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64 Méthode pour Iidentification d"acides nucléiques.

La présente inventioni est relative & une méthode pour
identification d'acides nucléiques.

Cette méthode est caractérisée en ce qu'on utilise au moins
deux sondes qui sont dans la méme phase en solution dans
une méthode d'hybridation, la sonde de détection étant mar-
quée avec une substance de marquage détectable et un
membre d’une paire d'affinitdé étant attaché & la sonde de
capture, et qu'on isole I'hybride sonde de capture - acide
nucléique cible - sonde de détection formé dans la réaction
d'hybridation au moyen de |'autre membre de la paire d'affinité.

Application aux méthodes d'hybridation.
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La présente invention est relative & une méthode
pour l'identification d'acides nucléiques au moyen d'une
hybridation en solution. La méthode conforme 3 la présente
invention est caractérisée par l'utilisation d'au mcins deux
sondes dans la réaction d'hybridation. Une marque ecst fixée
a la sonde de détection et & l'autre sonde, la sonde dite de
capture, est fixé un composant ayant une affinité pcir un
autre composant, au moyen duquel 1'hybride sonde de capture :
acide nucléique cible : sonde de détection résultant de
1'hybridation peut étre séparé des autres composants présents
dans le mélange a'hybridation.

Diverses méthodes d'hybridation ont été mises en
oeuvre pour lfidentification dfacides nucléiques. On peut ci-
ter par exemple, les méthodes d'hybridation directe et les
méthodes d'hybridation sandwich. Dans des méthodes d'hybrida-
tion directe, le spécimen d'acide nﬁcléique est soit en solu-
tion, soit fixé & un support solide. L'acide nucléique a iden-
tifier est mis en évidence & 1'aide d'une sonde marquée. Dans
des méthodes d'hybridation sandwich (US 4 486 539), on utilise
deux sondes séparées au moyen desquelles 1l'acide nucléique a
identifier est mis en évidence dans la solution d*échantillon.
La sonde de détection est marquée avec une substance de mar-
qﬁage et 1l'autre sonde est fixée au support.solide.

On a mis au point une nouvelle méthode & hybrida-
tion dans laquelle deux sondes différentes sont utilisées et
ces deux—sondes_sont dans la phase en solution. Comme l'acide
nucléique cible participant & l'hybridation et les deux sondes
sont dans la m&me phase en solution, la réaction d'hybrida-
tion est considérablement plus rapide que dans une hybrida-
tion sandwich, dans laquelle une sonde est fixée & un support
sclide. Dans la méthode conforme a la présente invention, une
durée d'incubation d‘une heure est suffisante. Dans 1l'hybri-
dation sandwich & une seule étape (US 4 486 539) on n'obtient
pas une hybridation suffisante en moins de 12 heures. Lors-

qu'on effectue une hybridation sandwich & deux étapes (Dunn
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2
& Hassel, Cell. Vol. 12 pp. 23~36, 1977), il faut une durée
d'hybridation d'au moins 24 heures.
On emploie avantageusement au moins deux sondes
dans la méthode conforme & la présente invention. Les sondes
sont des fragments d'acide nucléique suffisamment homologues

de l'acide nucléique cible. Il est avantageux mais pas néces-

saire, que les sondes soient homologues de sites situés rela-

tivement preés les uns des autres dans 1l'acide nucléique 3
identifier. Les sondes ne doivent pas se recouvrir les unes
les autres.

Les sondes peuvent étre préparées par synthése,
semi-synthése, par des technique d'ADN recombinant ou a par-
tir d'acides nucléiques directement isolés a partir de la
nature. Des sondes sont aussi disponibles industriellement en
provenance de plusieurs sources. Une sonde peut &tre lide &
un vecteur convenable. Elle peut contenir des parties de vec-
teur ou &tre compléfement dépourvue de celles-ci.

La sonde de détection est marquée avec un agent
de marquage convenable. On peut utiliser & ce propos, divers
isotopes radioactifs ou composés marqués radioactivement. La
substance de marquage peut étre fluorescente, luminescente,
émettre de la lumidre, &tre mise en évidence par voie enzyma-
tique ou immunologique, etc... On peut citer par exemple,
des marques & base de biotine et d'avidine ou de streptavi-
dine, des chélates de lanthanides, des composés de ferritine
et d'héme et des hapténes pouvant &tre mis en évidence par
voie immunologique, comme des dérivés d'acétoxyacétylfluoréne
(WO 8302286). On peut aussi procéder & 1'identification par
l'intermédiaire de protéines. La méthode conforme & la pré-
sente invention ne dépend pas du marquage utilisé. Toutes
les substances de marquage bien connues, convenables pour -
1'hybridation d'acide nucléique ou celles qui seront ultérieu-
rement mises au point, peuvent étre librement appliquées dans
cette méthode.

On attache a l'autre sonde, la sonde dite de cap-
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3
ture, un composant ayant une affinité pour un autre composant.
Des paires d'affinité convenables comprennent par exemple,
la biotine-avidine ou streptavidine, des dérivés de metaux
lourds - des groupes thio, divers homopolynucleotldes,'comme
pely dG - po1y dc, poly da -~ poly dT, et poly dA - poly U..
D'autres paires d'affinité peuvent aussi étre utilisées a
condition gue les composants aient une affinité suffisamment
forte 1'un pour l'autre. On trouve des paires d'afflnlte con-
venables parmi des ligands et des conjuguats utlllses dans
des méthodes immunologiques.

Avant d'effectuer la reactlon d'hybrldatlon, on
traite le spe01men pour gu'il libére 8 acides nuglelques,c1—
bles sous une forme a brin unique dans la solution d'hybrida-
tion. L'hybridation est réalisée dans un mélange d'hybridation
dans lequel les acides nucléiques cibles, la sonde marquée et
1a sonde de capture ont été rendus, si nécessaire, sous une
forme A brin unique. Divers tampons convenablés peuvent
Atre mis en oeuvre comme solutions d'hybridation. L'hybrida-
tion a lieu dans une gamme de température de 0 & 80°C, mais
il est avantageux de travailler a 65°C. Si la solution d'hy-
bridation contient du formamide (40 & 55 %), on peut utiliser
une température de 37°C. Une heure suffit comme durée d'hy-
bridation. ' ‘

Lorsque 1'hybridation a eu lieu, la solution est
diluée, si cela est nécessaire, pour rendre les conditions
avantageuses pour la paire d'affinité : le mélange est ensuite
mis en contact avec l'autre membre de la paire 4! affinité. Des
colonnes de chromatographie d'affinité, des filtres, des sur-
faces plastiques, et surfaces de verre, etc... peuvent étre
utilisés pour capturer 1'hybride sonde de captﬁre,: acide
nucléique cible : sonde de detectlon. -

La matiere servant de support de 1a colonne d'af—
finité peut é&tre par exemple une cellulose, un latex, un

- polyacrylamide, un dextrane ou de 1’ agarose. Ces matiéres.

peuvent aussi étre utilisées en suspenSLOns dans un tube &
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essais; 11 est aussi avantageux d'employer'aes tubes a éssais
sur la surface intérieure desquels est fixé 1'autre composant
de la paire dtaffinité. Qu'il soit possible de fixer sur cette
matiére, un composant ayant une affinité pour le compésant
attaché & la sonde de capture, constitue une'condition,préa*i
lable pour la matiére choisie. , '

Si le spécimen contient 1'acide nucléique & iden-

tifier, 1'hybridation fournira un hybride sonde de capture :

"acide nucléique cible : sonde de détection. Cet hybride

‘adhére au support pendant le fractionnement. La suﬁstance de

marquage derla fraction collant au support peut &tre mesurée
par des méthodes classiqués, directement 2 partir du support
ou’aprés'élutiOn;‘é partir de la solution éluée. -

On peut aussi mettre en oeuvre d'autres Systémes,
par exemple une extraction de phase 2 champs magnétiques &
la place de la chromatographie d'affinité dans le fractionne-
ment. _ ' 7

La méthode conforme & la présente invention est
décrite plus en détail-dans,les exemples suivants. La méthode
de la présente invention ne dépend pas des fragments d'acide
nucléique utilisés dans les exemples. )

Outre les dispositions qui précédeht, 1tinvention
comprend encore d'aufiés dispositions, qui ressortiront de la
description qui va suivre. ' ' 7

E'inventioh sera mieux comprise & 1'aide du com-
plément de description qui va suivre, qui se référe 3 des
exemples de mise en ceuvre du procédé objet de la présente
invention. ' '

I1 doit &tre bien entendu, toutefois, que ces
exemples de mise en oeuvre sont donnés uniquement & titre
d'illustration de l'objet de 1'invention, dont ils ne consti-
tuent en aucune mani®re une limitation.

EXEMPLE 1 | | o

Identification de 1'ADN d'adénovirus provenant
d'un iysat de cellules par l'acide d'homopolynucléotides.
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La sonde de détection utilisée était le phage
recombinant mKTH 1206 marqué par 1'1251, gui contient un
fragment Bgl II du génome de 1l'adénovirus des positions 42-
45,3 % sur la carte génétique du type 2 d'adénovirus. Le pha-
ge recombinant a été déposé dans la collection de cultures
Deutsche Sammlung wvon Mikfo—Organismen sous le numéro DSM
2827. Son activité spécifique est de 7 x 107 cpm/mg d'ADN. La
sonde est davantage décrite par Ranki et Coll. 1983, Gene 21,
77 - 85. .

La sonde de capture utilisée était le plasmide
recombinant pKTH 1202, qui a été déposé dans la Collection
de Cultures Deutsche Sammlung von Mikroorganismen sous le
numéro DSM 2824 et comprend un fragment BamHI D 4°'adénovirus
(position sur la carte : 29-42 %), cloné dans le plasmide
pBR 322. Le plasmide recombinant pKTH 1202 (DSM 2824) a été
coupé & l'aide de l'enzyme de restriction Hae III et une
queue poly-A a été liée aux extrémités 3' des fragments avec
une enzyme tranférase terminale. La longueur de la queue a
été mesuréde par incorporation de 3H-A. La longueur était
en moyenne d'environ 70 résidus A. On a dénaturé la sonde de
capture en la portant & ébullition avant de l'utiliser. L'é&-
chantillon utilisé consistait en cellules A-549% infectées
avec 1l'adénovirus. Les cellules ont été incubées pendant 21
heures aprés l'infection. Les cellules ont été collectées et
lysées avec une solution & 1 % de dodécylsulfate de sodium.
La solution contenait environ 10® cellules/ml. Sa viscosité
a été abaissée par un traitement ultrasonigue. On a utilisé
comme témoin, des cellules A-549 non-infectées et traitées de
facon identique. Avant hybridation, on a porté le spécimen a
ébullition pendant 5 minutes dans du NaOH 0,02 M, on 1l'a re-
froidi & 0°C et neutralisé avec de 1l'acide acétique.

Pour effectuer le test, on a combiné dans un tube
34 essais, une sonde de détection (500 000 cpm), 50 ng de
sonde ADN de capture et 10 ul de spécimen. On a ajusté le vo-

a2

lume & 50 Ml et la solution tampon utilisée comprenait 0,6 M
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de chlorure de sodium, 0,06 M de citrate de sodium, 0,02 M de
phosphate de sodium, (pH = 7,6) et 0,5 % de dodécylsulfate de
sodium. On a incubé le mélange pendant 1 heure & 65°C.

Aprés l'hybridation, on a refroidi la solution &
+ 20°C et on 1'a fait s'écouler lentement & travers une co-
lonne de chromatographie ayant 1 ml d'oligo dT-cellulose. La
solution ainsi recueillie a été i nouveau envoyée dans 1la
colonne. On a ensuite lavé la colonne avec 20 ml d'une solu-
tion qui contenait 0,15 M de chlorure de sodium, 0,015 M de
phosphate de sodium (pH = 7,6) et 0,5 % de dodécylsulfate de
sodium. On a enfin détaché 1'ADN fixé en utilisant 1 ml de
NaOH 0,02 M. On a récupéré cette solution et déterminé sa
radioactivité.

Résultat : Activité de 1'12571 (cpm)

Acide nucléique cible :
" cellules infectées

5230 325

Cellules du témoin

EXEMPLE 2
Identification de 1'ADN de Chlamydia trachomatis & 1'aide de

biotine-streptavidine

La sonde de détection utilisée était le phage re-
combinant mKTH 1245 marqué par 111257, qui contient deux
fragments BamHI-Sall d'ADN provenant du clone PKTH 1220, qui
sont 1liés ensemble au vecteur M13np8. Le clone pKTH 1220 a
été déposé dans la Collection de Cultures Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen sous le numéro DSM 2825 et il est décrit
dans Palva et Coll., FEMS Microbiology Letters 23 pp. 83-89,
1984.

La sonde de capture utilisée était le plasmide
recombinant pKTH 1250. Ce plasmide comprend un fragment Sall-
ClaI de 2,9 kb provenant du plasmide pKTH 1220 (DSM 2825) et
le vecteur pAT153.

Des molécules de biotine ont été liées & 1'ADN du
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pKTH 1250 de fagon covalente, suivant la méthode connue de
nick-translation” (Rigby et Coll. J.Mol.Biol. 113, pp: 237-
251, 1977), avec la biotine-11-UTP comme substrat (Bethesda
Research Laboratories). On a porte a ébullition la sonde. ADN
de capture dans un tampon comprenant 10 mM de Tris-Cl, pH =
7,6 et 1 mM d'EDTA, pendant 5 minutes avant de l'utiliser.

L'acide nucléique cible était le plasmide recom-
binant pKTH 1220 (DSM 2825). Ce plasmide contienf environ 10
kb de 1'ADN caractéristique de Chlamydia trachomatis, 1ié au
vecteur pBR 322. Le plasmide sert d'ADN modéle, représentant
1'ADN du génome de la bactérie. Avant ufilisation, on a chauf-

fé 3 ébullition le plasmide pendant 5 minutes dans 0,02 M de.
NaOH, puis on a neutralisé la solution avec de 1l'acide acé-
tique. ' h o

La streptavidiné,'utilisée comme matidre d'affini-
té, a été fixée sur du Sépharose activé parrdu'CNBr (Pharmacia)
selon Axen et Coll. Nature 214 pp. 1302-1304, 1967.

Pour effectuer ce test, on a combiné dans un tube
A essais, la sonde (500 000 cpm), 50 ng de sonde ADN de
capture et 10 ng d'ADN cible. On ajuste le volume a4 20 Ml et
la solution tampon était la méme qUchelie qui est ntilisée-
dans 1'Exemple 1. L'ADN témoin était de 1'ADN de thymus de

veau.

S

On a incubé le mélange pendant 60 minutes a3 65°C.
Ensuite, on a ajouté,SGO‘pl d'une:solution tamponfayént la '
composition suivante : 0,1 M de Tris-Cl pH 7,5, 0,1 M de
NaCl, 2 nM de MgClg, 0,05 % de Triton x-100. Enfin, on-a
fractionné la solution dans une colonne de Streptav1d1ne-
Sépharose de 0,2 ml. On a lavé la colonne avec i0 ml du tam~
pon mentionné ci-dessus et 10 ml comprenant Oy 015 M de
chlorure de sodium, 0,015 M de phosphate de sodlum (pH =7, 6),
0,5 % de dodécylsulfate de sodium {50°C). L'ADN'blot;nyle '
adhérait donc a la streptavidine, tandis que i'autre ADN
traversait la colonne. La sonde radioactive n'adhérait qu'a

la suite d'une formation d‘hybride. On a déterminé la radio-
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8
activité capturée en transférant la colonne enti2re dans
le tube de comptage du compteur gamma.

Activité de 1'1251 (cpm)

BéEElEQE : Acide nucléigque cible : - .- ., _
10 ng de pKTH 1220 - 10 ng d'ADN témoin
1350 o 7 115
EXEMPLE 3

Identlflcatlon de 1'ADN du plasmlde pBR322 -1'aide d‘'une
paire antigéne anticorps

La sonde de détection utilisée était un dérivé,du‘.
plasmide pBR322 {(disponible industriellement chez plusieurs
sources), dont on a enlevé le fragmeht PstI-Sall (3613 - 651).
On a marqué le plasmide avec de la photobiotine en utilisant
une méthode connue (Forster et Coll. Nucleic Acids Res. 13,
pp. 745-761, 1985) et des réactifs industriels (Bresa,
Adelaide, Australie). ' '

La sonde de capture utlllsée étalt 1'ADN provenant
d'un phage recombinant M13mpll, dans 1eque1 avait été 1ntro— 7

duit le fragment PstI-Sall de pBR322. L’ADN a été sulfoné

selon une méthode connue (Organics Ltd. Yavne, Isradl).

Le spécimen était 1'E. coli HB101 portant le plas~
mide pBR322 dont la quantité avait été augmentée par émplifi—
cation au chloramphénicol (Maniatis et Coll. Molecular cloning,
A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory 1982). On
a lysé des cellules bactériennes avec du lysozyme, puis on

s

les a portées 3 ébullition dans du NaOH, deila_fagon qui
est décrite dans la publication de Palva, J. Clin. Microbiol.
18, pp. 92-100, 1983).

Des anticorps. monoclcnaux antisulfone ont ete
utilisés pour enduire des puits de microtitrage en pclystyréne.
selon des méthodes classiques (Mquarn, dans_Hybrldomas : A

New Dimension in Biological Analyses, ed. Kennett et Coll.,
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Plenum Press 1980).

Pour réaliser ce test, on a combiné 5.10% cellules
d'E. coli lysées (& la fois avec et sans pBR322) avec 100 ng
de chacune des sondes de capture et de détection dans 50 ul
de mélange d'hybridation. Les conditions étaient celles de
1'Exemple 1, sauf que 5 % derpolyéthyléne glycol (PEG 6000)
ont été ajoutés au mélange et que la concentration de dodécyl-
sulfate de sodium était de 0,1 %. Aprés hybridation, on a
dilué la solution & 250 al en ajoutant du phosphate de sodium
0,02 M (pH = 7,6), puis on a transféré la solution dans le"
puits de microtitrage enduit d'anticorps. On a alors effectué
une incubation pendant 2 heures & 37°C. On a ensuite lavé le
puits avec une solution contenant 0,15 M de chlorure de
sodium, 0,02 M de phosphate de sodium, pH = 7,6 et 0,05 % de
triton x-100. On a rendu visible la présence de la sonde de
détection en ajoutant de la streptavidine (Bethesda Research
Laboratories BRL) en lavant, en ajoutant de la phosphatase
alcaline biotinylée (BRL) et en lavant dé-la fagon qui est
décrite par Leary et Coll. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80,
pp. 4045-4049, 1983. On a enfin ajouté 250 ul d'une solution
a4 36 mg/ml de phosphate de paranitrophényle (Sigma) dans un
tampon de diéthanolamine (pH 10). Soixante minutes plus
tard, la réaction a été stoppée et le taux d'absorption mesuré
a 410 nm.

Résultat : Ag10 nm

Acide nucléique cible :

cellules avec pBR322 Cellules sans PBR322

> 2 0,15

Ainsi que cela ressort de ce qui précéde, 1l'inven-

s

tion ne se limite nullement 3 ceux de ses modes de mise en
oeuvre, de réalisation et d'application qui viennent d'étre
décrits de fagon plus explicite ; elle en embrasse au contrai-
re toutes les variantes qui peuvent venir & 1l'esprit du
technicien en la matiére, sans s'écarter du cadre, ni de la

portée,de la présente invention.
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REVENDICATIONS

1°) Méthode pour l'identification d'acides nucléi-

ques, caractérisée en ce qu'on utilise au moins deux sondes
qui sont dans la méme phase en solution dans une méthode
d'hybridation, la sonde de détection étant marquée avec une
substance de marquage détectable et un membre d'une paire
d'affinité étant attaché a la sonde de capture, et qu'on iso-
le 1'hybride sonde de capture : acide nucléique cible :
sonde de détection formé dans la réaction d' hybridation au
moyen de l'autre membre de la paire d'affinité.

2°) Méthode suivant la revendication 1, caractéri-
sée en ce que la paire d'affinité comprend la biotine et 1la
streptavidine ou la biotine et 1l'avidine.

3°) Méthode suivant la revendication 1, caractéri-
sée en ce que la paire d'affinité est une paire 4'homopoly-
nucléotides.

~ 4°) Méthode suivant les revendications 1 et 3, ca-

ractérisée en ce que la paire d'affinité est poly d4C - poly
dG.

5°) Méthode suivant les revendications 1 et 3, ca-
ractérisée en ce que la paire d'affinité est poly dA - poly
ar. _

6°) Méthode suivant les revendications 1 et 3, ca-
ractérisée en ce que la paire d'affinité est poly dA - poly U.

7°) Méthode suivant la revendication 1, caractéri-
sée en ce que la paire d'affinité est un dérivé de métal
lourd - un groupe thio.

8°) Méthode suivant la revendication 1, caractéri-
sée en ce que la paire d'affinité comprend un antigéne - un

anticorps.



