2"-n-1)

Hvis der anvendes en enkeltstrenget nukleinsyre som template dannes der kun 1 langt

produkt pr. cyklus.

_Oligonukleotiderne (primere) i den foreliggende opfindelse kan anvendes til at klone en speciel

nukleinsyresekvens til indszettelse i en egnet ekspressionsvektor. Vektoren kan derefter
anvendes til at transformere en egnet vaertsorganisme, saledes at den producerer

genproduktet af sekvensen ved standardmetoder inden for rekombinant DNA teknologi.

Ydermere kan oligonukieotiderne anvendes til in vitro mutagenisering.

Oligodeoxyribonukleotidprimerne behgver ikke at veere ngjagtig komplementaere til den
DNA-sekvens, som skal multipliceres. Det er kun ngdvendigt, at den er i stand til
at hybridisere til sekvensen pa tilstraskkefig made til at blive forleenget af
polyméraseenzymét eller hvilket andet induceringsmiddgl,-der nu anvendes.
Produktet fra en polymeraseksedereaktion, hvor de primere, der anvendes, ikke er
ngjagtig komplementzeere til den oprindelige template, vil indeholde sekvensen af
primeren snarere end af templaten, hvorved der indfgres en in vitro mutation. I
yderligere cyklusser vil denne mutation blive multipliceret med en uformindsket
effektivitet, fordi der ikke kraves yderligere fejlparrede primeringer. Den sdledes
frembragte mutant kan derefter indszettes i en egnet vektor ved hjzlp af
motekylaerbiologiske standardmetoder og kan give mutantegenskaber pa denne

vektor, satedes som potentialet til frembringelse af et @ndret protein.

Fremgangsmaden til fremstiiling af en andret DNA-sekvens, som ovenfor beskrevet, _
kan gentages pa det @ndrede DNA under anvendelse af forskellige primere, saledes
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at der induceres yderligere sekvensandringer. P8 denne made kan der gradvis
frembringes en serie af muterede sekvenser, hvor hver tilfejelse t serierne kun
vil adskille sig fra den sidste i mindre grad, men fra den oprindelige DNA-
kildesekvens i stigende grad. P8 denne m3de kan man i sidste ende foretage
@ndringer, som ikke var hensigtsmassige i et enkelt trin, p3 grund af, at en
meget alvorlig fejlparrende primer ikke kan fungere.

Ydermere kan en af oligonukleotiderne i den foreliggende opfindelse, som en del af dens
sekvens indeholde en ikke-komplementzaer sekvens, forudsat at tilstreekkelige maengder
af primeren indeholder en sekvens, som er komplementaer til den streng, der
skal multipliceres.

Efter at forizengelsesprimeren er tilsat foretages tilstraekketigt mange cyklusser til at
opnd den gnskede meangde af den nye template, som indeholder den ikke-
komplementaere nukleotidindfgjelse. Dette tillader produktionen af store mengder af
kombinerede fragmenter p3 forholdsvis kort tid (f.eks. 2 timer eller mindre) under
anvendelse af en simpel teknik. ‘

De heri beskrevne oligonukleotider kan ogs3 anvendes til at gere det muligt at pavise
og/eller karakterisere specifikke nukleinsyresekvenser forbundet med infektigse
sygdomme, genetiske sygdomme eller cellulzere sygdomme, sdsom cancer. Multiplikation
er nyttig, n8r maengden af nukleinsyre, som er tilgengelig for analyse, er meget lilte, -
sasom f.eks. ved praenatal diagnose af segicelleanzemi under anvendelse af DNA
opndet fra fgtale celler. Multiplikation er navnlig nyttig, hvis en sadan analyse
skal foretages p3 en lille prove under anvendelse af ikke-radioaktive
detekteringsmetoder, som kan vare iboende ufglsomme, eller hvor radioaktive

metoder anvendes, men hvor hurtig pavisning er gnskelig.

I relation til den foreliggende opfindelse kan genetiske sygdomme inkludere
specifikke deletioner og/eller mutationer’ i det genomiske DNA fra en hvilken som
helst organisme, sdsom f.eks. en person, der lider af seglcelleanami, cystisk
fibrose, a-thalassaemi, B-thalassami og lignende. Seglcelleanaemi kan let pavises ved
hjeelp af oligomerrestriktionsanalyse eller en RFLP-lignende analyse efterfulgt af
multiplikation af den hensigtsmaessige DNA-sekvens ved hjzlp af den foreliggende
fremgangsmade. a-Thalassaeemi kan pavises ved fravaeret af en sekvens, og B-thalassaemi
kan pavises ved titstedevaerelsen af et polymorft restriktionssted teet knyttet til en

mutation, som fremkalder sygdommen.
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Alle disse genetiske sygdomme kan pavises ved multiplikation af den hensigts-
maessige sekvens og analyse af den ved hjaelp af Southern biot teknik uden brug af
radioaktive prober. Ved en s3dan fremgangsmade multipliceres f.eks. en lille
prove af DNA fra f.eks. amnionvaeske indeholdende et meget lavt niveau af den gnskede
sekvens, skares med et restriktionsenzym og analyseres ved hjaelp af en Southern
blotting teknik. Anvendelsen af ikke-radioaktive prober ggres lettere ved hj®lp af
det hgje niveau af det multiplicerede signal.

I en anden udfgrelsesform kan en lille prgve af DNA multipliceres til et egnet
niveau, og derefter kan der udfgres en yderligere cyklus af forlaengelses-
reaktioner, hvor nukleotidderivater, som let kan pavises (sasom 2P-maerket eller
biotinmaerket nukleosidtriphosphat) inkorporeres direkte i det endelige DNA-
produkt, som kan analyseres ved restriktionsanalyse og elektroforetisk separation
eller ved en hvilken som helst anden egnet metode. Et eksempe! p8 denne teknik i et

modelsystem vises pa figur 5.

I en yderligere udfgrelsesform, vist i et mode_lsystem pa figur 3, kan nukleinsyren
udszettes for en bestemt restriktionsendonuklease for multipliceringen. Eftersom en
sekvens, der er blevet skaret, ikke kan multipliceres, betyder tilstedeveerelsen _af et
multipliceret fragment, pa trods af forudgdende restriktion af DNA-prgven,
fraveer af et genkendelsessted for endonukleasen i den multiplicerede sekvens.
Tilstedevarelsen eller fravaret af en multipliceret sekvens kan pavises med en egnet

metode.

En praktisk anvendeise af denne teknik kan illustreres ved dens anvendelse til at
gere det lettere at pavise seglcelleanami ved hja!lp af oligomerrestriktionsteknik
beskrevet herefter og af R.Saiki et al., Bio/Technology 3:1008-1012 (1985).
Seglcelleanaemi er en haamoglobinsygdom, som skyldes et enkelt baseparskift i den 6.
codon af B-globingenet. Figur 6 viser sekvenserne af normale B-globingener og
seglcelle-B-globingener i omradet for deres polymorfi, hvor en enkelt
understregning markerer lokaliseringen af et Ddel génkendelsessted, som kun er til
stede i det normale gen, og hvor dobbeltunderstregningen markerer lokaliseringen af
et Hinfl-genkelndelsessted, som ikke er polymorfisk og s3ledes er til stede i
bade det normale allel og seglcelleallelet. Figur 7 viser oligomerrestrik-
tionsprocessen af normal B-globin DNA under anvendelse af en probe; der
spaender over begge restriktionssteder, og meerket, hvor der er angivet en
stjerne. DNA'et, der er multipliceret som tilvejebragt heri, denatureres og
anneales til den markede probe. Enzymet Ddel spalter DNA'et ved det gendannede




10

15

20

25

30

35

20 DK 175248 B1

Ddel-genkendelsessted, og skaber en maerket octamer. Under de anvendte
betingelser i prgven er octameren kort nok til at dissociere fra duplexen. En
efterfglgende tilszetning af enzymet Hinfl har ingen virkning pa den nu enkelt-
strengede octamer. Figur 8 viser den samme proces anvendt overfor
seglcelleallelet af 3-globin DNA. Enzymet Ddel kan ikke spalte den duplex, der er
dannet af det multiplicerede DNA og den markede probe, pd grund af en A-A
baseparfejlparring. Enzymet Hinfl spalter imidlertid hybriden, og der produceres
en market trimer. 1 praksis kan metoden diagnosticere DNA'et hos et individ som

‘enten er homozytisk for vildtypen, homozygotisk for segicetletypen eller hetero-

zygotisk beerer af seglcelleanlaegget, eftersom et specifikt signal er forbundet med
tilstedevarelsen af begge alleler. Anvendelse af den ovenfor beskrevne metode

til at multiplicere den relevante sekvens tillader hurtig analyse af et gen i enkelt

kopi under anvendelse af en probe med blot et enkelt 32p-maerkning.

Forskellige infektigse sygdomme kan diagnosticeres ved at der i kliniske prover findes
specifikke DNA-sekvenser, som er karakteristiske for den sygdomsfremkaldende
mikroorganisme. Disse inkluderer bakterier, sasom Salmonella, Chlamydia, Neisseria,
vira, sésom hepatitisvira, og protozoparasitter, sisom Plasmodium, der forarsager
malaria. I beskrivelsen til US patent nr. 4.358.535 udstedt til Falkow omtales
anvendelsen af specifikke DNA-hybridiseringsprober til diagnosticering af infektigse
sygdomme. Et iboende problem i Falkowproceduren er, at der kan vere et
forholdsvis lille antal pathogene organismer til stede i en klinisk prove fra en
inficeret patient, og DNA'et, der ekstraheres fra disse, kan udgere blot en
kun meget lille fraktion af det totale DNA i praven, Specifik multiplicering af
mistaenkte sekvenser forud for immobiliserings- og hybridiseringspﬁvisning af DNA-
prgverne ville i hgj grad forbedre disse procedurers fglsomhed og specificitet.

Rutinemassige, kliniske anvendelser af DNA-prober til diagnosticering af infektigse
sygdomme ville blive betragteligt simplificeret, hvis der kunne anvendes ikke-
radioaktivt maerkede prober som beskrevet i EP 63.879 til Ward. I denne
fremgangsmade pavises biotinholdige DNA-prober ved hjaelp af chromogene
enzymer bundet til avidin eller biotinspecifikke antistoffer. Denne p3visningstype
er bekvem, men forholdsvis ufglsom. Kombinationen af specifik DNA-multiplikation
ved hjzlp af den foreliggende fremgangsmade og anvendelsen af stabilt maerkede
prober tilvejebringer den bekvemme og falsomme metode, som er pakraevet for at ggre

Falkow- og Wardprocedurerne nyttige i et rutinemaessigt klinisk opszet,
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Oligonukleotiderne ifpige den foreliggende opfindelse kan ogsa anvendes til at
frembringe tilstraekkelige maengder af DNA fra et humant enkeltkopigen, sdledes at
pavisning med en simpel, ikke-specifik DNA-farve, sdsom ethidiumbromid, kan

anvendes til frembringeise af en direkte DNA-diagnose.

Ud over til pavisning af infektisse sygdomme og patologiske abnormaliteter i
organismernes genom kan oligonukleotiderne ifelge opfindelsen ogsa anvendes til at
pdvise DNA-polymorfi, som m3ske ikke er forbundet med en patologisk tilstand.

De efterfolgende eksempler angives til illustration og har ikke til hensigt at
begfaense opfindelsen pd nogen made. I disse eksempler er alle procenter angivet
i vaegtprocenter for faste stoffer og i volumenprocenter for vasker, og alle
temperaturer er i grader Celcius med mindre andet angives.

Eksempel 1
En 25-basepar fang sekvens med nukletidsekvensen

5'CCTGGGCACCGTCACCCTGGATGCT 3'
3'GGAGGGGTGGCAGTGGGACCTACGA 5'

indeholdt i et 47 basepar langt Fokl-restriktionsfragment af pBR322, som var
opndet fra ATCC, blev fremstillet som folger. En Fokl-fordgjeise af pBR322
indeholdende det 47 bp lange fragment blev fremstillet ved at fordgje pBR322 med
Fokl i overensstemmelse med de betingelser, der foresids af leveréndprén, New
England Biolabs Inc. De anvendte primere var 5' d(CCTCGGCACCG) 3' og 5' d(AGC-
ATCCAGGGTG) 3', og de blev fremstillet ved at anvende traditionelle metoder.
Folgende bestanddele blev tilsat til 33 pul puffer, som var sammensat af 25 mM
kaliumphosphat, 10 mM magnesiumchiorid og 100 mM natriumchlorid ved pH 7,5:
2433 pmol af hver af de ovenfor beskrevne primere, 2,4 pmol af det Fokl-
fordgjede pBR322, 12 nmol dATP, 22 nmol dCTP, 19 nmol dGTP og 10 nmol TTP.

Blandingen blev opvarmet til 85°C i 5 minutter og fik lov at afkegle til
omgivelsestemperatur. Der blev tilsat 5 enheder Klenow fragment fra E.coli DNA
polymerase I, og temperaturen blev holdt i 15 minutter. Efter denne tid blev
blandingen igen opvarmet til 85°C i 5 minutter og fik lov til at afkele. Der blev
igen tilsat 5 enheder Klenow-fragment, og reaktionen fik lov at forlgbe i 15
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minutter. Trinnene med opvarmning, afkgling og syntese blev gentaget endnu 11
gange.

Efter den sidste gentageise blev en 5 pl delprgve udtaget fra reaktions-
blandingen. Denne blev opvarmet til 85°C i 3 minutter og fik lov at afkgle til
omgivelsestemperatur. 12,5 pmol a-P*?*-deoxycytidintriphosphat og 5 enheder
Klenow-fragment blev tilsat, og reaktionen fik lov at forlgbe i 15 minutter. De
maerkede produkter blev undersggt ved polyacrylamidgelelektroforese. Fokl-
fordgjeisen blev mzerket pa lignende méde og tjente som en kontrol og molekyl-
vaegtmarkerer. Det eneste staerkt maerkede band, der var synligt efter de 13 cyklusser,
var den tilsigtede 25-basepar lange sekvens. ‘

Eksempel 2

Den snskede sekvens, der skulle multipliceres, var en 94 basepar lang sekvens
indeholdt i det humane B-globingen og straekkende sig over Mstll-stedet, der er
involveret i segicelleanami. Sekvensen har den pa figur 1 viste nukleotidsekvens.

1. Synte f primere

Felgende to oligodeoxyribonukleotidprimere blev fremstillet ved den nedenfor

beskrevhe metode:

5" CACAGGGCAGTAACG 3' Primer A

og .
5' TTTGCTTCTGACACA 3' - Primer B

Automatiseret synteseprocedure: Diethyl phosphoramiditer, der er syntetiseret
ifglge Beaucage og Caruthers (Tetrahedron Letters (1981) 22:1859-1862) blev
sekventielt kondenseret til et nukleosidderivatiseret glasbaremateriale med styret
porestgrrelse under anvendelse af en Biosearch SAM-1. Proceduren inkluderede
detritylering med trichloreddikesyre i dichlormethan, kondensation under anven-
delse af benzotriazol som aktiverende protondonor og afdakning (eng: capping)
med eddikesyreanhydrid og dimethylaminopyridin i tetrahydrafuran og pyridin.
Cyklustid var ca. 30 minutter. Udbytte ved hvert trin var stort set kvantitativt
0g blev bestemt ved opsamling og spektroskopisk undersggelse af den

dimethoxytritylalkohol, der blev frigjort under detrityleringen,
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Fjernelse af oligodeoxyribonukleotidbeskyttelse og oprensningsprocedure: Det faste
baremateriale blev fjernet fra sgjlen og udsat for 1 m! koncentreret ammonium-
hydroxid ved stuetemperatur i 4 timer i et lukket glas. Barematerialet blev derefter
fjernet ved filtrering, og oplgsningen, der indeholdt det delvis beskyttede
oligodeoxynukleotid, blev opvarmet til 55°C i S timer. Ammoniak blev fjernet, og
resten blev pdsat en praparativ polyacrylamidgel. Der blev udfert etektroforese
ved 30 volt/cm i 90 minutter, hvorefter bandet, der indeholdt produktet, blev
identificeret ved UV-skygning af en fluorescensplade. Badndet blev udskaret og
eluéret med 1 mi destilleret vand natten over ved 4°C. Denne oplgsning blev
pasat en Altech RP18 sgjle og elueret med en 7-13% gradient af acetonitril i 1% ammo-
niumacetatpuffer ved pH 6,0. Elueringen blev méit ved UV-absorption ved 260
nm, og den hensigtsmassige fraktion blev opsamlet, kvantificeret ved UV-
absorbans i et fastlagt volumen og inddampet til tgrhed ved stuetemperatur i en

vakuumcentrifuge,

Karaktérisering af oligodeoxyribonukleotider: Testprgver af de oprensede
otigonukleotider blev 32P-maerket med polynukieotidkinase og y->?P-ATP. De mearkede
forbindelser btev undersggt ved autoradiografi af 14-20% polyacrylamidgeler efter
elektroforese i 45 minutter ved 50 volt/cm. Denne procedure verificerede
molekylvaegten. Basesammensatningen blev bestemt ved fordgjelse af oligodeoxyribo-
nukleotidet til nukleosider under anvendelse af gift-diesterase og bakteriel, alkalisk
phosphatase og efterfglgende separation og kvantificering af de afledte
nukleosider under anvendelse af en HPLC-sgjle med omvendt fase og en mobil fase af

10% acetonitril, 1% ammoniumacetat.
II. DNA-kilde.

ion af hel man vild
Human, genomisk DNA, der er homozygotisk for normal g-globin, blev ekstraheret fra
cellelinien Molt4 (opndaet fra Human Genetic Mutant Cell Repository og
identificeret. som GM2219c) under anvendeise af teknikken beskrevet af Stetler
et al., Proc.Natl.Acad.Sci. (1982), 79:5966-5970.

B. Konstruktion af kionede globingener

Et 1,9 kb langt BamH!-fragment af det normale P-globingen isoleredes fra cosmidet
pFC11 og indsattes i BamHI-restriktionsstedet af pBR328 {(Soberon et al., Gene
(1980) 9:287-305). Dette fragment, som omfatter det omrdde, som hybridiserer til den
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syntetiske 40-mer probe, inkluderer den fgrste og den anden exon, den forste
intron og de 5'-flankerende sekvenser af genet (Lawn et al., Cell {1978),
15:1157-1174). Denne klon betegnedes pBR328:HbA og blev deponeret under ATCC
nr. 39.698 25.maj 1984.

Det tilsvarende 1,9 kb lange BamHi-fragment af seglcelleallelet af B-globin
isoleredes fra cosmidet pFC12 og klonedes som ovenfor beskrevet. Denne klon
blev betegnet pBR328:HbS og deponeredes under ATCC nr. 39.699 25. maj,
1984,

Hver rekombinantplasmid blev transformeret ind i og opformeret i E.coli MM294
(ATCC nr. 39.607).

C. Fordgijeise af klonede giobingener med Mstli

lalt 100 ug af hver af pBR328:HbA og pBR328:HbS blev individuelt fordgjet med 20
enheder Mstll (New England Biolabs) i 16 timer ved 37°C i 200 ul 150 mM NaCl, 12 mM
Tris HCI (pH 7,5), 12 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol {DTT) og 100 pg/ml
bovinserumalbumin (BSA). Produkterne blev betegnet pBR328:HbA/Mstll
henholdsvis pBR328: HbS/Mstll .

III. Polymerasekaedereaktion

Til 100l buffer bestdende af 60 rﬁM natriumacetat, 30 mM Trisacetat og 10 mM
magnesiumacetat ved pH 8,0 tilsattes 2 pl af en oplgsning indeholdende 100 picomol
Primer A (med sekvensen d(CACAGGGCACTAACG)), 100 picomol af Primer B (med
sekvensen d(TTTGCTTCTGACACA)) og 1000 picomol af hver af dATP, dCTP,
dGTP og TTP. Desuden tilsattes en af felgende ovenfor beskrevne DNA-kilder:

10 pg hel, human, vildtype DNA (reaktion I )
0,1 picomol pBR328:HbA (reaktion II),

0,1 picomol pB R328: HbS (reaktion III).

0,1 picomol pBR328:HbA/MstII (reaktion IV).
0,1 picomol pBR328:HbS/MstII (reaktion V).
Intet m3l-DNA (reaktion VI)

Hver af de fremkomne oplasninger blev opvarmet til 100°C i 4 minutter og fik lov
at afkgle til stuetemperatur i 2 minutter, hvorefter 1 ul indeholdende 4 enheder

Klenow-fragment af E.coli DNA polymerase tilsattes. Hver reaktion fik lov at
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forlabe i 10 minutter, hvorefter cyklussen med tilsaetning af primere, nukleotider
og DNA, opvarmning, afkgling, tilsaetning af polymerase og omszaetning blev gentaget 19
gange for reaktion I og 4 gange for reaktionerne [I-VI.

4 mikroliter delprpver af reaktionerne I og 11, der var fjernet fgr den fgrste
cyklus og efter den sidste cyklus af hver reaktion, blev pdsat en 12%
polyacrylamidgel 0,089 M i Tris-borat-buffer ved pH 8,3 0og 2,5 mM i EDTA. Gelen
blev elektroforesebehandlet ved 25 volt/cm i 4 timer, blev overfart til en
nylonmembran, der tjente som fast-fase-baeremateriale og probebehandlet med et
syntetisk 5'->*P-maerket 40 bp langt fragment, der var fremstiliet ved
standardteknik, med sekvensen:

5'd(TCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAG)3!

i 30% formamid, 3 x SSPE, 5 x Denhardt's, 5% natriumdodecyisulfat ved pH 7,4. Figur
2 er et autoradiogram af den probebehandlede nylonmembran for reaktionerne I og
II. Bane 1 er 0,1 picomol af en 58 bp lang syntetisk fragmentkontrol, hvor 1 streng
er komplementeer til den ovennavnte probe. Bane 2 er 4 ul reaktion I forud for
den forste multiplikationscyklius. Bane 3 er 4 ul reaktion I efter den 20.
multiplikationscyklus. Bane 4 er 4 ul reaktion II efter fem multiplikations-
cyklusser. Bane 5 er en molekylvaegtstandard, der best3r af en Fokl (New England
Biolabs) fordgjelse af pBR322 (New England Biolabs) maerket med a->?P-dNTP'er og
polymerase. Bane 3 viser, at efter 20 cyklusser indeholdt reaktionsblanding 1 en stor
mangde af den specifikke sekvens med den rigtige molekylvaegt og ingen andre paviselige
produkter. Reaktionsblanding II indeholdt efter 5 cyklusser ogs3 dette produkt, sivel som
udgangsnukleinsyren og andre produkter, som vist ved bane 4.

Til 5,0‘}1| delprpve af reaktionerne 11-VI tilsattes efter den 4. cyklus S pmol af hver af de
ovenfor beskrevne primere. Oplgsningerne blev opvarmet til 100°C i 4 minutter og fik
lov at akvilibrere til stuetempeatur. Der tilsattes 3 pmol af hver af a-3?P-dATP, a-32P-
dCTP, a-*?P-dGTP, a-32P-dTTP og 4 enheder Kienow-fragment. Reaktionen fik i et
slutvolumen p3 10 ul og ved de ovenfor angivne saltkoncentrationer lov at forlgbe i 10
minutter. Polymeraseaktiviteten blev afsluttet ved opvarmning i 20 minutter ved 60" C. 4 pl
delpraver af reaktionerne II-VI blev ladet p3 en 12% polyacrylamidge! 0,089 M i Tris-
borat-buffer ved pH 8,3 0og 2,5 mM i EDTA. Gelen blev elektroforesebehandlet ved
25 volt/cm i 4 timer, hvorefter autoradiografi blev udfort.
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Figur 3 er et autoradiogram af elektroforesen. Bane 1 er en molekylvaegtstandard, bane 2 er
reaktion I, bane 3 er reaktion III, bane 4 er reaktion IV og bane 5 er reaktion V. En anden
bane for reaktion VI som kontrol og uden tilsat DNA havde ingen markeringer i nogen af
banerne. Det kan ses ud fra tegningen, at det 94 bp lange fragment, som var
forudsagt ud fra mal-DNA, kun var til stede, hvor intakt B-globin-DNA-sekvenser var
tilgaengelige for multiplicering, dvs. pBR328: HbA (bane 2), pBR328: HbS (bane 3) og
PBR328:HbS/Mstll (bane 5). Mstll-fordgjelse skaerer pBR328:HbA i den 94-mere sekvens, og

. ger den derved ude af stand til at blive multipliceret, og det 94-mere band viser sig ikke i bane

4. I modsatning hertil udskeaeres den 94-mere sekvens i pBR328:HbS ikke, nir
plasmidet fordgjes med Mstll, og er sdledes tilgaengelig for multiplikation som vist i bane 5.

Figur 4 viser kadereaktionen for 3 cyklusser ved multiplicering af den 94 bp lange
sekvens. PCO1 og PCO2 er primere A og B. Tallene pa hojre side indicerer cyklusserne,
hvorimod tallene pa venstre side indicerer cyklustallene, i hvilke et specielt molekyle blev

frembragt.

Eksempel 3

Dette eksempel viser multiplikationen af en 110 bp lang sekvens, der spander over

det allele Mstll-genkendelsessted i det humane haemoglobingen.

lalt 1,0 mikrogram hel, human DNA, 100 picomol d(ACACAACTGTGTTCACTAGC) og
100 picomol d(CAACTTCATCCACGTTCACC), hvor primerne var blevet fremstillet
ved metoden ifgige eksempel 2, blev oplgst i 100 ul af en oplgsning, som bestod
af:

1,5 mM af hver af de fire deoxyribonukleosidtriphosphater
30 mM Trisacetatbuffer ved pH 7,9

60 mM natriumacetat

10 mM magnesiumacetat

0,25 mM dithiothreitol.

Oplgsningen opvarmedes til 100°C i 1 minut og bragtes hurtigt til 25°C i 1 minut,
hvorefter der tilsattes 2,5 enheder Kienow-fragment af DNA-polymerase.
Polymerasereaktionen fik lov at forlgbe i 2 minutter ved 25°C, hvorefter cyklussen med
opvarmning, afkeling, tilsatning af Klenow-fragment og omsaetning blev

gentaget sd ofte som pnsket.
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Med en effektivitet pa 70% ved hver cyklus resulterede 15 cyklusser i syntese af

1,4 femtomol af det gnskede 110 bp fragment af -globingenet.

Eksempel 4

Dette eksempel viser multiplikationen af en 240 bp lang sekvens, der spander over
det allele Mstll-genkendelsessted i det humane hamoglobingen. Denne sekvens
indeholder Ncol, Hinfl og Mstll restriktionsstederne.

Til 100 pl af en blanding af 60 mM natriumacetat, 30 mM Tris-
acetat og 10 mM magnesiumacetat ved pH 8,0 indeholdende 0,1 pmo!
pBR328:HbA tilsattes 2 ul oplgsning A, der indeholdt:

100 picomol d(GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG) primer.
100 picomol d(TAACCTTGATACCAACCTGCCC) primer
1000 pmotl af hver af dATP, dCTP, dGTP 0og TTP.

De to primere blev fremstillet ved metoden beskrevet i eksempe 2. Oplgsningen
blev opvarmet til 100°C i 4 minutter og fik lov at afkale i omgivelsesluft i 2 minutter,
hvorefter der tilsattes 1 ul indeholdende fire enheder Klenow fragment af E.coli DNA

polymerase. Reaktionen fik lov at forigbe i 10 minutter, hvorefter cyklussen
bestdende af tilsatning af oplgsning A, opvarmning, afkgling, tilsetning af
polymerase og reaktion blev gentaget 3 gange. Til en deiprgve pa 5,0 pl af
reaktionerne tiisattes S picomol af hver af ovennavnte oligonukteotidprimere.
Oplgsningen blev opvarmet til 100°C i 4 minutter og fik lov at indstille sig til
omgivelsestemperatur, hvorefter 3 picomol af -hver af de o-**P-meerkede.
deoxyribonukleosidtriphosphater og 4 enheder Klenow-fragment tilsattes. Reaktionen
fik i en slutvolumen pad 10 ul og ved de ovenfor givne saltkoncentrationer lov at
forlgbe i 10 minutter. Polymeraseaktiviteten biev afsiuttet ved opvarmning i 20
minutter ved 60°C. 2 ul delprover blev fordgjet med Ncol, Mstl eller Hinfl og sat pd
en 12% polyacrylamidgel 0,08? M i Tris-borat-buffer ved pH 8,3 0g 2,5 mM i
EDTA. Gelen biev elektroforesebehandlet ved 25 volt/cm i 4 timer, og auto-
radiografi blev udfert. Figur S viser autoradiogrammet af elektroforesen, hvor
bane 1 er den molekylvaegtstandard, bane 2 er uden fordgjelse med enzym (240
bp intakt), bane 3 er fordgjelse med Ncol (131 og 109 bp), bane 4 er fordgjelse med
Mstll (149 og 91 bp), og bane 5 er fordgjelse med Hinfl (144 og 96 bp). Autoradicgrammet
er i overensstemmelse med multiplikationen af den 240 bp lange sekvens.
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Eksempel 5

Dette eksempel viser anvendelsen af fremgangsmaden beskrevet heri til p3visning af

seglcelleanaemi ved sekventiel fordpjelse.

Syntese og phosphorylering af oligodeoxyribonukleotider

En meerket DNA-probe, RS06, med sekvensen
5"*CTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGG 3’

hvor * indicerer maerkningen, og en umaerket, biokerende oligomer, RS10, med
sekvensen:

3'GACAGAGGTCACCTCTTCAGACGGCAATGACGGGACACCC 5'

som har 3 basepar fejiparrede med RS06, blev syntetiseret ifelge
fremgangsmaderne, som angivet i eksempel'Z(I). Proben RS06 blev maerket ved at
kontakte 5 pmol heraf med 4 enheder T4 polynukleotidkinase (New England Biolabs)
og 50 pmol y-**P-ATP (New England Nuclear, ca. 7200 Ci/mmol) 1 et 40 pl
reaktionsvolumen indeholdende 70 mM Tris-buffer {pH 7,6), 10 MM MgCl ,, 1,5 mM
spermin og 2,5 mM dithiothreitol i 90 minutter ved 37°C. Det totale volumen blev
derefter indstillet til 100} med25mM EDTA og oprenset ifslge fremgangsmaden af
Maniatis et al., Molecular Cloning (1982), 464-465 over en 1 ml Blo Gel P-4
spindialysesojlefra BioRad zekvilibreret med Tris-EDTA (TE) puffer (10 mM Tris-
puffer, 0,1 mM EDTA, pH 8,0). Den maerkede probe blev yderligere oprenset ved
elektroforese pa en 18% polyacrylamidgel (19:1 acrylamid:BIS, BioRad) i Tris-borsyre-
EDTA (TBE) puffer (89 mM Tris, 89 mM borsyre, 2,5 mM EDTA, pH 8,3) i 500 vhr.
Efter lokalisering ved autoradiografi blev den del af gelen, der indeholdt den
merkede probe, udskaret, knust og elueret i 0,2 ml TE-puffer natten over ved
4°C. TCA-pracipitation af reaktionsproduktet indicerer, ét den specifikke aktivitet
var 4,9 Ci/mmol, og slutkoncentrationen var 20 pfnol/ml.

Den umarkede RS10 blokerende oligomer blev anvendt ved en koncentration pa 200

pmol/mi.
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Isolering_af human, genomisk DNA fra_cellelinier

Genomisk DNA med hej molekylveaegt blev isoleret fra lymfoidcellelinierne Moit4, SC-1
og GM2064 under anvendelse af i alt vaesentligt den metode, der beskrives af
Stetler et al. i PNAS (1982) 79, 5966-5970 (for Molt4) og Maniatis et al. i Molecuiar
Cloning (1982), 280-281.

Molt4 (Human Mutant Cell Repository, GM2219C) er en T-cellelinie, der er
homozygot for normal 3-globin, og SC-1, deponeret hos ATCC 19. marts 1985, er en
EBV-transformeret B-cellelinie, der er homozygot for seglcelleallelet. GM2064
(Human Mutant Cell Repository, GM2064) blev oprindeligt isoleret fra et individ, der
er homozygot med arvelig persistens af fetalhaemoglobin (HPFH) og indeholder
ingen beta- eller deltaglobingensekvenser. Alle cellelinier blev oprethoidt i RPMI-1640

med 10% fotal kalveserum.

Isolering af human, genomisk DNA fra kliniske blodprgver

En klinisk blodprove, betegnet CH12, fra en kendt segicellebaerer (AS) blev
opnaet fra Dr. Bertram Lubin fra Children's Hospital i Oakland, Californien.
Genomisk DNA blev fremstillet ud fra "buffy-coat"-fraktionen, som primaert bestar
af perifer blodlymfocytter, under anvendelse af en modifikation af den
fremgangsmade, der beskrives af Nunberg et al. i Proc.Nat.Acad.Sci. 75, 5553-5556
(1978).

Ceilerne blev resuspenderet i 5 ml Tris-EDTA-NaCl (TEN) puffer (10 mM Tris
puffer pH 8, 1 mM EDTA, 10 mM NacCl) og indstillet til 0,2 mg/ml proteinase K,
0,5% SDS, og inkuberet natten over ved 37°C. Natriumperchlorat blev derefter tilsat
til 0,7 M, og lysatet blev forsigtigt rystet i 1-2 timer ved stuetemperatur. Lysatet
blev ekstraheret med 30 ml phenol/chloraform (1:1), derefter med 30 ml chloraform
og efterfulgt af ethanol praecipitering af nukleinsyrerne. Pelleten blev resuspenderet
i 2 ml TE-puffer, og RNase A blev tilsat til 0,005 mg/mi. Efter fordgjelse i 1 time ved
37°C blev DNA'et ekstraheret en gang med et lige volumen af phenol, phenol/chloraform

.0g chloraform og blev ethanol pracipiteret. DNA'et blev resuspenderet i 0,5 ml

TE-puffer, og koncentrationen blev bestemt ved absorbtion ved 260 nm.

Polymerasekaedereaktion til selektiv multiplicering af -globinsekvenser
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To mikrogram genomisk DNA blev multipliceret i et initielt 100 ul reaktionsvolumen
indeholdende 10 mM Tris-puffer (pH 7,5), 50mM NaCl, 10 mM MgCl,, 150 pmol Primer A
med sekvensen d(CACAGGGCACTAACG) 0g 150 pmol af Primer B med sekvensen
d(CTTTGCTTCTGACACA) og blev daekket med ca. 100 pt mineralolie for at for-

hindre fordampning.

Hver DNA-prgve undergik 15 multiplikationscyklusser, hvor en cyklus bestod af
3 trin:

1) denaturering 1| et varmeblokszet ved 95°C i 2 minutter,

2) umiddelbar overfgring til et varmebloksat ved 30°C i 2 minutter for at
tillade primere og genomisk DNA at anneale,

3) tilsztning af 2 ul af en oplpsning indeholdende S enheder Klenow-
fragment af E.coli DNA-polymerase I (New England Biolabs), 1 nmol af hver af
dATP, dCTP, dGTP og TTP i en puffer, der er sammensat af 10 mM Tris {pH 7,5), 50
mM NaCl, 10 mM MgCl, og4 mM dithiothreitol. Denne forleengelsesreaktion fik

lov at forlpbe i 10 minutter ved 30°C.
Efter slutcyklussen blev reaktionen afsluttet ved opvarmning ved 95°C i 2
minutter. Mineralolien blev ekstraheret med 0,2 ml chloraform og bortkastet.

Slutreaktionsvolumenet var 130 pl.

Hybridisering/fordgjelse af multipliceret, genomisk DNA med prober oa Ddel/Hinfl

45 ul af det multiplicerede, genomiske DNA blev ethanol pracipiteret og
resuspenderet i samme volumen TE-puffer. 10 ul (indeholdende den pree-
multiplicerede aekvivalent til 154 ng genomisk DNA) blev overfgrt til et 1,5m
Micrafuge-glas og 20 pl TE-puffer til et slutvolumen p3 30 ul. Preven blev daekket
med mineralolie og denatureret ved 95°C i 10 minutter. 10 ul 0,6 M NacCl
indeholdende 0,02 pmol meerket R306-probe blev tilsat til glasset, der blev
blandet let, og glasset blev straks overfgrt til en 56°C varm varmeblok i 1 time.
Der blev tilsat 4 pl umarket RS10-blokerende oligomer (0,8 pmol), og
hybridiseringen fortsattes, i ydérligere 10 minutter ved samme temperatur. Der
tilsattes 5 pl 60 mM MgCl,/0,1% BSA og 1 ul Ddel (10 enheder, New England
Biolabs), og det reannealede DNA blev fordgjet i 30 minutter ved 56°C. Derefter
tilsattes 1 ul Hinfl (10 enheder, New England Biolabs), og blandingen
inkuberedes i yderligere 30 minutter. Reaktionen blev stoppet ved at tilseette 4

ul 75 mM EDTA og 6 ul sporfarve til et slutvolumen p3 61 ul.
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Mineralolien bilev ekstraheret med 0,2 ml chloroform og 18 ul af reaktions-
blandingen (45 ng genomisk DNA) blev sat pad en 30% polyacrylamid-minigel
(19:1, Bio Rad) i et Hoeffer SE200 apparat. Gelen blev elektroforesebehandiet
ved ca. 300 volt i. 1 time, indtil bromphenolbla-farvefronten havde vandret 3,0 cm
fra pasaetningsstedet. De gverste 1,5 cm af gelen fjernedes, og den resterende

gel blev eksponeret i 4 dage med en felsomhedsforstaerkende skeerm ved -70°C.

Diskussion af autoradiografi {fig.9}

Hver bane indeholder 45 ng multipliceret, genomisk DNA. Bane A indeholder
Moit4 DNA.; bane B, CH12; bane C, SC-1 og bane D, GM2064. Molt4 '
repraesenterer genotypen af et normalt individ med 2 kopier af A "genet pr. celle (AA),
CH12 er en klinisk prove fra en seglcellebzerer med et *- og et pS-gen pr. celle (AS),
og SC1 repraesenterer genotypen for et seglcelleindivid med to kopier af pS-genet
pr. celle (SS5). GM2064, som ikke indeholder beta- eller deltaglobinsekvenser,

er til stede som en negativ kontrol. .

Som det ses pa autoradiogrammet er den del-sbaltede, BA-specifikke octamer kun til
stede i de DNA'er, der indeholder B*-genet (baner A og B) og den Hinfl-spaltede, ps-
specifikke trimer er kun til stede i de DNA'er, der indeholder pS-genet (banerne B 69
C). Tilstedevaerelsen af bdde trimer og octamer (bane B) er diagnostisk for en
segicellebeerer og kan skelnes fra et normalt individ (bane A.) med octameren

alene og fra et seglcelleplaget individ (bane C) med trimer alene.

Gentagelsen af det ovenfor beskrevne forseg under anvendelse af ikke-multipliceret,
genomisk DNA viste til sammenligning, at multiplikationen forggede

pavisningsfalsomheden mindst 1000 gange.

Eksempel 6

Dette eksempel illustrerer direkte pavisning af et fuldstaendigt uoprenset,
enkeltgenkopi i hel, human DNA pd geler uden behov for en mzerket probe.

Under anvendelse af den i‘eksempel 3 beskrevne metode blev et 110 bp langt
fragment fra en sekvens i det farste exonomrade af betaglobingenet
multipliceret ud fra 10 mikrogram hel, human DNA efter 20 cyklusser: Dette 110
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bp fragment, der var frembragt efter 20 cyklusser, kunne let ses p3 geler, der

var farvet med ethidiumbromid.

Sekvensen multipliceredes ikke, nar det farst var skiret med restriktionsenzymet
Ddel, undtagen hvis sekvensen, som i betaglobin-S-alieles, ikke indeholdt

restriktionsstedet som enzymet genkender.

Eksempel 7

A. lait 100 fmol pBR328, der indeholdt et 1,9 kb langt indsat stykke fra det humane
beta-glgbin A aliel, 50 nmol af hver af «-*?P-dNTP ved 500 Ci/mol 0og 1 nmot af hver af
primerne, der anvendtes i eksempel 3, blev oplast i en oplgsning indeholdende 100 ul
30 mM Tris-acetat ved pH 7,9, 60 mM natriumacetat, 100 mM dithiothreitol 0og 10 mM
magnesiumacetat. Oplgsningen bragtes til 100°C i 2 minutter og afkpledes til 25°C i 1
minut. lalt 1 pt indeholdende 4,5 enheder Klenow—fragment af E.coli- DNA polymerasé I

og 0,09 enheder uorganisk pyrophosphatase tilsattes for at forhindre den mulige

- ophobning af pyrophosphat i reaktionsblandingen, og reaktionen fik lov at

forlpbe i 2 minutter ved 25°C,_hvorefter cykiussen med opvarmning, afkgling,
enzymtilszetning og reaktion blev gentaget 9 gange. 10 pl delprgver udtoges og
tilsattes til 1 ul 600 mM EDTA efter hver syntesecyklus. Hver blev analyseret p3
en 14% polyacrylamidgel i 90 mM ﬁ”ris—borat og 2,5 mM EDTA ved pH 8,3 og 2.4
volt/cm i 2,5 timer. Den feerdige gel blev opblgdet i 20 minutter i den samme puffer
med tilszetning af 0,5 pg/ml ethidiumbromid, vasket med det oprindelige puffer og
fotograferet i UV-lys under anvendelse af et rodt filter.

Det fremstiltede 110bp lange fragment blev udskaret fra gelen under ultraviolet lys, og det
inkorporerede **P m3ltes ved Cerenkovbestrling. Et forseg p3 at indpasse resultaterne i
ligningen med formen:pmdl/lo pl = 0,01 [(1+y)"-yN - 1], hvor N angiver antallet

af cyklusser og y er fraktionsudbyttet pr. cykius, var optimal med y = 0,619. Dette

indicerer, at en signifikant multiplicering opndedes.

B. Det ovenfor angivne forseg gentoges med undtagelse af, at 100 nmol af hver dNTP .
tilsattes til en 100 pl reaktion, ingen radioaktiv meaerkning blev anvendt og deiprover
blev ikke fjernet efter hver cyklus. Efter 10 cyklusser afsluttedes reaktionen ved
kogning i 2 minutter, og rehybridiseringen blev udfgrt ved 57°Ci 1 time. Sekvensen
af det 110 bp lange produkt blev bekraeftet ved at udsaette 8 pl delprover for

restriktionsanalyse ved tilsaetning af 1 pl bovinserumalbumin (25 mg/ml) og 1 ul af det
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passende restriktionsenzym (Hinfl, Mnll, MstH, Ncol) og ved omsztning ved 37°Ci 15 timer.
PAGE blev udfert som ovenfor beskrevet.

Eksempel 8

Dette eksempel illustrerer anvendelsen af forskellige primere til multiplicering af forskellige

fragmenter af pBR328 og 322.

A. Deti eksempel 7A beskrevne forseg blev gentaget med undtagelse af, at der anvendtes
folgende primere: d(TTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC) og
d(GCCTCACCACCAACTTCATCCACGTTCACC) ul fremstilling af et 130 bp langt
fragment af pBR328.

B. Det i eksempel 7A beskrevne forseg blev gentaget med undtagelse af, at der anvendtes
folgende primere: d{(GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG) og
d(TGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG) til fremstilling af et 262 bp langt fragment af pBR328.

Omsezetningstiden var 20 minutter pr. cyklus.

C. Deti eksempel 8B beskrevne forsgg blev gentaget med undtagelse af, at 100 fmo! af en
Mstli-fordejelse af pBR328 indeholdende en 1,9 kb lang indfejelse fra det humane beta-
globin 5 alliel blev anvendt som initiel template. Dette plasmid blev spaltet flere
gange med Mstll, men ikke inden i sekvensen, der skulle multipliceres. Desuden var de

anvendte primere folgende:

d(GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG) og
d(TAACCTTGATACCAACCTGCCC)

til dannelse af et 240 bp langt fragment.

D. Deti eksempel 7Bbeskrevne forseg blev gentaget med undtagelse af, at 100 fmol af en Nrul-
fordejelse af pBR328 blev anvendt som template, 200 nmol af hver dNTP blev anvendt i 100 ul

reaktion og primerne var:

d(TAGGCGTATCACGAGGCCCT) og
d(CTTCCCCATCGGTGATGTCG)
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til dannelse af et 500 bp fangt fragment fra pBR328. Omszetningstider var 20 minutter pr.
cyklus ved 37°C. Slut-rehybridisering var 15 timer ved 57°C. Elektroforese skete p3

en 4% agarosegel.

Eksempel 9

Dette eksempel illustrerer fremgangsmaden ifplge opfindelsen, hvorved der introduceres en

in vitro mutation i det multiplicerede segment.
A. lalt 100 fmol pBR322 lineariseret med Nrul, 1nmolaf hver af primerne:

d(CGCATTAAAGCTTATCGATG) og
d(TAGGCGTATCACGAGGCCCT)

udformet til frembringelse af et 75 bp langt fragment, 100 nmol af hver ANTP i 100 nt40
mM Tris ved p‘H 8, 20 MM i MgCl,, 5 mM i dithiothreitol og 5 mg/ml bovinserumalbumin blev
kombineret. Blandingen blev bragt til 100°C i 1 minut, afkelet i 0,5 minutteri et
vandbad ved 23°C, hvorefter der tilsattes 4,5 enheder Kienow-fragment og 0,09 enheder
uorganisk pyrophosphatase og reaktionen fik lov at forlgbe i 3 minutter. Cyklussen med
opvarmning, afkeling, tilszetning af enzymer og omsaetning blev gentaget 9 gange. Den 10.
omszetningscyklus blev stoppet ved nedfrysning og en 8 pl delprave af »
reaktionsblandingen blev sat p@ en 4% agarosegel visualiseret med ethidiumbromid.

B. Det i eksernpel SAbeskrevne forspg blev gentaget med undtagelse af, at de anvendte

oligonukleotidprimere var:

d(CGCATTAAAGCTTATCGATG) og
d(AATTAATACGACTCACTATAGGGAGATAGGCGTATCACGAGGCCCT).

Disse primere er udformet til at producere et 101 bp langt fragment, hvoraf 26 nukleotider (i
den primer, der er angivet som nummer to), ikke er til stede i pBR322. Disse nukleotider
representerer sekvensen i T7-promotoren, som blev tilfgjet til den 75 bp lange
sekvens fra pBR322 ved at anvende primeren med 20 komplementzere baser 0g en 26 base lang
5'-forleengelse. Proceduren kreevede mindre end 2 timer, og der frembragtes 2 picomol
relativt rent 101 bp lange fragment fra 100 fmol pBR322.

T7-promotoren kan anvendes til at initiere RNA-transkription. T7-polymerase kan tilszettes til

det 101 bp lange fragment til frembringelse af enkeltstrenget RNA.
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C. Det i eksempel 8Dbeskrevne forspg blev gentaget medundtagelse af, at de anvendte

oligonukieotidprimere var som folger:

d(TAGGCGTATCACGAGGCCCT) og
d(CCAGCAAGACGTAGCCCAGC)

til frembringetise afet 1000 bp langt fragment fra pBR322.

D. Det i eksempel 9C beskrevne forseg blev gentaget med undtagelse af, at de anvendte
oligonukieotidprimere var som folger:

d(TAGGCGTATCACGAGGCCCT) og
d(AATTAATACGACTCACTATAGGGAGATAGGCGTATCACGAGGCCCT)

for saledes at frembringe et 1026 bp Iangf fragment, hvoraf 26 nukleotider (i den primer, der
er angivet som nummer to) ikke er til stede i pBR322 og reprasenterer den ovenfor
beskrevne T7-promotor. Promotoren er blevet indfgjet naboliggende til et 1000 bp langt
fragment fra pBR322.

Resultaterne indicerer, at en primer, som ikke er en perfekt parring til templatesekvensen,
men som ikke desto mindre er i stand til at hybridisere tiistraekkeligt til ét blive enzymatisk
forlaenget, producerer et langt produkt, som snarere indeholder sekvensen af primeren end
den tilsvarende sekvens af den oprindelige template. Det lange produkt tjener som template
for den anden primer til introducering af en in vitro mutation. Denne mutation multibliceres i
yderligere cyklusser med en uformindsket effektivitet, fordi ingen yderligere fejlparrede
priminger kreeves. I dette tilfeelde blev en primer, som barer en ikke-komplementaer
forleengelse pa dets 5'-ende anvendt til indfejelse af en ny sekvens i produktet,
der er naboliggende til templatesekvensen, der kopieres. |

E. Fordi reaktionen med polymerase udvikler pyrophosphat og er teoretisk reversibel
(Kornberg; A., DNA Replication, W.H.Freeman, San Francisco, 1980) blev effekten af
at tilszette en vorganisk pyrophosphatase for at undga potentiel pyrophosphorolyse af
produktet underspgt. Kvalitativ polyacrylamidgelelektroforeseunderspgelse af reaktioner
plus og minus pyrophosphatase viste en mindre, men signifikant forggelse i produktets

homogenitet som et resultat af at tilszette dette enzym.

Eksempel 10
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Dette eksempel illustrerer anvendelsen af indskudte seet o primere for at nedsaette baggrunden

i multiplikationen af enkeltkopigener.

Hel, human DNA, som er homozygotisk for vildtype p-globinatlelet, blev udsat for 20
multiplikationscyklusser pé folgende made: lalt 10 1ng DNA, 200 pmol af hver af primerne:

d(ACACAACTGTGTTCACTAGC) og
d{CAACTTCATCCACGTTCACC)

0g 100 nmol af hver dNTP i 100 ul af 30 mM Tris-acetat pH 7,9, 60 mM natriumacetat,
10 mM dithiothreitol og 10 mM magnesiumacetat blev opvarmet til 100°C i 1 minut, afkglet
til 25°C i 1 minut og behandlet med 2 enhedér Klenow-fragment i 2 minutter. Cyklussen med
opvarmning, afkeling og tilszetning af Klenow-fragment blev gentaget 1§ gange. En delprove
pa 10 ul blev fjernet fra reaktionsblandingen og udsat for yderligere 10 multiplikations-

cyklusser under anvendelse af hver af primerne:

d{CAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTG) og
d(CCCCACAGGGCAGTA ACGGCAGACTTCTCC),

som multiplicerer et 58 bp langt fragment indehoidt i det ovenfor fremstillede 100 bp
lange fragment. Disse sidste 10 muitiplikationscyklusser biev udfart ved at fortynde
10 nl delproven i 90 pl frisk Tris-acetatpuffer beskrevet ovenfor indeholdende 100 nmol af
hver dNTP og 200 pmol af hver primer. Reaktionsbetingelserne var som ovenfor
anfort. Efter 10 cyklusser blev en 10 p! delprove (svarende til 100 ng af det bprindelige
DNA) pasat en 6% NuSieve (FMC Corp.) agarosegel og blev visualiseret under anvendelse af
ethidiumbromid.

Figur 10 illustrerer denne gel belyst med UV-lys og fotograferet gennem et redt filter,
hvilket er kendt inden for fagomradet. Bane 1 er molekylvaegtsmarkgrer. Bane 2 er en
delprove af den ovenfor beskrevne reaktionsblanding. Bane 3 er en delprgve identisk
med den ovenfor beskrevne med undtagelse af, at det oprindelige vildtype-DNA blev spaltet
med Ddel forud for multiplikationen. Bane 4 er en delprave af en reaktion identisk med den
ovenfor beskrevne med undtagelse af, at human DNA, som er homozygot for
seglcellebetaglobinalielet blev behandiet med Ddel forud for multiplikation (seglcellealielet
indeholder ikke et Ddel-restriktionssted i det fragment, som multipliceres her). Bane S er en
delpraove af en reaktion identisk med den ovenfor beskrevne med undtagelse af, at
laksesperm-DNA blev anvendt i stedet for human DNA. Bane 6 er en delprove af en reaktion

identisk med den ovenfor beskrevne med undtagelse af, at delproven blev behandlet med Ddel
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efter multiplikation {Dde! skulle omdanne det 58 bp lange vildtypeprodukt til 27 og 31 bp
lange fragmenter). Bane 7 er en delprove af materialet fra bane 4 behandlet med Dde! efter
multiplikation (det 58 bp lange seglcelleprodukt indeholder intet Ddel-genkendelsessted).

Pvisning af et 58 bp langt fragment, som er reprasentativt for et enkeltkopigen
fra 1 mikrogram human DNA under anvendelse af udelukkende
ethidiumbromidfarvning af en agarosegel kraever en multiplikation pa ca. 500.000
gange. Dette blev opndet ved at anvende de to indskudte szt af
oligonukleotidprimere, som er beskrevet her. Det forste set multiplicerer det 110
bp lange fragment, og det i det indre indskudte szt multiplicerer et subfragment
af dette produkt op til et niveau, som er hensigtsmaessigt til pavisning, som vist pa
figur 10. Denne fremgangsmade med at anvende primere, som multiplicerer en lille
sekvens indeholdt i den sekvens, som er multipliceret i den tidligere
multiplikationsproces, og som er indeholdt i forlaengelsesprodukter af de andre
primere, gar det muligt at skelne mellem vildtypen og seglcelleallelet ved B-
globinlocusset uden at ty til hverken radicisotopiske eller andre besvaerlige
metoder, sdsom beskrevet af Cohner et al., PNAS (USA), 80:278 (1983) og Leary
et al., PNAS (USA), 80:4045 (1983).

Eksempel 11

Det forventes, at den foreliggende fremgangsmade er nyttig til i en patient DNA-
prove at pavise en specifik sekvens associeret med en infektigs sygdom, sdsom
f.eks. Chlamydia, under anvendelse af en biotinyleret hybridiseringsprobe, som
spander over den gnskede, multiplicerede sekvens og under an'vendelse af den i
beskrivelsen til US patent nr.' 4.358.535, se ovenfor, beskrevne frémgang.sm.éde.
Den biotinylerede hybridiseringsp'robe kan fremstilles ved interkelering og
bestrdling af et delvis dobbeltstrenget DNA med en 4'-methylensubstitueret 4,5'-
8-trimethyipsoralen knyttet til biotin via en afstandsarm med formlen:

R ?“
- Ll(CH2)2—0-[(CHz)x01y-CHZCHZ-N-

hvor R betegner -H eller en -CHO-gruppe, R" betegner -H, x er et tal pa fra 1 til
4, og y er et tal pa fra 2 til 4, som beskrevet i EP 156.287. Pavisning af biotinylgrupper pa
proben kan opnds ved at anvende et streptavidin - sur phosphatase - kompleks, som
kan opnds kommercielt fra Enzo Biochemical under anvendelse af de pavisnings-
metoder, som foreslds af leveranderen i dennes brochure. Den hybridiserede prove

ses som en plet af udfeldet farve pa grund af bindingen pa pavisningskomplekset
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0g den efterfglgende reaktion katalyseret af sur phosphatase, hvilket frembringer en
udfaeldelig farve.

Cellelinien SC-l (CTCC nr. 0082) blev deponeret 19. marts 1985 hos American Type
Culture Collection (ATCC) 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852 USA med
ATCC deponeringsnummer CRL nr. 8756.

Opsummerende ang3r den foreliggende opfindelse oligonukleotider {(primere) der
tiltader eksponentiel multiptikation ved polymerase-kadereaktion af en eller flere
specifikke nukleinsyresekvenser og vedhaftning af en promotorsekvens, hvorved
primerforlengelsesprodukter frembringes, som efterfelgende kan fungere som
templater for yderligere primerforlzengelsesreaktioner. Oligonukleotiderne er isaer

anvendelig til pavisning af nukleinsyresekvenser, som i begyndelsen kun er til stede i

o
meget sma maengder.
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PATENTKRAV

1. Et ferste og et andet enkeltstrenget oligonukleotid, der tillader eksponentiel
multiplikation ved polymerase-keedereaktion af en specifik nukleinsyresekvens indeholdt i
en enkeltstrenget eller dobbeltstrenget nukleinsyre, eller i en blanding af sddanne nuklein-
syrer,

kendetegnet ved, at

(a) det forste enkeltstrengede oligonukleotid er i det vaesentlige komplementaert til
den enkeltstrengede nukleinsyre eller til den ene streng i den dobbeltstrengede
nukleinsyre;

(b) det andet enkeltstrengede oligonukleotid er i det vaesentiige kompiementaert til
et komplement af den enkeltstrengede nukleinsyre eller til den anden streng i
den dobbeltstrengede nukleinsyre;

{c) det ene af de enkeltstrengede oligonukieotider yderligere indeholder en
sekvens, som er ikke-komplementaer til nukleinsyren, hvilken sekvens er en
promotorsekvens; og

(d) de dele af oligonukleotiderne, der er i det vaesentlige komplementzere,
afgreenser enderne af den specifikke nukleinsyresekvens, der skal

muitipliceres.

2. Oligonukleotider ifglge krav 1,

kendetegnet ved, at promotoren er T7-promotoren.

3. Oligonukieotider ifalge krav 1 eiler 2,
kendetegnet ved, at den specifikke nukleinsyresekvens er indeholdt i en sterre

sekvens.

4. Oligonukieotider ifgige et hvilket som helst af krav 1-3,
kendetegnet ved, at nukleinsyren er DNA eller RNA, herunder mRNA, hvilket DNA
eller RNA er enkelt- eller dobbeltstrenget eller er en DNA-RNA-hybrid.

5. Oligonukleotider ifglge et hvilket som helst af krav 1-4,
kendetegnet ved, at nukleinsyren er genomisk DNA.

6. Oligonukleotider ifaige et hvilket som helst af krav 1-5,
kendetegnet ved, at de dele af oligonukleotiderne, der er i det vasentlige

komplementare, indeholder fra mindst ca. 7 til 25 nukleotider.
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7. Anvendelse af oligonukleotiderne ifglge et hvilket som helst af krav 1-6 til eksponentiel
multiplicering ved polymerase-kadereaktion af en specifik nukleinsyresekvens indeholdt i

en enkelt- eller dobbeltstrenget nukieinsyre eller i en blanding af sadanne nukleinsyrer.

8. Anvendelse ifglge krav 7 til at muliggere multiplikation, detektering og/eller karak-

terisering af specifikke nukleinsyresekvenser, der er associeret med infektiose sygdomme,
sdsom de der forSrsages af bakterier, vira og protozoparasitter; genetiske lidelser, s3som
de der fordrsages af specifikke deletioner og/eller mutationer i genomisk DNA; eller cellu-

leere lidelser, s3som cancer.

9. Anvendelse ifplge krav 7 til at muliggere RNA-transkription.
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FIG.1

Dobbeltstrenget 94 bp lang sekvens

TTTGC TTCTGACACA ACTGTGTTCA CTAGCAACCT —
AAACG AAGACTGTGT TGACACAAGT GATCGTTGGA

CAAACAGACA
GTTTGTCTGT

CTGCCGTTAC
GACGGCAATG

Ncol Hinfl MstlIl
Vv LV V
CCATGGTGCA CCTGACTCCT GAGGAGAAGT —»
GGTACCACGT GGACTGAGGA CICCTCTTCA

Allel basepar
DNA-polymorfi

TGCCCTG TG
ACGGGACAC
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FIG.S
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FIG.6

g3 CATGG TGCACC TGAC TCC TG TGGAGAAG TC TGCCG TTAC TGCCC TG TGGGGCAAGG TGAA
GTACCACGTGGAC TGAGGACACCTC TTCAGACGGCAATGACGGGACACCCCGTTCCACTT

* Markerer mutationen (A til T) i seglcellegenet, hvilket
bryder DdeI-stedet
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GACTCCTGAG
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ﬁA

C TGAGGACTC

*—~GACTCCTGAG

denaturering
annealing til probe.

probe

C TGAGGACTC

(8-mer) *—GACTCC

CTGAGGACT

*—GACTCC
CTGAGGACT

* er merkning

TGAG

e i

spaltning med Ddel

C

spaltning med HinfI

TGAG
C
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FIG.8
GACTCCTGTG -
C TGAGGACAC —pS
denaturering
annealing til probe
A
*—~GACTCCTG G probe
CTGAGGAC C
A
spaltning med DdeI
A
*——GACTCCTG G
' CTGAGGAC C
A
‘spaltning med HinfI
A
(3-mer) *—gG ACTCCTG G———rreo—o
CTGA GGAC C
A

* er markning
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