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Verfahren zum Nachweis von Nucleinséuren und Reagenzienkombination und Besteck zu seiner
Durchfiihrung.

@ Es wird ein Verfahren zum Nachweis von Nucleinséu-

ren durch Hybridisierung beschrieben, bei dem man
als Einfangsonden modifizierte Primer verwendet, die in
Kopien der nachzuweisenden Nucleinsiure eingebaut wer-
den, und sodann die Kopien durch mindestens eine selek-
tive Detektorsonde nachweist.

Ferner wird ein Verfahren zum Nachweis von Nuclein-
séuren durch Hybridisierung beschrieben, bei dem man als
Detektorsonden modifizierte Primer verwendet, die in
Kopien der nachzuweisenden Nucleinsduren eingebaut
werden. In diesem Verfahren werden die Kopien der nach-
zuweisenden Nucleinséure, in die die modifizierten Primer
eingebaut sind, zuerst mit mindestens einer selektiven Ein-
fangsonde hybridisiert, sodann wird das gebildete Hybrid
mit Hilfe der Einfangsonde abgetrennt und schliesslich das
vorliegende Hybrid nachgewiesen.

Ausserdem betrifft die Erfindung Reagenzienkombina-
tionen und Bestecke zur Durchfiihrung der beschriebenen
Verfahren.

Durch die Verwendung der Detektor- oder Einfangson-
den als Primer in einer Polymerisationsreaktion ist es mdg-
lich, die Empfindlichkeit der Hybridisierungsreaktion um
mehrere Grossenordnungen gegeniiber Nachweisverfah-
ren zu steigern, bei denen die nachzuweisende Nuclein-
séure direkt gemessen wird.
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Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein schnelles und empfindliches Verfahren zum Nachweis von Nucleinsguren
mit Hilfe von Hybridisierungstechniken, bei dem die Detekiorsonden als modifizierte Primer in Kopien
der nachzuweisenden Nucleinsdure eingebaut werden, bevor die Hybridisierungsreaktion durchgefithrt
wird. Ausserdem betrifft die Erfindung eine Reagenzienkombination und ein Besteck zur Durchfiihrung
dieses Verfahrens.

Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis von Nucleinsduren mit Hilfe von Hybridi-
sierungstechniken, bei dem die Einfangsonden als modifizierte Primer in Kopien der nachzuweisenden
Nucleinséuren eingebaut werden, bevor die Hybridisierungsreaktion durchgefiihrt wird. Die Erfindung
betrifft ferner eine Reagenzienkombination und ein Besteck zur Durchfiihrung dieses Verfahrens.

Bei Hybridisierungsreaktionen wird ein markiertes Oligo- oder Polynucleotid, d.h. das Sondenmolekiil,
tber Basenpaarungen an eine nachzuweisende Nucleinséure angelagert. Verschiedene Hybridisie-
rungsverfahren wurden zum Nachweis von Nucleinsauren verwendet. Bei direkten Hybridisierungsver-
fahren befindet sich die Probe entweder in Losung oder sie ist an einen festen Trager gebunden. Die
nachzuweisende Nucleinsaure wird mit einem markierten Sondenmolekiil nachgewiesen.

Die US-PS 4 486 539 beschreibt ein Sandwich-Hybridisierungs-Verfahren. Bei diesem Verfahren
werden zwei getrennte Sondenmolekiile verwendet. Eines davon ist eine Detektorsonde. Sie ist markiert
und wird zum Nachweis verwendet. Die andere ist eine Einfangsonde. Sie ist an einem festen Trager im-
mobilisiert und dient der Abtrennung der nachzuweisenden Nucleinsdure vom Reakfionsgemisch.

Das Hybridisierungsverfahren in Ldsung wird in der GB-OS 2 169 403 beschrieben. Bei diesem Ver-
fahren werden zwei verschiedene Sondenmolekiile verwendet, die sich in derselben Lésung befinden.
Die Detekforsonde wird mit einer nachweisbaren Markierung markiert. Die Einfangsonde wird mit siner
Gruppe versehen, die eine Affinitat fiir einen anderen Bestandteil aufweist. Nach der Hybridisierung
wird das zwischen der Einfangsonde, der nachzuweisenden Nucleinsaure und der Detektorsonde gebil-
dete Hybrid aus der Hybridisierungslésung mit Hilfe des anderen Teils des Affinitatspaares abgetrennt.

Die enzymatisch katalysierte DNA-Polymerisation, bei der die Nucleotidsequenz eines vorgegebenen
Nucleinsuresiranges, d.h. einer Matrize, exakt kopiert wird und dabei der komplementare Strang syn-
thetisiert wird, ist aus dem Stand der Technik gut bekannt; vgl. z.B. Kornberg, «DNA replication», W.H.
Freeman & Co., San Francisco, S. 221225 und 670-679, 1980, und Maniatis et al., «Molecular Cloning,
A Laboratory Manual», Cold Spring Harbor Laboratory, S. 122, 1982. Diese biologische Vermehrung
wird bei Hybridisierungs-Nachweisverfahren verwendet, also in Nachweisverfahren, bei denen der
nachzuweisende Mikroorganismus geziichtet und dadurch seine DNA vor der Durchfiihrung des Tests
angereichert wird; vgl. z.B. Woo, Methods Enzymol. 68 (1979), S. 389, und US-PS 4 358 535. Spezifi-
sche DNA-Sequenzen lassen sich auch in lebenden Zellen amplifizieren, z.B. durch Verwendung geeig-
neter Arzneistoffe, vgl. z.B. Clewell und Helinski, J. Bacteriol. 110 (1972), S. 1135, und EP-A 55 742, Ei-
ne noch spezifischere DNA-Anreicherung wird in der EP-A 175 689 beschrieben. Dabei wird die nach-
zuweisende Nucleinséure mit einem Plasmid-Replikon verbunden und in eine geeignete Zelle eingefiihrt.
Eine weitere Methode wird in der EP-A 201 184 beschrieben. Dabei wird die Primer-abhéngige DNA-Syn-
these in einer in vitro-Reaktion zur Amplifikation der nachzuweisenden DNA beniitzt. In der EP-A
200362 wird ein Verfahren zum Nachweis amplifizierter Nucleinséure-Sequenzen vorgeschlagen, das
jedoch insbesondere zur Durchfiihrung von Reihenuntersuchungen nicht schnell, empfindlich und ein-
fach genug ist. ]

Dementsprechend liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein schnell und einfach durchiiihrbares
Verfahren zum Nachweis von geringen Nucleinsiure-Konzentrationen bereitzustellen.

Erfindungsgeméss wird diese Aufgabe durch die Bereitstellung eines Hybridisierungsverfahrens ge-
16st, bei dem entweder die Detektorsonden oder die Einfangsonden als modifizierte Primer wirken, die in
die Kopien der nachzuweisenden Nucleinséure wihrend einer matrizenabhéngigen Polymerisationsreak-
tion vor der Durchfithrung der Hybridisierung eingebaut werden, bei dem aiso die nachzuweisende Nu-
cleinsure amplifiziert wird,

In einem jeden der erfindungsgeméssen Verfahren wird mindestens ein Primer benbfigt, der immer mo-
difiziert ist. Wenn die Detektorsonden als Primer bei der Polymerisationsreaktion dienen, weisen die Pri-
mer mindestens eine geeignete, nachweisbare Markierung oder mindestens eine spezifische Stelle auf,
an die mindestens eine geeignete, nachweisbare Markierung gebunden werden kann.

In einem anderen erfindungsgeméassen Verfahren werden die Einfangsonden als Primer bei der Poly-
merisationsreaktion verwendet. Dabei weisen die Primer mindestens ein geeigneies Teil eines Affini-
1atspaares oder mindestens eine geeignete Stelle auf, an die mindestens ein geeignetes Teil eines Affini-
tatspaares gebunden werden kann.

Die Erfindung betrifft auch eine Reagenzienkombination und ein Besteck zur Durchfiihrung des erfin-
dungsgeméassen Verfahrens. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform befindet sich die Reagenzienkom-
bination in einem unterteilten Behalter.

Durch die Verwendung der Detektor- oder Einfangsonden als Primer in einer Polymerisationsreaktion
ist es maoglich, die Empfindlichkeit der Hybridisierungsreaktion um mehrere Grossenordnungen gegen-
ber Nachweisverfahren zu steigern, bei denen die nachzuweisende Nucleinsiure direkt gemessen
wird. Ausserdem wird erfindungsgeméss ein bequemes Verfahren zur Durchfilhrung der Hybridisie-
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rungsreaktion in Losung bereitgegestellt, so dass die Hybridmolekiie einfach und schnell aus der Hybri-
disierungslésung nach der Hybridisierungsreaktion abgetrennt werden kénnen.

Das erfindungsgemaésse Verfahren ist besonders brauchbar zur Diagnose bestimmter Krankheiten,
die mit Ublichen Verfahren nur sehr schwer zu diagnostizieren sind. Daher ist das erfindungsgeméasse
Verfahren besonders geeignet zur ldentifizierung von Cytomegalie-Viren und HIV- bzw, AIDS-Viren.

Die Figuren zeigen:

Fig. 1 zeigt die Nucleotidsequenz der modifizierten Primer Pa und Pp und der selektiven Sondenmole-
kille St und Sg, die in den Beispielen 1 bis 3 verwendet werden. Ferner zeigt sie die relativen Stellen der
modifizierten Primer Pa und Pp und der selektiven Sondenmolekiile St und Sz in der in diesem Fall nach-
zuweisenden Nucleinsaure. Die durchgehenden Linien A und B bezeichnen die beiden nachzuweisenden
Strange, die in beiden Richtungen weitergehen. Die Pfeilspitzen an den Primern Pa und Py bezeichnen
die Richtung, in der sie wahrend der Polymerisation verléngert werden.

Fig. 2 zeigt die Nucleotidsequenz der modifizierten Primer Pa und Py und des selektiven Sondenmole-
kiils S, die in Beispiel 4 verwendet werden. Ferner zeigt sie die relativen Stellen der modifizierten Primer
Pa und Pp und des selektiven Sondenmolekiils S in der in diesem Falle nachzuweisenden Nucleinsaure.
Die Linie A bezeichnet die RNA und ihre identischen DNA-Kopien, und die Linie B zeigt die komplementi-
ren DNA-Kopien. Die Pfeilspitzen an den Primern Pa und Pp bezeichnen die Richtung, in der sie bei der
Polymerisation verléngert werden.

Préparation von Sondenmolekiilen

Die erfindungsgemass verwendeten Sondenmolekiile sind Oligo- oder Polynucleotide. Sie kénnen syn-
thetisch oder halbsynthetisch hergestellt werden, je nachdem, welche Herstellungsweise fiir die als Pri-
mer zu verwendenden Sondenmolekiile bevorzugt wird. Ausserdem lassen sich die Sondenmolekiile
durch DNA-Rekombinafionsverfahren oder aus unmitielbar aus der Natur isolierten Nucleinséuren her-
stellen. Ein Sondenmolekiil kann an einen geeigneten Vektor gebunden werden. Es kann gegebenenfalls
Vektorteile enthalten. Eine Reihe erfindungsgeméss verwendbarer Primer und Sondenmolekiiie ist im
Handel erhaltlich.

Die Detektorsonden als modifizierte Primer

In einem der erfindungsgemassen Verfahren sind die Detekiorsonden Oligo- oder Polynucleofide, die
an die nachzuweisende Nucleinsiure {iber Basenpaarungen gebunden werden und als Primer fiir eine
matrizenabhéngige, enzymatische Nucleinséuresynthese dienen. Wesentlich ist, dass die als Detektor-
sonde wirkenden Primer mindestens eine geeignete, nachweisbare Markierung oder mindestens eine
spezifische Stelle aufweisen, an die mindestens eine geeignete, nachweisbare Markierung gebunden
werden kann.

Als Markierung lassen sich verschiedene radioaktive Isotope oder radioaktiv markierte Verbindun-
gen verwenden. Die Markierungssubstanz kann auch fluoreszieren, lumineszieren, lichtemittieren oder
enzymatisch oder immunologisch nachweisbar sein. Es lassen sich auch Markierungen verwenden, die
auf der Affinitat von Biotin zu Avidin oder Streptavidin beruhen, Lanthanid-Chelate, Ferritin- und Ham-
Verbindungen. Weitere Beispiele sind immunologisch nachweisbare Haptene, wie AAF und AIF
{Acetoxyacetylfluorenderivate). Die Identifizierung kann auch mit Hilfe von vermitielnden Molekilen,
z.B. Proteinen, durchgefiihrt werden.

Das erfindungsgemésse Verfahren hangt nicht von der verwendeten Markierung ab. Alle gegenwar-
tig bekannten Markierungssubstanzen, die fiir die Hybridisierung von Nucleinséuren geeignet sind, las-
sen sich verwenden. Es ist jedoch wesentlich, dass die Markierung aus einer Gruppe von Markierun-
gen ausgewahit wird, die nicht die Funktion des Primers stéren, sofern die Detekiorsonden als Primer
verwendet werden. Der als Detektorsonde verwendete Primer muss so mit der Markierung versehen
werden, dass die Nucleinsdure-Polymerase den Primer immer noch als solchen erkennt.

Die Einfangsonden als madifizierte Primer

In einem anderen erfindungsgemassen Verfahren sind die Einfangsonden Oligo- oder Polynucleotide,
die an die nachzuweisende Nucleinsdure {iber Basenpaarungen gebunden werden und als Primer bei ei-
ner matrizenabhéngigen, enzymatischen Nucleinséuresynthese wirken. Wesentlich ist, dass die als Ein-
fangsonde wirkenden Primer mindestens ein geeignetes Teil eines Affinitdtspaares oder mindestens ei-
ne spezifische Stelle aufweisen, an die mindestens ein geeignetes Teil eines Affinitatspaares gebunden
werden kann. Das Teil oder die Teile des Affinitatspaares lassen sich auch Uber ein vermittelndes Mole-
kil an den als Einfangsonde wirkenden Primer binden. Die einzigen Bedingungen sind, dass sich das
Hybrid aus der Hybridisierungsidsung mit Hilfe des Affinitatspaares abtrennen lasst und dass die Funk-
tion des Primers nicht beeintréachtigt wird. 7

Das Teil des Affinitatspaares ist ein Bestandteil mit einer Affinitat fir einen anderen Bestandteil. Bei-
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spiele solcher Affinitdtspaare sind Biotin — Avidin oder Streptavidin, ein Schwermetallderivat ~ eine
Thiogruppe, verschiedene Homopolynucleotide, wie Poly dG — Poly dC, Poly dA — Poly dT und Poly dA —
Poly U. Es lassen sich aber auch andere Paare von Verbindungen verwenden, vorausgeseizt, dass sie
eine ausreichende Affinitat fiir die spezifische Bindung des modifizierten, als Einfangsonde wirkenden
Primers, der in die Kopien der nachzuweisenden Nucleinsiure eingebaut ist, an den festen Trager auf-
weisen. Geeignete Affinitétspaare sind auch in immunologischen Verfahren verwendete Liganden und
Konjugate.

Die selektive Einfangsonde

In einem der erfindungsgeméssen Verfahren, bei dem die Detektorsonde als Primer verwendet wird,
wird eine selektive Einfangsonde bendtigt, um die selektive Abtrennung der Kopien der niachzuweisen-
den Nucleinsgure zu ermdglichen, in die die madifizierten Primer eingebaut sind. Wesentlich ist, dass die
Einfangsonden ausreichend homolog zur nachzuweisenden Nucleinsdure sind, um ihre spezifische
Hybridisierung mit den Kopien der nachzuweisenden Nucleinséure zu gestatten und dadurch die selekti-
ve Abtrennung und den Nachweis der als Detektorsonde witkenden Primer zu ermdglichen, die in die Ko-
pien der nachzuweisenden Nucleinsgure eingebaut sind.

Die selektive Detekiorsonde

In einem anderen erfindungsgemassen Verfahren, bei dem die Einfangsonden als rmodifizierte Primer
verwendet werden, wird eine selektive Detektorsonde benttigt, um den Nachweis der Kopien der nach-
zuweisenden Nucleinséuren zu ermdglichen, in die die modifizierten Primer eingebaut sind. Wesentlich
ist, dass die Detekiorsonde ausreichend homolog zur nachzuweisenden Nucleinsgure ist, um spezifisch
mit dieser zu hybridisieren und dadurch die nachzuweisende Nucleinséure selektiv zu identifizieren. Die
Detektorsonden kénnen geeignete, nachweisbare Markierungen aufweisen, beispielsweise die vorste-
hend genannten.

Reagenzienkombinationen

Die Detekiorsonde als modifizierter Primer

Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine Reagenzienkombination, enthaltend mindestens einen mo-
difizierten Primer, der mindestens eine geeignete, nachweisbare Markierung oder mindestens eine spe-
zifische Stelle aufweist, an die mindestens eine geeignete, nachweisbare Markierung gebunden werden
kann, und mindestens eine selektive Einfangsonde, die mindestens ein Teil eines Affinitéitspaares oder
mingetens eine spezifische Sielle aufweist, an die mindestens ein Teil eines Affinitatspaares gebunden
werden kann.

Die Einfangsonde als modifizierter Primer

Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine Reagenzienkombination enthaltend mindestens einen mo-
difizierten Primer, der mindesfens ein geeignetes Teil eines Affinitétspaares oder mindestens eine spezi-
fische Stelle aufweist, an die mindestens ein geeignetes Teil eines Affinititspaares gebunden werden
kann, und mindestens eine selektive Detektorsonde, die mindestens eine geeignete, nachweisbare Mar-
kierung oder mindestens eine spezifische Stelle aufweist, an die mindestens eine geeignete, nachweisba-
re Markierung gebunden werden kann.

Die Erfindung beschreibt auch ein fir den Nachweis von Nucleinsiure geeignetes Besteck. Das Be-
steck enthélt, gegebenenfalls verpackt in einen unterteilien Behdlter, eine der vorstehend genannien
Reagenzienkombinationen in Verbindung mit mindestens einem der folgenden Reaktanten oder der fol-
genden Einrichtungen, die beim Testverfahren benétigt werden, d.h. gegebenenfalls ein Gefass enthal-
tend mindestens ein Reagens zur matrizenabhéngigen Polymerisation, gegebenenfalls ein Gefdss mit
den vier Desoxynucleosidtriphosphaten, gegebenenfalls eine fiir die Durchfihrung der Polymerisation
und der Hybridisierung geeignete Einrichtung, gegebenenfalls eine zum Abirennen der Kopien der nach-
zuweisenden Nucleinsdure geeignete Einrichtung, und gegebenenfalls eine zum Nachweis der Markie-
rung gesignete Einrichtung. Die bevorzugten Einrichtungen und Reaktanten werden nachstehend naher
erldutert.

Beim erfindungsgemassen Verfahren werden zunachst mindestens zwei modifizierte Primer zu einer
denaturierten Probenldsung zugegeben. Beide Primer sind eniweder als Detektorsonde oder als Ein-
fangsonde wirkende Primer. Dabei lagern sich die modifizierten Primer jeweils an den komplementéren
Sirang der nachzuweisenden Nucleinséure, d.h. die Matrize, an. Nach der Zugabe eines Enzyms, das
matrizenabhéngig Nucleinsdure synthetisiert, werden die Primer verlangert. Dieses Verfahren schrei-
tet in vitro mit hoher Ausbeute fort. Dabei werden neue Nucleinséurestrange geschaffen, die mehrere
tausend Nucleotide lang sein kénnen, sofern die gewahlten Bedingungen dafiir geeignet sind.

Durch Verwendung eines Uberschusses der modifizierten Primer kann der Vorgang wiederholt wer-
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den, um komplementére Kopien der neu synthetisierten Strénge herzustellen, die somit identische Kopien
der zunéchst verwendeten Matrizen darsteflen. Durch Wiederholung dieses Vorgangs wird eine Reak-
tionskaskade eingeleitet, durch die die nachzuweisende Nucleinséure vervielfaltigt wird. Dieser Vor-
gang lasst sich so oft wie gewlinscht wiederholen, um die gewiinschte Nachweisempfindlichkeit zu erhal-
ten. In Fallen, in denen die Konzentration der nachzuweisenden Nucleins&ure nicht exirem niedrig ist,
reicht eine Vervielféltigung aus, um die Nucleinséure nachweisbar zu machen.

Es ist auch maglich, lediglich einen modifizierten Primer beim erfindungsgeméssen Verfahren zu ver-
wenden. In diesem Fall wird die Vervielféltigung jedoch nicht so wirksam sein, wie bei der Verwendung
von mindestens zwei Primern, da keine Reaktionskaskade eingeleitet wird.

Mit dem erfindungsgemassen Verfahren kann sowohl DNA als auch RNA bestimmt werden. Falls
jedoch die zu bestimmende Nucleinséure eine RNA ist, ist es bequemer, zunéchst eine entsprechende
cDNA-Kopie der RNA mit einer reversen Transkriptase anzufertigen und sodann das erfindungsgeméas-
se Verfahren durchzufiihren.

Nachdem die modifizierten Primer in die Kopien der zu bestimmenden Nucleinséuren eingebaut sind,
wird das Reaktionsgemisch mit einem geeigneten selektiven Sondenmolekill versetzt, das die zu bestim-
mende Sequenz und ihre Kopien erkennt, und die Hybridisierung wird unter Bedingungen durchgefiihrt,
die fiir den gewiinschten Hybridisierungsvorgang geeignet sind.

Bei der Hybridisierungsreaktion wird je nach Wahl der modifizierten Primer entweder eine selekiive
Einfangsonde oder eine selektive Detekiorsonde mit den Kopien der zu bestimmenden Nucleinsaure
hybridisiert, die nunmehr in vielfachen Mengen gegeniiber der Ausgangssituation vorliegt.

Falls die urspriingliche Probe die nachzuweisende Sequenz enthlt, hybridisiert das selekiive Son-
denmolekil mit den neu synthetisierten Kopien der zu bestimmenden Nucieinséure. Es wird ein Hybrid
zwischen dem kopierten Molekdl, in das der modifizierte Primer eingebaut ist, und dem selektiven Son-
denmolekiil gebildet. Die gebildeten Hybride lassen sich erfindungsgeméss aus der Hybridisierungsio-
sung in einfacher Weise mit Hilfe des Teils des Affinitatspaares abtrennen, die entweder an dem als Ein-
fangsonde wirkenden Primer oder an der selektiven Einfangsonde befestigt ist. Wahrend der Fraktio-
nietung bleiben die Hybride, die einen solchen Einfangteil aufweisen, an einem festen Tréger mit Hilfe
des anderen Teils des Affinitatspaares haften. Die Menge der selektiven Detekiorsonde oder des als
Detekiorsonde wirkenden Primers, die am Trager haften bleibt, kann in an sich bekannter Weise direkt
am Tragermaterial oder nach der Elution im Eluat bestimmt werden. Die ermittelte Menge der Markierung
ist ein Mass fiir die Menge der zu bestimmenden Nucleins&ure.

Vor der Fraktionierung wird die Lésung gegebenenfalls verdiinnt, um die Bedingungen vorteilhaft fur
das Affinitétspaar zu beeinflussen. Sodann wird die L8sung mit dem festen Trager in Beriihrung ge-
bracht. Der zu verwendende Trager kann beispielsweise eine Affinitatschromatographieséule, ein Fil-
ter, eine Plastikoberflache oder eine Glasoberflache sein. Ginstige Einrichtungen zur Durchfithrung
der Abtrennung sind unterschiedliche Typen von Mikrofiterplatien, Eintauchsystemen oder magneti-
sc;len Teilchen. Es ist aber auch méglich, die Abtrennung in Testrohrchen oder mit Kérnchen durchzu-
fihren.

Als Tragermaterial kann fur die Affinitatschromatographiesaule beispielsweise ein natiirliches oder
synthetisches Polymer, wie die Cellulose, Polyacrylamid, Polystyrol, Dextran oder Agarose, verwendet
werden. Diese Materialien kénnen auch als Suspensionen in einem Testrohrchen eingesetzt werden. In
einer bevorzugten Ausfihrungsform werden Testrohrchen verwendef, an deren innerer Oberfléche
das andere Teil des Affinititspaares gebunden ist. Eine Voraussetzung fiir das ausgewéhlte Material
ist, dass es die Bindung eines Bestandteils mit Affinitdt zu dem Teil des Affinitatspaares gestattet, an
den als Einfangsonde wirkenden Primer oder die selektive Einfangsonde gebunden ist.

Es ist nicht erforderlich, das Teil oder die Teile des Affinitdispaares an den als Einfangsonde wirken-
den Primer zu Beginn der Polymerisation zu binden. Auch ist es nicht notwendig, die nachweisbare Mar-
kierung an den als Einfangsonde wirkenden Primer vor der Polymerisation zu binden. Sie kénnen auch
nach der Polymerisation an den modifizierten Primer angelagert oder gebunden werden, der in die Kopien
der nachzuweisenden Nucleinsdure eingebaut ist. Wenn beispielsweise die nachweisbare Markierung
bei den Hybridisierungsbedingungen nicht besténdig ist, kann sie auch nach der Hybridisierung der se-
lektiven Einfangsonde mit den Kopien der nachzuweisenden Nucleinsdure zugegeben werden.

Wenn die Detektorsonden als modifizierte Primer wirken, die in die Kopien der nachzuweisenden Nu-
cleinséure eingebaut sind, lasst sich das Hybrid aus dem Reaktionsgemisch mit Hilfe selektiver Einfang-
sonden abirennen, die an festen Tragern immobilisiert sind. Bei einem derartigen Verfahren wird die Re-
aktionsgeschwindigkeit dadurch begrenzt, dass die nachzuweisende Nucleinsdure und ihre Kopien, in
die die als Detekiorsonde wirkenden Primer eingebaut sind, mit der selektiven Einfangsonde hybridisie-
ren missen, die an einem festen Trager immobilisiert ist. Deshalb wird bei der vorliegenden Erfindung die
Hybridisierung in Losung bevorzugt. Falls das Verfahren jedoch mit einer immobilisierten Einfangsonde
durchgefiihrt wird, wird das am festen Trager gebildete Hybrid gewaschen, und die Menge der Markie-
rung am Tragermaterial wird in an sich bekannter Weise gemessen.

Die Beispiele erlautern die Erfindung.
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Beispiel 1
Nachweis von Cyfomegalievirus-DNA mit als modifizierte Primer wirkenden Detektorsonden

In diesem erfindungsgemassen Beispiel wird als nachzuweisende Nucleinsiure das rekombinante
Plasmid pBR322/CMV Hindlll L verwendet. Dieses enthalt ein 12,3 kb Fragment des Cytomegalievirus-
Genoms (CMV, AD 169, ATCC VR-538). Die beiden als Detektorsonde verwendeten Primer P4 und Pp
{vgl. Fig. 1) haben eine Lange von 20 Nucleotiden und wurden in an sich bekannter Weise mit einem auto-
matischen DNA-Synthesegerst synthetisiert. Sie entsprechen zwei Regionen der CMV-spezifischen
Insertion, die 111 Nucleotide voneinander entfernt sind. Die beiden selektiven Einfangsonden S und Sz
(vgl. Fig. 1) erkennen Bereiche in jedem der beiden DNA-Stréinge, die zwischen den beiden als Detekior-
sonde wirkenden Primern liegen. Die als Detektorsonde wirkenden Primer P4 und Pp werden mit 32P an ih-
ren 5-Enden so markiert, dass ihre spezifische Aktivitat 4x 109 CPM/ug betrégt. Die Markierung wird
in an sich bekannter Weise mit Polynucleotidkinase und Gamma-32P-ATP durchgefiihrt; vgl. Maniatis et
al., «Molecular Cloning, A Laboratory Manual», Cold Spring Harbor Laboratory, 1982.

Die 3-Enden der Einfangsonden werden mit biotinylierten Nucleotiden versehen. Dabei wird Bio 11-
dUTP (BRL) und eine terminale Transferase (Promega Biotech.) verwendet; vgl. Riley et al., DNA 5 (4)
(1986), S. 333-337. Das nachzuweisende Plasmid wird durch Spaltung mit dem Restriktionsenzym EcoRI
linearisiert. DNA-Polymerase, Klenow-Fragment, wurde bei Boehringer-Mannheim und Streptavidin-
Agarose bei BRI gekautt.

Mit diesen Reagenzien wird das folgende Experiment durchgefiihrt:

Es werden vier unterschiedliche Reaktionen durchgefiihrt, die 0, 104, 106 und 108 Molekiile des nach-
zuweisenden Plasmids enthalten. Dies entspricht 0,2x 10-29, 2x 10-18 bzw. 2 x 10-16 Mol. Weitere Be-
standteile des Gesamtreaktionsvolumens von 50 pl sind 2 pMol der beiden Primer, 0,5 mM von jedem
der vier Desoxynucleosidiriphosphate (d.h. dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 10 mM Tris-HCI (pH 7.5),
10 mM MgClz, 50 mM NaCl und 10 mM Dithiothreitol. Das Reaktionsgemisch wird 2 Minuten auf 100°C er-
hitzt und dann 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschliessend wird 1 i (1 Einheity DNA-Polymerase zuge-
geben. Das Gemisch wird nochmals 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Das Aufkochen und das anschlies-
sende Anlagern der als Detektorsonde witkenden Primer sowie die Inkubation mit der DNA-Polymerase
bei 37°C ist ein DNA-Synthesezyklus. Bei diesem Experiment wird der Reaktionszykius entweder nur
einmal durchgeflihrt oder 5- oder 15mal wiederholt. Nach dem letzten Reaktionszykius wird die Probe
nochmals auf 100°C erhitzt. Sodann werden 100 pMol der selektiven Einfangsonde und 0,9M NaCl,
20 mM EDTA, 20 mM Natriumphosphat (pH 7,5) und 0,1% Natriumdodecylsulfat zugegeben. Das Ge-
samivolumen betrdgt 100 pl. Die angegebenen Konzenirationen sind die Endkonzenirationen. Das Ge-
misch wird sodann 1 Stunde bei 50°C inkubiert. Nach dieser Hybridisierungsreaktion werden 200 ul einer
25%igen Suspension von Streptavidin-Agarose in 1M NaCl, 20 mM Nafriumphosphat (pH 7,5) und 1 mM
EDTA zugegeben. Es wird 16 Minuten bei 37°C in einem Rotationsmischer inkubiert, damit die biotinylier-
ten Molekille an die Sireptavidin-Agarose binden kénnen. Die Agarose wird kurz abzentrifugiert und
der Uberstand wird abgebaut. Sodann wird die Agarose einmal mit gepufferter 1M NaCl-Losung und
2weimal mit einer Lésung enthaltend 150 mM NaCl, 15 mM Natriumcitrat und 0,2% Natriumdodecylsulphat
(pH 8) bei 37°C gewaschen. Sodann wird die durch die gebildeten Hybride an die Agarose gebundene Ra-
dioaktivitat mit einem Zahigerét bestimmt. Das Isolierungs- und Waschverfahren der die biotinylierten
Markierungen enthaltenden DNA-Hybride erfolgt wie in der GB-A 2 169 403,

Die Ergebnisse des Experiments sind in Tabelle | zusammengefasst. Aus Tabelle | ergibt sich, dass bei
einem einzigen DNA-Synthesezyklus nur dann geniigend Radioaktivitat fiir den Nachweis eingebaut
wird, wenn hohe Ausgangskonzentrationen der nachzuweisenden Nucleinsaure vorliegen. Werden je-
doch 15 DNA-Synthesezyklen durchgefiihrt, lassen sich selbst sehr geringe Mengen dieser nachzuwei-
senden Nucleinséure nachweisen. Bei einer grossen Menge der nachzuweisenden Nucleinséure und
15 DNA-Synthesezyklen wird die Reaktion durch die Menge des als Detekiorsonde wirkenden Primers
begrenzt.
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Tabelle |

Menge der nach- S2P_Akdivitit in den gesammelten Hybriden?

zuweisenden (CPM tiber Hintergrund)b

Nucleinsure 1 5 15 Anzahl der DNA-
(Mol) Synthesezykien
0 0 0 0 '

2x 10720 ND ND 650

2x107"® ND 300 11 000

2x 10716 700 13 000 36 000

2 Mittelwert aus zwei Messungen
B ND: nicht nachweisbar {weniger als zweimal soviel Radioaktivitat wie die miti-
lere Hintergrundaktivitét)

Beispiel 2

Bestimmung von Cytomegalievirus-DNA mit Einfangsonden als modifizierte Primer

Bei diesem erfindungsgeméssen Beispiel werden die Einfangsonden als Primer verwendet. Bis auf die
nachfolgend genannten Abweichungen werden die gleichen Reagenzien wie in Beispiel 1 verwendet. Die
als Einfangsonde wirkenden Primer Pg und Py (vgl. Fig. 1) werden nicht mit 2P markiert. Stait dessen
werden ihre 5-Enden mit einem Biotinrest versehen. Diese chemische Modifizierung wird in an sich be-
kannter Weise durchgefiihrt, vgl. Chollet und Kawashima, Nucleic Acids Research, 13 (1985), S. 1529 ~
1541. Die beiden selektiven Sondenmolekiile S; und Sz (vgl. Fig. 1) werden in diesem Experiment an ihren
5-Enden markiert. Sie werden als Detektorsonden verwendet. lhre spezifischen Aktivititen sind 2 x
1092 bzw. 2,5 x 108 cpm/pg.

Die Reaktionsgemische haben die in Beispiel 1 beschriebene Zusammensetzung. Die biotinylierten, als
Einfangsonde wirkenden Primer, werden jedoch in 10facher Menge zugefiigt, d.h. 20 pM pro Reaktion.
Wie in Beispiel 1 beschrieben, werden 1,5 oder 15 DNA-Synthesezyklen durchgefithrt. Sodann werden
die Proben auf 100°C erhitzt und 0,5 pM von jedem der 32P-markierten Sondenmolekiile S; und Sz wer-
den zugegeben. Die Hybridisierung wird unter den in Beispiel 1 beschriebenen Bedingungen durchge-

fhrt.

Die Hybride werden sodann an Streptavidin-Agarose gesammelt, gewaschen und die 32P-Aktivitat
wird wie in Beispiel 1 beschrieben bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle Il zusammengefasst.

Tabelle Il )

Menge der nach- 32P-Akiivitit in den gesammelten Hybriden?

zuweisenden (CPM Giber Hintergrund)”®

Nucleins&ure 1 5 15 Anzahl der DNA-
(Mol) Synthesezyklen
0 0 0 o

2x107% ND ND 800

2x10718 ND 400 13000

2x10716 300 11 000 54000

@ Mittelwert aus zwei Messungen
b ND: nicht nachweisbar {vgl. Beispiel 1)

Beispiel 3

Nachweis von Cytomegalievirus-DNA aus klinischen Proben mit Einfangsonden als modifizierte Primer

In diesem Beispiel wird gezeigt, dass das erfindungsgemésse Verfahren zur Untersuchung kiinischer
Proben geeignet ist. Dies erfolgt durch den Nachweis von CMV aus dem Urin eines Kindes, das bekann-
fermassen an einer Cytomegalievirus-Infektion leidet. Der Urin eines gesunden Kindes wird dabei als
Kontrolle verwendet. Aus zwei Proben mit jeweils 10 mi Urin wird die Gesami-DNA isoliert nach der Vor-
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schrift von Virtanen et al., J. Clin. Microbiol. 20 (6) (1984), S. 1083-1088. Die in 20 pl H20 geldsten
DNA's werden als nachzuweisende Nucleinséure in geméss Beispiel 2 ausgefihrten Reaktionen ver-
wendet. Nach 10 DNA-Synthesezyklen wird die Probe mit dem markierten, selektiven Sondenmolekiil
versetzt. Sodann wird die Hybridisierung durchgefiihrt und die Hybride werden gesammelt. Die DNA
aus dem Urin des Patienten zeigt in den Hybriden eine deutlich erhdhte Radioakiivitat, wahrend die des
gesunden Kindes lediglich Hintergrund-Radioaktivitat zeigt. Die tatséchlichen cpm-Werte sind 2300
bzw. 240,

Beispiel 4

Beispiel 4 zeigt, dass das erfindungsgemésse Verfahren auch fiir den Nachweis von RNA geeignet
ist. Als Modellsystem wird SFV (Semliki Forest-Virus)-RNA verwendet.

Die verwendeten Reagenzien sind zwei 5-biotinylierte, als Einfangsonde wirkende Primer (vgl.
Fig. 2), die wie in Beispiel 2 beschrieben hergestelit wurden, eine einzige 5'-32P-markierte, selektive De-
tektorsonde, die wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellt wurde, reverse Transkriptase (Promega Bio-
tech) und DNA-Polymerase, Klenow-Fragment (Boehringer Mannheim).

Der erste Schritt beim Nachweis der SFV-RNA ist die Synthese einer cDNA-Kopie. In 20 yl Reak-
tionsgemisch sind 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM Dithiothreitol, 0,5 mM von
jedem der vier Desoxynucleosidiriphosphate, 0,5 pg t-RNA, 10 pg SFV-RNA, 10 pM als Einfangsonde
wirkender Primer Pa und 100 Einheiten reverse Transkriptase enthalten. Dieses Reaktionsgemisch wird
15 Minuten bei 37°C inkubiert. Sodann wird das Gemisch 5 Minuten auf 100°C erhitzt und bei Umge-
bungstemperatur abgekiihl. Anschliessend wird das Reaktionsgemisch mit 50 y! einer Losung, enthal-
tend 10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 50 mM NaCl, 10 mM MgClz, 10 mM Dithiothreitol, 10 pM des als Einfangs-
onde wirkenden Primers Py und mit 0,5 mM von jedem der vier Desoxynucleosidtriphosphate versetzt.
Die Temperatur wird auf 37°C erhdht. Nach 5 Minuten wird 1 Einheit DNA-Polymerase zugegeben. Es
witd 10 Minuten inkubiert und das Reaktionsgemisch wird 5 Minuten auf 100°C erhitzt. Sodann wird das
Reaktionsgemisch auf 37°C abgekiihlt. Insgesamt werden 5 DNA-Synthesezyklen durchgefiihrt. Nach
einem letzten Denaturierungsschritt werden 0,1 pMol (1,2 x 108 cpm) der selektiven Detektorsonde in
80t 1M NaCl, 50 mM EDTA, 50 mM Natriumphosphat (pH 7,5) und 0,1% Natriumdodecylsulfat zugege-
ben. Die Lésung wird 2 Stunden bei 55°C inkubiert. Anschliessend werden die Hybride gesammelt und
wie in Beispiel 1 beschrieben gewaschen.

Als negative Kontrolle fiir die Reaktionen wird eine identische Probe in gleicher Weise behandelt, je-
doch ohne Zugabe der reversen Transkriptase. Die Probe, in der ausgehend von der RNA mit reverser
Transkriptase eine ¢cDNA-Kopie hergestellt wurde, ergibt eine 32P-Akiivitat von 420 cpm in den einge-
fangenen Hybriden, wahrend die negative Kontrolle lediglich 50 cpm ergibt.

Beispiel 5
Vergleich verschiedener Methoden zum Nachweis von vervielfaltigter DNA

In diesem Beispiel werden drei Methoden zum Nachweis von vervielfaltigter DNA verglichen. Es wer-

den die Reagenzien und das Vervielfaltigungsverfahren von Beispiel 1 und 2 verwendet. Jedoch werden
als selektive Einfang- oder Detekiorsonden M13-Clone verwendet, die etwa 100 Nucleotide zwischen
den Primern erkennen.
_ Die M13-Clone werden durch Subclonierung eines Haelll-Restriktionsfragmentes des rekombinanten
Plasmids pBR322/CMV Hindlll L in den Phagen Vektor M13mp10 in {iblicher Weise erhalten. Die als se-
lektive Einfangsonden zu verwendenden M13-Clone werden unter Verwendung von Photoprobe®-Bio-
tin (Vector Laboratories) mit Biofin modifiziert. Die als selektive Detektorsonden zu verwendenden M13-
Clone werden mit 32P-dCTP unter Verwendung von DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) und Primer-
Verléngerung markiert, so dass die spezifische Aktivitit 2x 108 cpm/ug betrégt; vgl. Hu und Messing,
Gene 17 (1982), S. 271-277.

Jetzt werden 10 Vervielféltigungscyclen von 3x 105 Molekilen (0,5x 10~ Mal} des linearisierten
Plasmids pBR322/CMV Hindlll L durchgefithrt. Zum Nachweis nach der Methode 1 und 2 werden jeweils
2 pMol der ¥2P-markierten, als Detekiorsonde wirkenden Primer P und Py verwendet. Das Vervielf4lti-
gungsverfahren wird gemass Beispiel 1 durchgefilhrt. Zum Nachweis nach der Methode 3 werden
25 pMol der biotinylierten als Einfangsonde wirkenden Primer im Vervielfaltigungsverfahren verwen-
det. Dabei wird die Reaktion wie in Beispiel 2 beschrieben durchgefiihrt. 7

Ergebnisse der Nachweismethode 1: Verwendung einer selektiven Einfangsonde zum Einsammeln der
in Lésung mit den Kopien der nachzuweisenden Nucleinséure gebildeten Hybride.

Bei dieser Nachweismethode werden biotinylierte selektive M13 Einfangsonden zum Einsammeln der
vervielféltigten DNA-Fragmente verwendet. Nach dem letzten Vervielfaltigungscyclus wird das Pro-
bengemisch auf 100°C erhitzt und mit jeweils 2x 109 Molekillen der biotinylierten, selekiiven Anfangs-
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sonden sowie mit NaCl (0,6 M), EDTA (5 mMol) Natriumphosphat (20 mMol) und SDS (0,1%) versetzt.
Angegeben sind die Endkonzentrationen in einem Endvolumen von 100 pl. Das Reaktionsgemisch wird
2 Stunden bei 65°C inkubiert. Die gebildeten Hybride werden an Sireptavidin-Agarose wie in Beispiel 1
beschrieben, abgetrennt, jedoch wird zusétzlich zweimal jeweils 1 Minute bei 50°C mit 15 mM NaCl, 1,5
mM Natriumcitrat und 0,2% SDS gewaschen. Die Radioaktivitdt der abgetrennten Hybride wird gemes-
sen.

Nachweismethode 2: Verwendung von vor der Hybridisierung mit den Kopien der nachzuweisenden Nu-
cleinséure immobilisierten, selektiven Einfangsonden

Bei dieser Methode werden immobilisierte, selektive M13-Sondenmolekiile zum Einfangen der verviel-
faltigten DNA verwendet. Nach den letzten Vervielfaltigungscyclen werden die Proben auf 100°C er-
hitzt. Sodann werden sie mit NaCl (0,6 M), Natriumcitrat (60 mM), Ficoll® (0,02%), Polyvinylpyrrolidon
(0,02%), Rinderserumalbumin (0,02%) und denaturierter Heringspermien-DNA (0,2 mg/ml) versetzt. Wie
angegeben, sind die Endkonzentrationen in einem Endvolumen von 100 pl. Sodann wird jede Probe mit ei-
ner Nitrocellulosefilterscheibe versetzt, an der 5x 1010 Molekille von jedem der selektiven Sondenmo-
lekiile nach dem in der US-PS 4 486 539 beschriebenen Verfahren immobilisiert sind. Das Gemisch wird
2 oder 18 Stunden bei 65°C mit Filtern inkubiert. Nach der Hybridisierung werden die Filter zweimal je-
weils 20 Minuten bei 50°C mit 15 mM NaCl, 1,5 mM Natriumcitrat und 0,2% SDS gewaschen und die an die
Filter gebundene Radioaktivitat wird gemessen.

Nachweismethode 3: Verwendung einer selektiven Detektorsonde zum Nachweis

Bei dieser Methode werden 32P-markierte, selektive M13-Detektorsonden zum Nachweis der verviel-
faltigten DNA verwendet. Die Hybride werden mit Hilfe der als Anfangssonde wirkenden Primer abge-
trennt, die an ihren 5-Enden geméss Beispiel 2 biotinyliert sind. Die vervielféltigten Proben werden auf
100°C erhitzt und mit 2x 108 Molekillen (2x 105 cpm) von jedem der 32P-markierten, selektiven Sonden-
molekile wie bei Nachweismethode 1 mit Salzen versetzt. Die Hybridisierung und die Abtrennung der ge-
bildeten Hybride wird gemass Nachweismethode 1 durchgefiihrt.

Die bei den drei Nachweismethoden erhalienen Ergebnisse werden in Tabelle Il zusammengefasst
und verglichen.

Die Methoden 1 und 3 haben den Vorteil einer hoheren Hybridisierungsgeschwindigkeit in Losung,
verglichen zur Filterhybridisierung bei der Methode 2. Die hochste 32P-Aktivitat wird bei der Methode 3
erhalten, da die selektive Detekiorsonde viele 32P-Atome pro Molekiil enthélt.

Tabelle Il
Methode  Primer Selektives M13-Sonden- Hybridisie-  S2P-Aktivitat
molekil rungszeit, in den Hybrid-
Std. molekilen
. _ (cpm)?
1 92p.markierter Primerals biotinylierte Einfangsonde 2 870

Detektorsonde

2 32p_markierter Primerals ~ immobilisierte Einfangsonde 2 43
Detektorsonde 18 920

3 biotinylierter Primer als 92p_markierte Detektorsonde 2 7800
Einfangsonde

2 Mittel aus drei Messungen (cpm {iber Hintergrund)

Beispiel 6

Vervielfaltigung von Cytomegalievirus-DNA mit biotinyliertem als Detektorsonde wirkenden Primern
und indirekte Bestimmung mit Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase

Bei diesem Beispiel wird die Vervielfaliigung des CMV-Plasmids (pBR322/CMV Hindlll L) mit den als
Detektorsonde wirkenden, biotinylierten Primern P und Pp geméss Beispiel 2 durchgefiihrt. Die in Bei-
spiel 5 beschriebenen M13-Clone werden mit Sulfongruppen modifiziert und als selektive Einfangsonden
verwendet. Die gebildeten Hybride werden in den Bohrungen von Mikrotiterplatten abgeirennt, die mit
Disulfon-modifizierte DNA erkennenden Antikérpern beschichtet sind. Der Nachweis der gebildeten
Hybride wird schliesslich mit einem Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat durchgeftihrt, das
die Biotinreste der Primermolekiile nachweist.
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Die M13-Clone werden durch eine Sulfonierungsreaktion modifiziert. Dabei werden die von der Firma
Orgenics Ltd (Yavne, Israel) empfohlenen Reagenzien und Verfahren verwendet. Polystyrol-Mikroti-
terplatten (Nunc, Dénemark) werden mit 10 pg/ml IgG in 10 mM Natriumcarbonat-Puffer (pH 9,6) {iber
Nacht bei 4°C beschichtet. Das IgG wurde durch Reinigung eines monoclonalen Antikérpers gegen mit
Sulfongruppen modifizierte DNA erhalten (Orgenics Lid.).

Reaktionsgemische enthalten 3x 105 Molekille des linearisierten Plasmids pBR322/CMV Hindlll L
oder Kontrollen ohne Plasmid und 25 pMol von jedem der biotinylierten Primer Pa und Py werden unter
den in Beispiel 1 beschriebenen Bedingungen 10 Vervielfaltigungscyclen unterworfen. Die Proben wer-
den auf 100°C erhitzt und dann mit jeweils 2x 109 Molekillen von jeder der sulfonierten, selektiven Ein-
fangsonden zusammen mit den in Beispiel 5 fiir die Methode 1 angegebenen Reagenzien versetzt.

Das Gemisch wird 2 Stunden bei 65°C inkubiert, mit 100 pl 0,2% Tween 20 verdimnt und in die be-
schichteten Mikrofiterplatten Uiberfithrt. Die Hybride werden 2 Stunden bei 37°C an die Bohrungen der
Mikrotiferplatie gebunden. Das Reaktionsgemisch wird verworfen und die Bohrungen werden jeweils
3mal mit 0,1% Tween 20 in 0,15 molar Natriumchlorid, 20 mM Natriumphosphat (pH 7,5) (PBS) gewaschen.
Es werden 200 pf eines Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugats (Amersham, UK) zugesetzt, das
1:2000 in einer einprozentigen Rinderserumalbumin-Lésung mit 0,1% Tween 20 in PBS verdiinnt ist. Die
Bohrungen der Mikrotiterplatte werden 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Auf diese Weise wird viermal ge-
waschien, Sodann werden 200 pl einer Substratisung, bestehend aus 0,46 mg/ml o-Phenylendiamin,
0,01% H20z2 in 0,1 M Natriumacetatpuffer (pH 5,0) zugegeben. Nach 15 Minuten bef 22° wird die Umset-
zung durch Zugabe von 50 ul 2N H2S04 gestoppt, und die Absorption des farbigen Reaktionsprodukts
bei 492 nm wird mit einem Photospektrometer gemessen. Diese Abtrennungs- und Nachweisverfahren
wurden bereits von Syvénen et al in Nucleic Acids Res. 14 (1988), S. 5037-5048 beschricben.

Die Ergebnisse des Experiments sind in Tabelle IV zusammengefasst. 3x 105 Molekiile {0,5x 10~
Mol} des nachzuweisenden Plasmids sind nach 10 Vervielfaltigungscyclen deutlich nachweisbar,

Tabelle IV

Menge der nachzuweisenden  Absorption bei 492 nm®
Nucleinséure {(Mol)

05x107"8 0,348

0 0,120

2 Mittelwert aus drei Messungen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis von Nucleinséuren durch Hybridisierung, dadurch gekennzeichnet, dass
man dabej als Einfangsonden Primer verwendet, die mindestens einen geeigneten Teil eines Affini-
tétspaares oder mindestens eine spezifische Stelle aufweisen, an die mindestens ein geeigneter Teil ei-
nes Affinitédtspaares gebunden werden kann, welche Einfangsonden in Kopien der nachzuweisenden
Nuclieinséiure eingebaut werden, und sodann die Kopien durch mindestens eine seleklive Detektorsonde
nachweist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man

(a) mindestens einen Primer der nachzuweisenden Nucleinsaure mit mindestens einem Teil eines Affini-

tétspaares oder mit mindestens einer spezifischen Stelle bereitstellt, an der mindestens ein Teil eines

Affinitatspaares gebunden werden kann;

(b) den oder die als Einfangsonde wirkenden Primer mit der einzelstrangigen, nachzuweisenden Nu-

cleinséure unter Bedingungen reagieren lasst, die eine matrizenabhéingige Polymerisationsreaktion

gestatien;

(c) die einzelstrangigen Kopien der nachzuweisenden Nucieinséure, in die die als Einfangsonde wir-

kenden Primer eingebaut sind, mit einer Detektorsonde hybridisiert, die selektiv mit der nachzuwei-

senden Nucleinsgure zu hybridisieren vermag;

(d) die Kopien der nachzuweisenden Nucleinséure, in die die als Einfangsonde wirkenden Primer ein-

gebaut sind, mit Hilfe des anderen Teils des Affinitatspaares abtrennt; und

(e) die vorliegenden selektiven Detektorsonden nachweist, die mit den Kopien der nachzuweisenden

Nucleins&ure hybridisiert haben.

3. Verfahren zum Nachweis von Nucleinséuren durch Hybridisierung, bei dem man als Detektorson-
den Primer verwendet, die mindestens eine geeignete, nachweisbare Markierung oder mindestens eine
spezifische Stelle aufweisen, an die mindestens eine geeignete, nachweisbare Markierung gebunden
werden kann, welche Detektorsonden in Kopien der nachzuweisenden Nucleinséuren eingebaut werden,
dadurch gekennzeichnet, dass man die Kopien der nachzuweisenden Nucleinséuren, in die die Detektor-
sonden eingebaut sind, zuerst mit mindestens einer selektiven Einfangsonde hybridisiert, das gebildete
Hybrid mit Hilfe der Einfangsonde abtrennt und sodann das vorliegende Hybrid nachweist.

10
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4, Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man

(a) mindestens einen Primer der nachzuweisenden Nucleinsdure mit mindestens einer nachweisbaren

Markierung oder mindestens einer spezifischen Stelle bereitstellt, an die mindestens eine nachweis-

bare Markierung gebunden werden kann;

(b) den oder die als Detekiorsonde wirkenden Primer mit der einzelstréngigen, nachzuweisenden Nu-

cleinséure unter Bedingungen reagieren lasst, die eine matrizenabhingige Polymerisationsreaktion

gestatten;

(c) die einzelstréingigen Kopien der nachzuweisenden Nucleinséure, in die die als Detektorsonde wir-

kenden Primer eingebaut sind, mit einer Einfangsonde hybridisiert, die selektiv mit der nachzuweisen-

den Nucleinsdure zu hybridisieren vermag;

(d) die Kopien der nachzuweisenden Nucleinséure, in die die als Detektorsonde wirkenden Primer ein-

gebaut sind, mit Hilfe der selektiven Einfangsonde abtrennt; und

(e) die vorliegenden Kopien der nachzuweisenden Nucleinséuren riachweist.

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die selektive Einfangsonde
mindestens einen Teil eines Affinitdtspaares oder mindestens eine spezifische Stelle aufweist, an die
mindestens ein Teil eines Affinitdtspaares gebunden werden kann.

6. Reagenzienkombination zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 3 zum Nachweis von
Nucleinsauren, dadurch gekennzeichnet, dass sie folgende Bestandteile enthalt:

(a) als Detektorsonde mindestens einen Primer einer nachzuweisenden Nucleinséure, der mindestens

eine nachweisbare Markierung oder mindestens eine spezifische Stelle aufweist, an die mindestens

eine nachweisbare Markierung gebunden werden kann; und

(b} mindestens eine Einfangsonde, die selektiy mit der nachzuweisenden Nucleinsiure zu hybridisie-

ren vermag und mindestens einen Teil eines Affinitdispaares oder mindestens eine spezifische Stelie

aufweist, an die mindestens ein Teil eines Affinitatspaares gebunden werden kann.

7. Reagenzienkombination zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 1 zum Nachweis von
Nucleinsauren, dadurch gekennzeichnet, dass sie folgende Bestandteile enthalt:

(2) als Einfangsonde mindestens einen Primer einer nachzuweisenden Nucleinsdure, der mindestens

einen Teil eines Affinitatspaares oder mindestens eine spezifische Stelle aufweist, an die mindestens

ein Teil eines Affinitatspaares gebunden werden kann; und

(b} mindestens eine Detektorsonde, die selektiv mit der nachzuweisenden Nucleinséure zu hybridisie-

ren vermag und mindestens eine nachweisbare Markierung oder mindestens eine spezifische Stelle

aufweist, an die eine nachweisbare Markierung gebunden werden kann.

8. Besteck zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 3 zum Nachweis von Nucleinsauren,
dadurch gekennzeichnet, dass es die folgenden Bestandteile enthélt:

(a) als Detekiorsonde mindestens einen Primer einer nachzuweisenden Nucieins&ure, der mindestens

eine nachweisbare Markierung oder mindestens eine spezifische Stelle aufweist, an die mindestens

eine nachweisbare Markierung gebunden werden kann;

(b) mindestens eine Einfangsonde, die selektiv mit der nachzuweisenden Nucleinsaure zu hybridisie-

ren vermag und mindestens einen Teil eines Affinitétspaares oder mindestens eine spezifische Stelle

aufweist, an die mindestens ein Teil eines Affinitatspaares gebunden werden kann;

(c) ein Geféss, enthaltend mindestens ein Reagens zur mairizenabhiéngigen Polymerisation; und/oder

(d) ein Geféss mit den vier Desoxynucleosidtriphosphaten; und/oder

(e) eine Einrichtung zur Durchftihrung der Polymerisation und der Hybridisierung; und/oder

{f) eine Einrichtung zum Abtrennen der Kopien der nachzuweisenden Nucleinséure; und/oder

() eine Einrichtung zum Nachweis der Markierung.

9. Besteck zur Durchfilhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 zum Nachweis von Nucleinséuren,
dadurch gekennzeichnet, dass es die folgenden Bestandteile enthélt:

(a) als Einfangsonde mindestens einen Primer der nachzuweisenden Nucleinséure, der mindestens ei-

nen Teil eines Affinititspaares oder mindestens eine spezifische Stelle aufweist, an die mindestens

ein Teil eines Affinitatspaares gebunden werden kann;

(b} mindestens eine Detektorsonde, die selektiv mit der nachzuweisenden Nucleinsdure zu hybridisie-

ren vermag und die mindestens eine nachweisbare Markierung oder mindestens eine spezifische Stel-

le aufweist, an die mindestens eine nachweisbare Markierung gebunden werden kann;

(c) ein Gefass, enthaltend mindestens ein Reagens zur matrizenabhéngigen Polymerisation; und/oder

(d) ein Gefass mit den vier Nucleosidtriphosphaten; und/oder

(e) eine Einrichtung zur Durchfithrung der Polymerisation und der Hybridisierung; und/oder

(f) eine Einrichtung zur Abirennung der Kopien der nachzuweisenden Nucleinséure; und/oder

(9) eine Einrichtung zum Nachweis der Markierung.
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CH 677 285 A5

Pa' 57-PGC TCT GGC ATT TGC ATG
Pb: 57-GAG GCT GAC AGC CCA TTC
S 5'-CAT TTC CGT CGT TCG AGG TGG AGT CAT TGC

Fig. 1
A 57 3e
Sy «Fa
B 3’ 57
P_: 5'-GAA CAT GTA GTC GGC CAC GG
Pb: 57-AGC TCT TTC CCG GCC TGG CT
Syt 5r_ACG TCG CGA GGA CAG CGC CG
5,2 57-ATG AGC AGC GCC GCC GCC GT
Fig. 2
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