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(57) Sammendrag:

RNA-transkripter, fremgangsmade til fremstilling deraf, even-
tuelreplikation og anvendelse, ti1 opnaelse af onsket for-
starkning og pavisning af tilsvarende (i sekvens) malnuklein-
syresekvens. Transkripterne svarer i sekvens til en malnu-
kleinsyresekvens indeholdt i en oprindelig preve blandt en
blanding af nukleinsyrer, og derfor tilvejebringer tilstede-
verelsen af transkripterne i forstarket form pavisning deraf,
og saAledes ved overensstemmelse hermed in vitro -eller. x-vivo
pavisning af tilstedevarelsen af malnukleinsyresekvens i pro-

ven.
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Den foreliggende opfindelse angar generelt fremskridt inden

for molekylbiologi og molekylgenteknologi.

Nzrmere bestemt angir den foreliggende opfinde]se hidtil
ukendte fremgangsméder' indeholdende nedvendige reagen-
ser og midler til forsgelse af in vitro eller x-vivo kopian-
tallet, dvs. forstarkning, af i det mindste et udvalgt segment
(sekvens) af nukleinsyre eller dets komb]ement eller hybridi-
serende homologe segment i en prove omfattende en eller flere

nukleinsyrer, som kan indbefatte RNA, DNA eller begge.

Blandt de anvendelser, hvor fremgangsmaderne " ifelge
den foreliggende opfindelse finder anvendelse er 1) ved ana-
lyser af 1egemsva$ker—og -vav til pavisningen af specifikke
nuk1einsyresekvenser, som er karakteristiske for en genetisk
eller patoéen sygdom eller tilstand ved in vitro ellier x-vivo
nukleinsyresondehybridiseringsanalyser, og 2) ved den selek-
tive kloning af enkelt-kopigener eller sjazldne gener eller

gener, som udtrykkes il1i11e m&ngde.

Meget af arbejdet inden for molekylbiologi, molekylgenteknolo-
gi og anvendelser deraf, sasom f.eks. nuk]einsyresondehybridi-
seringsanalyser for blodbarne patogener eller mangelfulde ge-
ner, involverer péﬁisningen eller isoleringen af en bestemt

nukleinsyresekvens. Et fundamentalt problem inden for dette

‘arbejde er at pavise eller isolere og derefter kvantitets-

bestemme en nukleinsyresekvens, som har interesse. >Det har
varet et vanskeligt problem, da biologiske materialer, sasom
cellekulturer, vavsstoffer og blodprever typisk er sammensat
af en kompleks blanding af RNA- og DNA-entiteter, hvoraf for
det meste kun en meget 1ille fraktion har en sekvens, som har

interesse.

Praktiske anvendelser af nukleinsyresondehybridiseringsanaly-
ser har faktisk varet begraznset péa grund af, at analysernes
felsomhed, nar de blev udfert sammen med reagenser, som er

egnede til rutinebrug, og i lebet af acceptabelt korte tidsrum
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er for ringe til at pavise sekvenser, som har interesse, i de
lave koncentrationer, hvorved de forekommer i virkelige pre-

ver.

5 Problemet med pavisning af en nukleinsyresekvens, som har in-
teresse ("malsegment™) og som er til stede i en lav koncen-
tration i en kompleks blanding af nukleinsyrer, er blevet an-

grebet pa to fundamentalt forskellige mader. .

10 Ved den forste metode &ndres mangden af nukleinsyre (omfatten-
de malsegmentet) i en prove ikke, men i stedet sattes et sig-
nalfrembringende system i forbindelse med malisegmentet og
frembringer et paviseligt signal, som reprasenterer antallet
af malsegmentmolekyler. F.eks. forbindes en nukleinsyresonde,

15 som har en sekvens, der er komplementazr til sekvensen af et
undersegment af malsegmentet, til et enzym, sasom alkalisk
phosphatase og blandes med preven under hybridiseringsbetin-
gelser, som vil bevirke hybridisering mellem sonden og malseg-
mentet (men ikke vesent]igtvme11em sonde og andre nukleinsyre-

20 sekvenser i proven). Efter fjernelse af enzymforbundet sonde,
som ikke hybridiserede, tilsazttes et chromogent substrat for
alkalisk phosphatase under passende forhold og i princippet
fremstilles et stort antal paviselige, farvede molekyler hur-
tigt for hvert sondemolekyle, som er hybridiseret til malseg-

25 ment.

Adskillige andre systemer til pavisning af nukleinsyresekven-
ser uden andring af mangden af malnukleinsyre i preven er
kendt inden for omradet. Et andet eksempel er den almindeligt
30 anvendte markning af en nukleinsyresonde med radioaktive ato-
mer, sasom 32p og derefter pavisning af sonde, som er hybridi-~
seret til mal via forstarket signal, som er initieret ved hen-
fald af de radioaktive kerner. Endnu et andet eksempel invol-
verer, at(man til en sonde for malsegmentet binder en anden
35 nukleinsyre, som er i stand til replikation, s&ledes at den
let kan pavises ved hjalp af kendte teknikker. Der kendes vis-

se RNA'er, som er modtagelige for (autokatalytisk) replikase-




10

15

20

25

30

35

DK 175614 B1

induceret replikation af en bestemt polymerase, sasom bakte-
ribfag-RNA—afhangig RNA-polymerase, sasom Qf-replikase og re-
plikasen fra bromemosaikvirus (BMV). I et sadant system er
badde en RNA-sekvens og RNA'et med kompliementar sekvens skabe-
loner for replikation af RNA-polymerasen. Saledes foreges
mengden af replikeret RNA eksponentielt med tiden {(s& lange,
at antallet af RNA¥skabeloanIeky1er ikke overstiger antallet
af RNA-polymerasemolekyler i et system). Se Miele et al., J.
Mol. Biol. 171, 281 (1983). Et system, hvori en sonde for et
m&lsegment er forbundet til RNA, som er i stand til at blive
replikeret ved hjalp af3Qﬁ-rep]ikase, er beskrevet af Chu et
al., Nucl. Acids Res. 14, 5591v(1986), og det af BMV-replikase
af March et al., Positive Strand RNA Viruses, Alan R. Liss
(publr.; New York) (1987; -Proceedings of UCLA Symposium,
1686) .

Den forste metode har to alvorlige ulemper. For det ferste er
kopiantallet af malsegment i mange tilfalde i en prove af
praktisk sterrelse sa lav, at selv med rimeligt hurtig signal-
frembringende systemer, er tidsrummet, som er ngpdvendigt for
at frembringe et paviseligt signal, dvs. signifikant over bag-
grund,'upraktisk lang. Dernast forekommer signalfrembringelse
i alt vasentlig i den samme grad fra "bagrunds”"-signalfrem~
bringende molekyler som fra signalfrembringende molekyler, som
er forbundet med madlet. .I en hvilken som helst analyse for et
malsegment er et signal, som skyldes "baggrund" ikke til at
undga. Dvs. der vil ufravigeligt vare noget af signalet, som
skyldes sonde, som ikke-specifikt klazber 'til filtre eller
andre faste barere e11er'hybridiserer ti]lsegmenter med se-
kvenser, som ngeje ligner ma1segmenfets. Hvis malkopiantallet
er for lavt, vil det tidskonstante forhold mellem signal fra
mal samt baggrund (dvs. "signal") og signal fra baggrund (dvs.
"stej") vaere for lavt til signifikant at vare paviseligt over
baggrund. Disse og andre ulemper har fort til, at fagfolk in-
den for omradet har forssgt at angribe problemet med pavisning
af et malsegment, som er til stede i en lav mangde i en kom-

pleks blanding af nukleinsyrer, pad en anden made.
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Denne anden madde er fundamentalt anderledes og involverer for-
ggelse af kopiantallet af selve mialsegmentet, fortrinsvis til
en grad sterre end den af andre sekvenser i en prove, isar si-
danne, som muligvis fejlagtig ville blive pavist som malseg-
5 ment pA grund af ligheder i sekvens. Eksempler pa denne anden
madde omfatter forskellige dyrkningsteknikker, hvor cellerne,
som indeholder madlisegmentet, fis til at foregges 1i-antal, til
tider hurtigere end -antallet af andre celler, eller hvor be-
stemte nukleinsyrer (f.eks. plasmider, R&A'er) deri med dispo-

10 neret malsegment fa&s til at forpges i antal.

Ulemperne ved sadanne dyrkningsteknikker er, at de er -besver-
1i§e og problematiske og tidsforbrugende, og giver udslag i
det uundgaelige: andre nukleinsyrer end de, som omfatter mal-
15 segment forgges samtidigt 4 kopiantal, og "baggrund" foroges
sdledes potentielt. En anden ulempe er den resulterende vakst
af potentielt farlige organismer som et nedvendigt trin til at

opna forstarkning.

20 Et andet eksempel pa denne anden made er forstarkning af et
DNA-madlsegment ved hjalp af en sdkaldt "polymerasekadereak-
tion" ("PCR"). Denne teknik er en Jant tilpasning af kendte
naturligt forekommende processer, som sker ved replikations-
processen af f.eks. enkelt—strengede DNA-genomer af visse

25 virusentiteter og reprasenterer i alle tilfalde en anvendelse
peslzgtet med cDNA-fremstilling ala Hong, Bioscience Reports
1, 243 (1981); Cooke et al., J. Biol. Chem. 255, 6502 (1980);
og Zoller et al:, Methods in Enzymology 100, 468-500 (1983).
Ved denne teknik foreoges et bestemt segment i kopiantal ekspo-

30 nentielt med et antal cyklusser, som hver medferer (1) hybri-
disering af en DNA-primer til et 3'-terminalt undersegment af
hver af mdlsegmentet og dets komplement (dvs. segmentet med en
sekvens komplementar til sekvensen af madlsegmentet), (2) for-
lengelse af hver af primerne med en DNA-polymerase, og {3)

35 at gere enkelt-strenget ved termisk denaturering af duplexer-
ne, som er et resultat af trin (2). Denne teknik er beskrevet

i Saiki et al., Science 230, 1350 (1985) og Mullis et al.,
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europaisk patentansegning med publikationsnummeret 200362 og
201184, Se ligeledes US patentskriftet nr. 4.683.195 og
4.683.202. Saledes kan kopiantallet af et mdlsegment foreges
med en faktor p& ca. 10° ved anvendelse af teknikken i 20
cyklusser i lgbet af ca. 3 timer. Pa& grund af, at kun de seg-
menter, hvortil en specifik primer hybridiserer med en til-
strakkelig stabilitet til at initierevkadeforlangeTSe af poly-
merasen til dannelse af kompiementen, og som har en komple-
ment, hvortil en anden specifik primer hybridiserer p& lignhen-
de made.  til opnaeise af maisegment ved kadeforlangelise, for-
gges de eksponentielt i kopiantal, mens andre ikke-malsegmen-
ter, som ikke fejlagtigt er hybridiseret med den anvendte
primer, foreges, hvis overhovedet, hejst lineart i kopiantal
som en funktion af antallet af cyklusser. Polymerasekzdereak-
tionsteknikken kan i hej grad forege ikke kun kopiantallet af
malsegment, men ogs& forholdet mellem mazngden af malsegment og

mangden af bagrundsforadrsagende segmenter i en prove.

Det folger selvsagt, at denne anden made kan anvendes pa en
preve i forbindelse med anvendelse af den forste made anvendt
med det forstarkede malsegment til tilvejebringelse af et

endnu starkere pavisningssignal.

En yderligere udvikling af den anden made er beskrevet i EP-A-031029, der tilherer |
den kendte teknik 1 kraft af Artikel 54(3) EPC. Fremgangsmaéden indbefatter frembrin- |
gelse af et dobbeltstrenget DNA-mellemprodukt omfattende en promotor efterfulgt af "
en malsekvens. Dette mellemprodukt‘anvendes sd ti] at fremstille mangfoldige RNA-

kopier ved brug af en RNA-polymerase.
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6

Det er formadlet med den fore]iggende opfindelse at leose pro-
blemerne, som den kendte teknik har behandiet, og at overkomme
de ulemper, som er specificeret i forbinde1se med tidligere
forskerers bestrabelser p4 at lese disse problemer. Det er et
yqerliggre forma1 med den foreliggende opfindelse at tilveje-
bringe en ligefrem teknik, som kan udnyttes i lebet af et ac-
ceptabelt kort tidsrum under anvendelse af hensigtsmassigheden
ved kendte reagenser og med den nedvendige pracision til at né&
ensartede videnskabe1ige resu1tater.vEn teknik, som kan anven-
des i et reproducerbart analysemilje, og som kan tilpasses til
10 brug i st til laboratorieanalyser/kliniske analyser.

Det er saledes ét Formal med den foreliggende opfindelse at

forege paviseligheden af bestemte nukleinsyresekvenser (mal-
segmenter) ved forstarkning af malsekvenserne i et in vitro-

eller x-vivo-system, der ikke har de ulemper, som indtil nu er
opstidet ved bestrzbelser inden for den kendte teknik. '
15 .
Den foreliggende opfindelse angadr en hidtil ukendt teknik til
udovelse af den anden metode til pavisning af et maisegment,
som er til stede i en lav koncentration i en kompleks:blanding
af nukleinsyrer. Den udnytter et hidtil ukendt RNA-transkript-
produktionstrin i forbindelse med og hidrgrende fra en synte-
20 tiseret dobbelt-strenget cDNA-kopi af maisekvensen som en
fu1dstandig cyklus. Der kan anvendes flgre cyklusser. P& grund
af, at transkriptionstrinnet er det dominerende nyhedsaspekt
er det hensigtsmassigt refereret til heri som et tran;krip-
tionsbaseret forstarkningssystem (TAS), Den hidtil ukendte
teknik ifelge den foreliggende TAS-opfindelse resulterer i
hurtig foregelse i kopiantal af et udvalgt malsegment ved at
gere brug af to egenskaber hos DNA-afhangig RNA-polymerase:
(1) vesentlig initiering af transkription udfra kun et 1lille

25

antal sekvenser, som er specifikke for hver polymerase, se
f.eks. Brown et al., Nucl. Acids Res. 14, 3521 (1986); og (2)
hurtig fremstilling af et stort antal transkripter fra hver

30 kopi af en promotor {typisk 102-104>per time) genkendt af en
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RNA-polymerase. Se Milligan et al., Nucleic Acids Res. 15,
8ﬁ83 (1987). Teknikken ifelge den foreliggende opfindelse kan
ogsa udnytte egenskaben hos RNA'er sammen- med visse sekvenser
til at blive hurtigt (autokatalytisk) replikeret ved hjelp af
RNA-afhangige RNA-replikaser. Se ogsad Miele et al., supra.
Endvidere tilvejebringer den en standardiseringsteknik, som

ger entydig maling af mangden af mal-DNA til stede i en prove

mulig.

Den foreliggende opfindelse (med mindre induceret {autokata-
lytisk) repliikation anvendes) giver et enkelt-strenget RNA-
transkript eller, nar der ikke tages skridt til at forhindre
dets ‘dannelse, et RNA-DNA-duplex dannet derfra, som ‘har et
undersegment, der har m&lsegmentets sekvens, eller sekvensen,

som er kompiementazr til mdisegmentets sekvens, og som er til
stede i stort overskud i forhold til nukleinsyre med et under-

segment af komplementzr sekvens. Dette overskud indledningsvis
af et enkelt-strenget RNA-transkript er fordelagtigt i visse
metodef til pavisning af forstarket produkt med en market nu-
kleinsyresonde pa& grund af, at der kun er 1lidt segment med
komplementar sekvens til stede til af konkurrere med sonde om
hybridisering til det forstarkede produkt. Endvidere afstryges
det enkelt-strengede RNA-transkriptprodukt heraf mere eller
mindre kontinuert og giver direkte paQisning af malsegment
uden ngdvendigheden af besvarlige fejltilbesjelige gentagende
PCR-cyklusser og strengadskillelse. Sadanne fordele tilveje-
bringes ikke ved hjazlp af PCR-teknikken, som giver dobbelt-
strenget DNA (hvoraf en streng omfatter malsegment, og hvoraf
den anden streng omfatter komplement af malsegment), som skal
adskilles for pavisning og kun efter et stort antal gentagne
cyklusser, som er nosdvendige for at na acceptable forstark-

ningsmangder.
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Teknikken ifslge den foreliggende opfindelse tilvejebringer
forstarkning af et udvalgt malsegment i en udstrekning i det
5 mindste lige s& stor som ved PCR-teknikken i lpbet af ca. det
samme tidsrum, men pa en langt simplere og mere reducerbar

made og forskellig fra naturligt forekommende processer eller

anden teknik.

10 I overensstemmelse med den foreliggende opfindelse ér der specielt anvist en frem-
gangsmade til forstzrkning (dvs. mangfoldiggerelse eller amplifikation) af en mél-

nukleinsyresekvens i en preve indeholdende nukleinsyre, omfattende:

1)  hybridisering af en ferste enkeltstrenget DNA-primer med nazvnte malnukleinsy-

15 resekvens, hvor navnte primer omfatter en promotorsekvens, som med en se-

kvens af 0 til 100 nukleotider er bundet til en sekvens af nukleotider, der er kom-
plementzre med 3'-enden af nevnte malsekvens, idet n@vnte komplementzre se-

kvens i det mindste har en leengde pa 10 nukleotider,

20 2) forlzngelse af nevnte forste primer, som er hybridiseret i overensstemmelse med
trin (1), ved en reaktion, der er katalyseret med en DNA-polymerase, til dannelse

af en forste komplementar DNA-sekvens,

3)  adskillelse af duplexen dannet i trin (2) i enkeltstrenge,
25 |
4)  hybridisering af en anden enkeltstrenget DNA-primer, som har en sekvens med 1
det mindste 10 nukleotider svarende til 5'-enden af nzvnte mélsekvens og even-
tuelt en yderligere DNA-sekvens af op til 100 nukleotider, med nevnte ferste
komplementzre DNA-sekvens, |
30
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5)  forlengelse af nzvnte anden primer, der er hybridiseret i overensstemmelse med
trin (4), ved en reaktion, som er katalyséret med en DNA-polymerase, til dannelse

af en anden komplementzr DNA-sekvens og

6) anvendelse af det dobbeltstrengede DNA-produkt fra trin (5) til fremstilling af en
mengde RNA-transkripter, der er komplementere med nzvnte malsekvens, ved
en reaktion, som er katalyseret med en DNA-afhengig RNA-polymerase med

specificitet for promotoren, som er indbefattet i nzvnte forste pnmer.

- Den foreliggende opfindelses opfindere har fundet frem til,

hvorledes DNA-afhangig bakteriofag-RNA-polymerase kan anvendes
ti1 hurtigt at forstarke (dvs. forege kopiantallet af) en ud-
valgt malnuk1einsyresekvens (m&1sekvens eller segment), som er
til stede i en preve af nukleinsyrer. De har endvidere fundet
ud af, hvorledes DNA-afhangig bakteriofag-RNA-polymerase Kkan
anvendes sammen med RNA-afhangig bakteriofag-RNA-polymerase
ti1 opnaelse af det samme resultat. Det har ikke tidligere
veret erkendt, at sadan bakteriofag-RNA-polymerase kunne an-

vendes til dette formal.

Den foreliggende opfindelse omfatter fremgangsmader, som er baseret pa disse opda-

gelser.
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10

Disse fremgangsmader er serligt anvendelige, nar de anvendes i forbindelse med nu-
kleinsyresondehybridiseringsanalyser for en nukleinsyre, som 6mfattcr et mélsegment,
der er forsteerket ifelge den foreliggende opfindelse. Den foreliggende opfindelse om-
fatter siledes fremgangsmader til pévisning af tilstedevarelsen eller fraveret af et seg-
5 ment i en prove af en nukleinsyre, som omfatter et bestemt ségment, ved hjelp af en

sonde hybridiseret til segmentet efter forsterkning ifelge den foreliggende opfindelse.

Til grund for den foreiiggende opfindelse er hidtil ukendte
visse RNA-transkripter, fremsti]?{ng deraf, eventuel replika-
10 tion og brug til opnielse af ensket forstarkning og pavisning
af tilsvarende (3 sekvens) malnukleinsyresekvens. Opfindelsen
udgves i et in vitro- eller x-vivo-milje og anvendes i forbin-
deise med syntesen af en dobbelt-strenget cDNA-kopi af mal-
sekvensen for at fremstille en dobbelt-strenget nukleinsyre-
skabelon, som pa sin side anvendes til produktionl af RNA-
transkripterne. Denne fremgangsmade med dobbelt-strenget cDNA-
syntese og RNA-transkription udger en enkelt cyklus af det
foreliggende transkriptions~baserede forsterkningssystenm
(TAS). Om onsket kan denne cyklus gentages for at opn& endnu
hojere forstarkningsniveauer. I kraft af fremgangsméden, ved
hvilke de fremstilles (og reprod&ceres) svarer transkripterne
{identiske eller komplementazre) i sekvens til en ma&lnuklein-
syresekvens indeholdt i en oprinde1ig‘pr9ve blandt en blanding
af nukleinsyrer og derfor giver tilstedevarelsen af transkrip-
terne i forstarket form pavisning deraf og saledes ved over-
ensstemmelse dermed in vitro- eller x-vivo-pavisningen af til-

stedevarelsen af mélnukleinsyresekvensen i proven.

Den foreliggende opfindelse involverer s&ledes in vitro- eller
x-vivo-pavisning af i det mindste en specifik nukleinsyrese-

Kvens (malsekvens eller segment) i en preve indeholdende nu-




10

15

20

25

30

35

DK 175614 B1

11

kleinsyre. Den fore]iggendé opfindelse omfatter en fremgangs-
made, som omfatter, at man fremstiller en dqbbe1t-strenget
nukleinsyre indeholdende en sekvens, som svarer til en mal-
sekvens operabelt forbundet til en promotor derfor, anvender
den dobbelt-strengede nukleinsyre som en dobbelt-strenget
nukleinsyreskabelon til fremstillingen af en rakke RNA-tran-
skripter derfra, som hver har en RNA-sekvens, som svarer til
malsekvensen, og paviser tilstedevarelsen af RNA-sekvehsen og

ved analogi tilstedevarelsen af malsekvens,

Den foreliggende opfindelse er rettet mod alle fremgangsmader
og mid1er, som er forbundet med fremstillingen og brug af sa-
danne RNA-transkripter. Den foreliggende opfindelse er saledes
rettet mod den eventuelt repetitive fremgangsmade til frem-
stilling af navnte dobbelt-strengede nukleinsyreskabelon, som
defineret ovenfor, hvilken fremgangsmade omfatter, at man til-
vejebringer en ferste nukleinsyreprimer indeholdende en promo-
torsekvens, som er operabel forbundet til en sekvens svarende
til et segment af en malsekvens, som ovenfor defineret, under
passende betingelser hybridiserer den ferste nukleinsyreprimer

med malsekvens i en preve indeholdende nukleinsyre, forlanger

den hybridiserede navnte forste nukleinsyreprimer i en poly-

meraseforlangelsesreaktion komplementzrt til malsekvensen til
dannelse af en tilsvarende duplexnukieinsyre, adskiller du-
plexens strenge, hybridiserer til den fraskilte promotorhol-
dige sekvensstreng under passende betingelser en anden nu-
kleinsyreprimer ved enden modsat promotorsekvensen og for-
langer den hybridiserede navnte anden nukleinsyreprimer i en
po1ymeraséfor1ahge1sesreaktion komp1émentert ti1 den promotor-

holdige sekvens,

Den foreliggende opfindelse er endvidere rettet mod yderligere
og alternative fremgangsmadder og midler til fremstilling. af
den dobbelt-strengede nukleinsyreskabelon (supra), f.eks. en_ i
alt vasentligt enkelt-beholderreaktion, som omfatter, at man
tilvejebringer en ferste nukleinsyreprimer indeholdende en

promotorsekvens, som er operabel forbundet til en sekvens kom-
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plementar til et segment af en malsekvens, og en anden nukle-
insyreprimer med en sekvens, som er identisk med et segment af
en malsekvens, idet primerne svarer til forskellige regioner i
neavnte malsekvens, men ikke elier ikke i alt vaesentligt over-
5 lapper i deres overensstemmelse med malet, og valges saledes,
at et forlangelsesprodukt af en, nar adskilt fra dens komple-
ment, kan tjene som en skabelon for et forlangelsesprodukt af
den anden, bringer en prove indeholdende nukleinsyre omfatten-
de malsekvens i kontakt med primerne under sekventiel hybri-
10 diserings- og étrengseparétionsbetinge]ser for at fremstille

skiftevis forlangelsesprodukter af primerne.

Den foreliggende opfindelse er yderligere rettet mod frem-
gangsmader og midler under anvendelse af den dobbelt-strengede
18 nukleinsyre supra som en skabelon ved frémsti11ingen af en
reakke RNA-transkripter derfra i en reaktion, som er kataly-
seret af en DNA-afhangig RNA-polymerase, som genkender promo-
toren deraf og pavisning og maling af tilstedevarelsen af
navnte RNA-transkripter:
20
Den foreliggende opfindelse er yderligere rettet mod frem-
gangsméder og midler til} standardisering af mangden af pavist
madlsekvens (svarende til mangden af bavist RNA-transkript)
ved yderligere korrelation med tilstedevarelsen af kendt nu-
25 kleinsyre anvendt som en indre standard. Kopiantallet af stan-
darden er bestemt i forvejen, standarden skal udszttes for de
samme betingelser s&ledes forudbestemt under udovelse af op-
findelsen som malsekvensen, og den skal derfor tjene som en
bedeommelsesmetode til bestemmelse af relative mengder tran-
30 skripter, som er fremstillet parallelt af den og af malse-

kvens,

Den foreliggende opfindelse er endvidere rettet mod ydertligere
replikation af opnaede RNA-transkripter, som defineret oven-
38 for, via tilstedevarelsen de;i af replikasegenkendeisessteder.
Dette opnds hensigtsmassigt ved tilvejebringelse den forste

nukleinsyreprimer som defineret ovenfor yderligere bazrende en
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replikasegenkendelsesstedsekvens, fortrinsvis mellem promotor-
sekvensen og sekvens som svarer til madlisekvens og/eller ydér-
ligere indeholdende et replikasegenkendelsessted p& den anden
nukleinsyreprimer defineret ovenfor. Ved efterfslgende tran-
skription indeholder de deraf folgende transkripter replikase-
genkendelsesstedet eller -stederne, saledes at tilstedevarel-
sen af en replikase (i reaktionsomradet eller sattet f.eks.)
(autokatalytisk) - inducerer replikation af transkripterne,
hvilket frembringer yderligere kopier til yderligere at lette

pavisning.

Fig. 1A, 1B og 1C illustrerer en fremgangsmade ifolge den fo-
religgende opfindelse til forstarkning af et madlsegment af en
nukleinsyre (nukleinsyre A), som er en DNA eller RNA, hvor der
fremstilles mange kopier af en ferste RNA (RNA’I)‘med et seg-

ment med en sekvens komplementar til sekvensen af malsegment.

Fig. 2A, 2B og 2C illustrerer den yderligere forstarkning
ifelge den foreliggende opfindelse af et segment af et RNA I,
som er fremstillet, som illustreret i figurerne 1A, 1B og 1C
til fremstilling af mange kopier af et andet RNA (RNA II) med
et segment med en sekvens, som er den samme som sekvensen af
et undersegment af milsegmentet, som blev forstarket til frem-
stilling af RNA I.

Fig. 3 viser autoradiogrammer, der viser forskellige koncen-

~trationer af HIV-RNA forstarket ved hjzlp af TAS samtidig med

en fastsat koncentration af humant B-globinnukleinsyre.

Fig. 4 viser en general strategi, hvorved RNA fremstillet ved
hjalp af en DNA-afhangig RNA-polymerase giver et RNA-molekyle,
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som kan tjene som en skabelon for en RNA-afhengig replikase.

Der henVises til standardbeger inden for molekylbiologi, som
indeholder definitioner og fremgangsmader og midler til ud-

5 evelse af grundlaggende teknikker ifolge den foreliggende op-
findelse, sasom: DNA-sondefremstilling eller primerfrehsti1-

ling omfattende DNA-syntese; hybridiseringsmetodologi omfat-
tende variationer inden for styrke af betingelser til frem-
bringelse af mere eller mindre hybridiseringssikkerhed afhan-

10 gig af graden af homoTogi mellem primeren og en m&l-DNA-se-
kvens; identifikation, isolering eller fremstilling af promo-
torer eller narmere bestemt promotorer eller steder genkendt
af DNA-afhangige bakteriofag-RNA-polymerase og RNA—afhangige_
bakteriefag—RNA-po1ymerase, eller ved anvendelsen af eukaryote

15 systemer, virale DNA- og RNA~afhengige RNA-polymeraser, f.eks.
adenovirusindkodet RNA-polymerase og bromemosaikvirus-RNA-
polymerase; betingelser, som ferer til fremstilling af RNA-
transkripter omfattende s&kaldte transkriptionsforegersekven-

ser; mekanismen og hetodologien for (induceret) replikation;

20 polymerasekadereaktionsmetoder .omfatgende de heri anvendte
reagenser, osv. Se f.eks. Maniatis etAa1., Molecular Cloning:

A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York
(1882) og de forskellige referencer navnt deri; US patent-
skrift nr. 4.683.195; US patentskrift nr. 4.683.202; Hong,

25  Bioscience Reports 1, 243 (1981); Cooke et al., J. Biol. Chenm.
255 6502 (1980); og Zoller et al., Methods in Enzymology 100,
468-500 (1983); Crea et al., Nucleic Acids Res. 8, 2331
{1980); Narang et al., Meth. Enzym. 68, 90 (1879); Beaucage et

al., Tetrahedron Letters 22, 1859 (1981); Brown et al., Meth.

30 Enzym. 68, 109 (1979); Caruthers et al., Meth. Enzym. 154, 287
(1985); Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255, 2073 (1980); Lee

et al., Science 239, 1288 (1988); Milligan et al., Nucleic
Acids Res. 15, 8783 (1987); Miller et al., Virology 125, 236
{1983), Ahlquist et al., J. Mol. Biol. 153, 23 (1981); Miller

35 et al., Nature 313, 68 (1985); Ahlquist et al., J. Mol. Biol.
172, 369 {1984); Ahlquist et al., Plant Mol. Biol. 3, 37
(1984); Ou et al., PNAS 79, 5235 (1882); Chu et al., Nucl.
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Acids Res. 14, 5591 (1986); europaisk patentansegning med pub-
likationsnr. (EPA) 184.809; Marsh et al., Positive Strand RNA
Viruses, sfde 327-336, Alan R. Liss (publ.; New York) (1987;
Proceedings of UCLA Symposium, 1986); Miller et al., J. Mol.
Biol. 187, 537 {(1986); Stoflet et al., Science 239, 491
(1988);: og Murakawa et al., DNA 7, 287 (1988).

Alle de fernavnte publikationer er ved denne henvisning herved

inkorporeret ved henvisning heri.

Ved udtrykket "promotor" mehes en nukleinsyresekvens (natur-
1igt forekommende eller syntetisk fremstillet eller et produkt
af reStriktionsfordajelse), som specifikt genkendes af en RNA-
polymerase, som binder til en genkendt sekvens og indleder
transkriptionsprocesseh, hvorved der fremstilles et RNA-tran-
skript. Den kan eventuelt indeholde nukleotidbaser,; som strak-
ker sig ud over det faktiske genkendelsessted, som tankes at
pibringe yderligere stabilitet over for nedbrydningsprocesser.
I princippet kan en hvilken som helst promotorsekvens anven-
des, for hvilken der er en Kkendt og tiltgangelig polymerase,
som ér i stand til at genkende begyndelsessekvensen. Typisk er
kendte og egnede promotorer sadanne, som genkendes af visseb
bakteriofagpolymerase, s&som bakteriofag-T3, ~-T7 eller -SP6.
Se Siebenlist et al., Cell 20, 269 (1980). Disse er kun ek-

sempler pa sadanne polymeraser, som kan anvendes ved udovelsen

-af den foreliggende opfindelse sammen med dereé forbundne pro-

motorsekvenser.

"RNA-transkriptet” heraf er den ribonukleinsyresekvens, som
fremstilles efter transkriptionsinitiering efter RNA-polyme-
rasegenkendelse af promotorsekvensen (se supra). Fremstillin-
gen af sadanne transkripter er mere eller mindre kontinuert

delvis afhangig af mangden af tilstedevarende polymerase.

Ved udtrykket "primer" menes i den foreliggende sammenhang en
nukleinsyresekvens {(naturligt forekommende eller syntetisk

fremstillet eller et produkt af.restriktionsfordejelse), som
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har tilstrazkkelig homologi med médlsekvensen, séaledes at den
under egnede hybridiseringsbetingelser er i stand til .hybridi-
sering, dvs. biﬁding til mé&lsekvensen. En typisk primer er
mindst ca. 10 nukleotider i 1engdé og mest foretrukket med en

5 lTangde pa ca. 35 eller flere nukleotidbaser og er i dens mest
foretrukne udforelsesformer identisk eller er meget homolog
med madlisekvensen. Se f.eks. EPA 128042 (publiceret 12. decem-
ber 1984).

10 Udtrykket "operabelt forbundet" isar i forbindelse med bindin-
gen af en promotorsekvens inden i en primersekvens refererer
til funktionsdygtigheden af den endelige "dobbelt-strengede
nukleinsyreskabelon" ifelge den foreliggende opfindelse, sale-

_ des at den, skabelonen, er i stand til at fremstille tilsva-

15 rende RNA-transkripter, nir promotoren genkendes af den pas-

sende polymerase - se ovenfor.

Primerforlangeisesreaktionen til fremstilling af en duplex er
kendt per se. Se referencer ovenfor. Polymeraser, som er egne-
20 - de til dette formal, omfatter E. coli-DNA-polymerase I, Kle-
now-fragment af E. coli-DNA-polymerase I, T4-DNA-polymerase,

omvendt transkriptase, osv.

Teknikken ti1 dannelse af et pavisningssignal, sasom via
25 radioaktiv markning eller farvedannelsesmidler under anvendel-
se af et farvefolsomt enzym, er ogs4 velkendt og dokumenteret

inden for omradet. Se diskussionen ovenfor.

Anvendelsen af en "replikase" til (autokatalytisk) replika-
30 tionsinduktion af RNA-transkriptefne ifoelge den fore1iggende
opfindelse er generelt kendt inden for omradet. Egnede eksemp-
ler pa sadanne replikaser, som er énvende1ige ifeolge den fore-
liggende opfindelse, omfatter den s&kaldte QB-virusreplikase,
som genkender visse nukleinsyresekvenssteder ved bade 3'- og
35 5'-enderne af det givne RNA-transkript, og den s&kaldte brome-
mosaikvirus (BMV) savel som a-virusreplikaser, som menes at

genkende nukleinsyresekvenssteder ved 3'-enden af et givent
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RNA-transkript. Disse replikaser tjener til at replikere, dvs,.
reproducere RNA-transkripterne og komplementer for at mangfol-
diggere kopier deraf. N&r et sadant enzym er til stede i reak-
tionsstedet under transkriptionsprocessen, kan det forudses,
at de mange transkripter, som fremstilles under transkription

selv kan undergd replikation for saledes eksponentielt at for-

- pge mangden af RNA-transkriptprodukt.

Indre standardisering er defineret som en fremgangsmade, som
anvendes til: a) at sikre, at TAS-forstarkningsprocessen ikke
har slaet fejl pa grund af en fremgangsmadefejl, og b) male
mengderne af malnukleinsyre i forhold til.en i .forvejen be-
stemt mangde nukleinsyre, som alitid er forbundet med proven,
som har interesse. En s&dan indre standardisering forekommer
ved co-forstarkning af en del af mAlsekvensen savel som en
endogen sekvens ved den samme reaktion. Ved f.eks. at kende
det tilstedeverende celleantal i den biologiske prove, kunne
et enkelt-kopigen (f.eks. B-globin) anvendes som en indre
standard, og da det ikke udtrykkes i form af RNA, er dets be-
gyndelseskopiantal 1ig med to gange det samiede antal celler i
preven. Ved at co-forstarke dele af B—g1obinef og malsekven-
ser, som har interesse, kan forholdene mellem de forstaerkede
signaler sammenlignes for at storrelsesbestemme mengderne af
maisekvens, som har interesse. Da hver celle har to kopier (i
diploide celler) af denne indre standard, uanset hvorvidt den
biologiske prove indeholder separate malsekvenser (f.eks.
HIV), forventes hver prove at ffemstille et positivt forsterk-
ningssignal som et resultat af den indre standard. Se Groudine
et al., Nucleic Acids Research 12, 1427 (1984) og McKnight,
Cell 31, 355 (1982). Se ogsa britisk patentansegning med pub-
likationsnummeret 2187283 A (publiceret 3. september 1987).

Et aspekt ifelge den foreliggende opfindelse er en fremgangs-
made ti) forstarkning af et malnukleinsyresegment med formlen
I
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3'-(forste undersegment)y-(andet undersegment).-(tredje under-

segment)}-5'

5 hvor (ferste undersegmént)t er et nukleinsyresegment med kendt
sekvens pad i det mindste 10 nukleofider, som stoder op til
3'-enden af (andet undersegment)g, (andet undersegment): er et
nukleinsyresegment hed 0 eller flere nukleotider, og (tredje
undersegment), er et nukleinsyresegment med kendt sekvens pa i

10 det mindste 10 nukleotider, som steder op til 5'-enden af (an-
det undersegment),, hvilken fremgangsmide omfatter, at man:

(1) til1 (ferste undersegment)y af mé]segmentef hybridiserer en
forste primer, som er et enkeltstrenget ONA, som omfatter et

15 3'~terminalt undersegment med formien II

5'-(promotor),-(variabelt undersegment)q-
(3'-primer-undersegment)l-s’
II
20
hvor (promotor)l er et enkelt-strenget DNA-segment med sekven-
sen af plus-strengen af en DNA-afhzngig RNA-polymerasespecifik
bakteriofagpromotor, (variabelt undersegment); er et enkelt-
strenget DNA-segment med 0 ti) 100 nukleotider, som steder op
25 ti1 det 3'-terminale nukleotid i_(promotdr)1 og det 5'-termi-
nale nukleotid af (3'-primer-undersegment), og (3'-primer-un-
dersegment)l er et enkelt-strenget DNA-segment med i det mind-
ste 10 nukleotider med en sekvens, som er Kkomplementar til
sekvensen af et undersegment af (ferste undersegment),, som
30 afsluttes med det 3'-terminale nukleotid af (ferste underseg-
ment),, idet navnte (promotor); steder op til 5'-enden af
navnte (3'—primer-undersegment)l,‘hvis navnte (variabelt un-

dersegment)l har 0 nukleotider;

35 (2) forlanger den forste primer, som er hybridiseret i over-
ensstemmelse med trin (1), i en reaktion, som er katalyseret

af en ferste DNA-polymerase ti) fremstilling af et forste kom-
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plementart DNA-segment, som omfatter et undersegment med form-

len III

5'-(promotor)i-(variabelt undersegment) -
(forste undersegment)¢.-(andet undersegment)¢c-
(tredje undersegment)¢po-3',

I11

hvor (fsrste undersegment)¢. er DNA-segmentet med sekvensen
komplementer til sekvensen af (ferste undersegment):, (andet
undersegment)¢c er DNA-segmentet med sekvensen komplementar
til sekvensen af- (andet undersegment)y, og (tredje underseg-
ment)t. er DNA-segmentet med sekvensen komplementar til se-
kvensen af (tredje undersegment):, forudsat at, hvis malseg-
mentet er et RNA-segment, er navnte feorste DNA-polymerase en

omvendt tﬁanskriptase;

(3) ger den ved reaktionen i trin (2) dannede duplex enkelt-

strenget;

"(4) til1 (tredje undersegment}{, af det forste komp1eﬁenfere

DNA med formlen (III) hybridiserer en anden primer, som er et
enkelt-strenget DNA med i det mindste 10 nukleotider med form-
len {1IV)

3‘-(5'-primer-undersegment)z—(variabe]t undersegment),-5',
IV '

hvor (5'-primer-undersegment), har sekvensen af et underseg-
ment af (tredje undersegment)¢, som éfs]uttes‘med det 5'-ter-
minale nukleotid af (tredje undersegment):, og hvor (variabelt
undersegment), er et segment med 0 til 100 nukleotider, som

stoder op til 5'-enden af (5'-primer-undersegment)y;

(5) forlanger det andet primersegment, som er hybridiseret i

overensstemmelse med trin (4) ved en reaktion, som katalyseres

“af en anden DNA-polymerase til dannelse af et andet kompiemen-

tart DNA-segment, som omfatter et undersegment med formlen (V)
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§'-(variabelt undersegment)z-(tredje undersegment)s-(andet
undersegment)t-(ferste undersegment)i-(variabelt under-
segment)j.-{promotor)y.-3",

' Vv

hvor (variabelt undersegment)i. er DNA-segmentet med sekvensen
komplementer til sekvensen af (variabelt undersegment); og
(promotor)i. er DNA-segmentet med sekvensen komplementar til
sekvensen af (promotor)y, forudsat at den anden DNA-polymerase
10 er den samme som eller forskellig fra den forste DNA-poiymera-

se, 09

{(6) anvender det dobbelt-strengede produkt fra trin (5) som
skabelonen ved en reaktion, som katalyseres af en fosrste DNA-
15 afhangig bakteriofag-RNA-polymerase, som genkender promotoren,
hvoraf en streng er (promotor); til fremstillingen af‘ef for-

ste RNA-produkt med formlen (VI)

5'~-(variabelt undersegment)q.-(forste undersegment)icp-
20 {andet undersegment)i.r-(tredje undersegment)i -
variabelt undersegment),..-3'
VI '

hvor {variabelt undersegment)lf er RNA-segmentet med sekvensen
25 af (variabelt undersegment)l, (ferste undersegment)¢.. er RNA-
segmentet med sekvensen kompTementer til sekvensen af (ferste
undersegment)y, (andet undersegment)i.. er RNA-segmentet med
sekvensen komplementer til sekvensen af {andet undersegment)y,
(tredje undersegment)... er RNA-segmentet med sekvensen kom-
30 plementar til sekvensen af (tredje undersegment); og (varia¥
belt undersegment);.. er RNA-segmentet med sekvensen komple-

mentar til sekvensen af (variabelt undersegment),.

Ifolge et andet af den foreliggende opfindelses aspekter om-

35 fatter den en fremgangsmade, hvor (forste undersegment),; har
en Jlangde pd8 i det mindste 10 nukleotider og har formlen
(XIII)
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3'-(ferste undersegment)so-(forste undersegment)¢1-5",
XIII

hvor (ferste undersegment)yp har 0 eller flere nukleotider og
hvis flere end 0 stoder op til 3'-enden af (ferste underseg-
ment)tl og (ferste undersegment)gq ha% en 1langde pa 1§ det
mindste 10 nukleotider, hvor (tredje undersegment); har form-

len X1V

3'-(tredje undersegment)yq-(tredje undersegment)¢o-5,
' X1v

hvor {tredje undersegment)s, har O eller flere .nukleotider, og
hvis flere end 0 steder op til 5'-enden af (tredje underseg-
ment)¢q, 09 (tredje undersegment}¢q har en lezngde pa i det
mindste 10 nukleotider, hvor (3'—primer-undersegment)l har se-
kvensen komplementar ti1 sekvensen af et undersegment af m&l-
segment, som bestar af hele (feorste undersegment);, og 0 eller
flere nukleotider af (ferste undersegment)¢q, hvor (5‘-primér—
undersegment), er et undersegment, som bestar af hele (tredje

undersegment)is og 0 eller flere nukleotider af (tredje under-

.segmént)tl, og hvorefter trin (1) til (6) supra, RNA-segmentet

med formlen VII

5‘-(faﬁste undersegment)¢yop-(andet undersegment)tcr-

(tredje undersegment)yycp-3’
VII

hvor (ferste undersegment)iicr ©r RNA-segmentet med sekvensen
komplementar til sekvensen af (feorste undersegment)tl og
{(tredje undersegment)ii., er RNA-segmentet med sekvensen kom-
plementar til sekvensen af (tredje undersegment)q, yderligere
forstarkes ved hjalp af en fremgangsmade, som omfatter, at

man:

(7) til det forste RNA-produkt-med formlen (V1) hybridiserer
en tredje primer, som er et enkelt-strenget DNA, som omfatter

et 3'-terminalt undersegment med formlen VIII
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5'-{(promotor)z-(variabelt undersegment)s-
(3'-primer-undersegment)3-3"',
VIII

S hvor (promotor); er et enkelt-strenget DNA-segment med sekven-
sen af plus-strengen af en DNA-afhangig RNA-polymerasespecifik
bakteriofagpromotor, idet sekvensen af (promotor); er den sam-
me som eller forskellig fra sekvensen af (promotor)l, {varia-
belt undersegment); er et enkelt-strenget DNA-segment med 0

10 til 100 nukleotider, som steder op til det 3'-terminale .nu-
kleotid i (prohotor)3 og det 5'-terminale nukleotid i (3'-pri-
mer-undersegment)s, og (3'-primer-undersegment)3 er et enke]t-
strenget DNA-segment, som har den samme sekvens som (tredje
undersegment)¢y, og steder op til det 3'-terminale nukleotid

15 i (promotor)g, hvis'(variabeTt undérsegment)3 har 0 nukleoti-

der;

(8) forlanger den tredje primer hybridiseret i overensstem-
meise med trin (7) ved en reaktion katalyseret af en tredje
20 DNA-polymerase, som er en omvendt transkriptase og er den
samme som eller forskellig fra den forste og anden DNA-poly-
merase, til fremstilling af et tredje komplementzrt DNA-seg-

ment, som omfatter et 3'-~terminalt undersegment med formlen IX

256 5'-(promotor)y-~(variabelt undersegment) -
{tredje undersegmenf)tl—(andet undersegment) -
(forste undersegment)tl—(farste undersegment) o=

(variabelt undersegment),-3"'

IX
30
hvor (variabelt undersegment)ic er det DNA med sekvensen kom-
plement®r til sekvensen af (variabelt undersegment)l;
(9) geor den véd reaktionen i trin (8) dannede duplex enkelt-
35 strenget;

(10) til1 det tredje komplementzre DNA, som er fremstillet ved

reaktionen i trin (8), hybridiserer en fjerde primer med form-
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lten X

5'-(variabelt undersegment)4-(5‘-primer—undersegment)4
X

hvor (variabelt undersegment)y er'et segment med 0 til 100 nu-
kleotider og (5'-primer-undersegment)y er et undersegment med
kendt sekvens, som steder op til 3'-nukleotidet i (variabelt
undersegment), hvis (variabelt undersegment), har flere end 0
nukleotider, og som omfatter i det mindste 10 nukleotider af

segmentet med formlen XX

5'-{(variabelt undersegment})i-(ferste undersegment)¢oo-(farste

undersegment)}¢yc-3'
XX

hvor (ferste undersegment)izc er DNA-segmentet med sekvensen
komplementar til sekvensen af (ferste undersegment)¢z og (fer-
ste undersegment)¢yic er DNA-segmentet med sekvensen komplemen-
ter til sekvensen af (forste undersegment)iq, forudsat at i
det mindste en af navnte i det mindste 10 nukleotider er ved

eller 5' fra det 5'-terminale nukleotid i (forste underseg-

ment)tlc,

(11) forlanger den fjerde primer, som er hybridiseret i over-
ensstemmelse med trin (10), ved en reaktion katalyseret af en
fjerde DNA-polymerase,. som er den samme som eller forskellig
fra den forste, anden og tredje DNA-polymerase til dannelse af
et fjerde kbmp}ementert DNA, som omfatter et segment med form-

ien XI

5'-(forste undersegment)yic-(andet segment)to-(tredje under-
segment)¢ic-(variabelt undersegment)3c-(promotor)zc-3",
XX

hvor (andet undersegment)i. er DNA-segmentet med sekvensen

komplementar til sekvensen af (andet undersegment)y, (tredje
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undersegment)¢qc er DNA-segmentet med sekvensen komplementar
-ti1 sekvensen afi(tredje undersegment)¢y, (variabelt underseg-
ment)3c er DNA-segmentet med sekvensen komplementar til se-
kvensen af (variabelt segment)3, og (promotof);;c er DNA-seg-

5 mentet med sekvensen komplementar til sekvensen (promotor) g,

°g

{12) anvender det dobbelt-strengede produkt fra trin (11), som .
skabelonen i en reaktion katalyseret af en anden DNA-afhangig

10 bakteriofag-RNA-polymerase, som er den samme som eller for-
skellig fra den forste DNA-afhangige bakteriofag-RNA-polyme-
rase, og som genkender promotoren, hvoraf en streng er (promo-
tor)3 til fremstilling af et andet RNA-produkt med et 5'-~ter-
minalt undersegment med formlen XII

15 .
5'-{variabelt undersegment);.-(tredje undersegment)tlr-(andet
undersegment)ip-(forste undersegment)t1r~xlz-(variabe1t‘under-
segment)ger-3"', - '

XII

20
hvor (variabelt undersegment)3,. er RNA~segmentet med sekvensen
af (variabelt undersegment)3, (tredje undersegment)¢q. er RNA-
segmentet med sekvensen af (tredje undersegment)¢q1, (andet un-
‘dersegment)y,. er RNA-segmentet med sekvensen af (andet under-

25 segment)y, (forste undersegment)¢qr er RNA-segmentet med se-
kvensen af (forste undersegment)tl, (variabelt underseg-
ment)s.r er RNA-segmentet med sekvensen komplementar til se-
kvensen af (variabelt undersegment),, og X12 er RNA-segmentet
med sekvensen komplementar til sekvensen af undersegmentet af

30 (5'-primer-undersegment),, som er 5' fra 5'-enden af (farste

undersegment)¢qc.

Som beskrevet ovenfor omfatter opfinde1sen.ogsé st til ud-
pvelse af forstarkningsfremgangsmaderng ifolge opfindelsen. I
35 tilfeldet med fremgangsmdden ifeslge opfindelsen, som omfatter,
at man fremstiller et ferste RNA-produkt, ville et sat ifelge

opfindelsen omfatte de to primere, den tilsvarende DNA-afhzn-
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gige bakter1ofag RNA- po]ymerase og DNA-polymerasen. Et sat til
udevelse af en fremgangsméde ifelge opfindelsen, som omfatter,
at man fremstiller bade et forste og et andet RNA-produkt vil-
le omfatte fire hens1gtsmass1ge primere (to sat af to) med de

tilsvarende nedvendige polymeraser.

Fremgangsmider og sat ifelige den foreliggende opfindelse til
udevelse af nuk]einsyrehybridiseringssondeanalyser, som omfat-
ter forstarkning af et madlsegment ifslge opfindelsen opfindel-
sen omfatter udover trinnene 0g besténdde1ehe i henholdsvis
fremgangsmaderne og sattene ti]1 forstarkning, trin og bestand-
dele, som er nodvendige til pavisning af RNA-produktet, som er
et resultat af forstarkning ifslge opfindelsen. Fagmanden in-
den for omradet forstar de forskellige yderligere henholdsvis
trin og bestanddele, som er nedvendige til at pavise RNA fra
en forsterknxngsfremgangsmade ved hjzlp af en hvilken som
helst af de adskillige nuk1e1nsyresondehybr1d1ser1ngsana1yse-
metoder, som er kendt inden for omradet. En foretrukken nu-

k]einsyresondehybridiseringsanalysemetode, som involverer per-

" Je-indfangning af market RNA-forsterkning, er illustreret 1

folgende eksempel 2.

Det foretrazkkes at (3'-primer-undersegment)1,» (8'-primer-un-
dersegment},, (3'—primer-undersegment)3 og (5'-primer-under-
segment)4 har mellem 20 og 40 nuk]eotider;'og mere foretruk-
ket ca. 30 nukleotider for at forpge den speciffcitet, med
hvilken de forskellige primere binder til enderne af malseg-

menterne, som @nskes forstarket.

Det foretrakkes ogsa, at méXseémentet af en nukleinsyre, som
har interesse, og som er udvalgt til forstarkning (i kraft af
udvalgelse af (forste undersegment)y ©Og (tredje undersegment)¢
velges s&ledes, at (andet undersegment)y, har i det mindste 30
og mere foretrukket i det mindste ca. 50 nukleotider. Dette
muligger brug af (andet undersegment)¢c,r eller {andet under-
segment)y, i det forstarkede RNA-produkt til at vere mal for
nukleinsyresonder, som ikke har sekvenser, der overlapper de

hos nogen af primerundersegmenterne.
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Selvom DNA-afhangige bakteriofag-RNA-po]ymerasen kan anvende
skabeloner, som er langere end 100 bp, formindskes deres tran-
skriptionseffektivitet i takt med, at skabelonen bliver lange-
re. Saledes foretrazkkes ma&lsegmenter mindre end 1000 baser

5 lange.

Det foretrakkes at anvende det identiske sat primere anvendt
ved syntesen af RNA til fremstilling abeNA i en anden TAS-
cyklus. Som navnt i den del, som beskriver fremstilling af
10~ RNA, ber primer-parret ikke lappe over hinanden. Ved udevelsen
af fremgangsméden ifelge opfinde]sen,»hvori fremstillingen af
RNA onskes, er det muligt at undéhsegmentet af malsegment med
sekvens, som er komplementar til sekvens af (5'—pr{mer—under-
segment)ys er i 5'-retningen fra og ikke overliapper underseg-
15 mentet af malsegment med sekvens, som er komp1eme6tar med se-
kvens af (3'-primer—undersegmént)1. P& lignende made foretrak-
kes det, at undersegmentet af malsegment med sekvens, som er
den samme som sekvensen -af (3'-pfimer—undersegment)3 er i
3'-retningen fra og ikke overlapper undersegmentet af milseg-
20 ment med sekvenﬁ, som er den samme som sekvens af (5'-primer-
undersegment),. Denne strategi kan vare foretrukken, fordi den
Eeducerer konkurrencen mellem de forskellige primere for de
samme steder og kan derved i udpraget grad forege effektivi-
teten af-forstarknihg ifelge opfindelsen. I det tilfazlde hvor
25 der er nogen overlapning mellem sat af sammensatte primere
foretrazkkes det at fjerne eventuelt ikke-brugt ferste sat af

primere for det andet sat anvendes.

Der sazttes ifelge den foreliggende opfindelse fokus p3a ONA-af-
30 hangig bakteriofag-RNA-polymerase pa grund af deres hzje spe-
cificitet over for bestemte promotorer. Anden po]ymera§e, som
har lignende hosj specificitet over for bestemte promotorer
kunne anvendes ifelge den foreTiggende opfindelse i stedet for
bakteriofag-polymerasen, og opfindelsen er ment ligeledes at

35 omfatte sddan anden polymerase.

De foretrukne blandt de DNA-afhangige bakteriofag-RNA-polyme-

raser er sadanne fra T7, T3 og SP6. Foretrukne promotorer til
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brug sammen med disse polymeraser er peskrevet i1 eksemplerne
og kravene, men adskillige andre promotorer for disse polyme-

raser er kendte inden for omradet og kan ligeledes anvendes.

Endvidere kan polymeraser fra andre bakteriofager end de fore-

~ trukne tre og promotorer, som genkendes af s&danne andre poly-

meraser, anvendes ifslge den foreliggende opfindelse.

Det foretrazkkes som DNA-polymerase i fremgangsmaderne ifé]ge
opfinde]seh at anvende omvendte transkriptaser og DNA-polyme-
rase, som mangler §5' til j3'~-exonukleaseaktivitet. Det er mest
foretrukket at en enkelt DNA-polymerase anvendes ved alle
trinnene i fremgangsmaderne. Mest foretrukne blandt DNA-poly-
meraserne er AMV-omvendt-transkriptase og rekombineret MMLV-

omvendt-transkriptase. Andre polymeraser er imidlertid ogsa

‘acceptable, sasom den varmestabile DNA-polymerase fra Thermus

aquaticus (se Chien et al. J. Bacteriol. 127, 1550 (1976) ),
Sequenase rekombineret TT-DNA-polymerase fra U.S. Biochemicals
Corp., Cleveland, Ohio, U.S.A., og det velkendte Klenow-frag-
ment af E. coli-DNA-polymerase I og ka]vethymuskirte1~DNA—

polymerase-a.

De "variable undersegmenter®, som eventuelt er indbefattet 1
de forskellige primere, tjener tre funktioner. Faktisk burde
de mere rammende betegnes "multiformal-undersegmenter”. For
det forste for den ferste og tredje primer, som omfatter pro-
motorer, omfatter promotorundersegmenterne fortrinsvis tran-
skriptionsfnitieringssekvenser, som foretrakkes af RNA-polyme-
rasen svarende til promotoren. Dernast for alle primerne Kkan
et variabeli undersegment eventuelt indeholde et bestemt seg-
ment, hvorved RNA-produktet fra forstarkningen kan pavises i
en nukleinsyresondehybridiseringsanalyse. Faktisk kan for-
stzrkning (og analyse) foregd for flere forskellige malsegmen-
ter samtidigt ved anvendelse af sat af primere, som er for-
skellige med hensyn til deres genkendelsessegmenter (f.eks.
(3'-primer-undersegment),), men omfatter et alment variabelt

undersegment. Det variable undersegment kan ogsa indeholde en
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polykoblersekvens, som hensigtsmassigt indeholder en rakke
restriktionssteder for at lette efterfosligende kloning. Endelig
kan de variable undersegmenter anvendes til at inkbrporefe ind
i RNA-produktet fra forstarkning, sekvenser som er nodvendige
5 for at gore det muligt for RNA-produktet at blive (autokata-
lytisk) replikeret ved hjalp af en RNA-specifik bakteriofag-
RNA-polymerase, sasom Qf-replikasen, se Miele et al., supra,
og BMV-sekvenser fra RNA-3-kromosomet hos plantevirusen, som
. fremmer syntesen af kappe-mRNA. Se Ahlquist et al., J. Mo1. 
10 Biol. 172, 369 (1984); Ah1qufst et al., Plant Mol. Biol. 3, 37
(1984); Ahlquist et al., J. Mol. Biol. 153, 23 (1981); Miller
et al., Nature 313, 68 (1985); Miller et al., Virology 125,
236 (1983); og Ou et al., PNAS 79, 5235 (1982).

15 I tilfaldet med QB-replikasen, som er kendt inden for omradet,
udferes dette fortrinsvis ved at indbefatte sekvensen
5'-CGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGC-3"' i (varia-
belt undersegment)z og sekvensén
5'-TGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGC~3" i {variabelt under-

20 segment)q,, og derefter (autokatalytisk) replikere det forste
RNA-produkt (dvs. RNA I i fig. 1; se ogs& fig. 4), eller ved
at indbefatte sekvensen ‘ V
5'-CGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGC-3" i (varia-
belt undersegment), og sekvensen '

25 5'-TGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGC~-3"' 4§ (variabelt under-
segment)y, og derefter (autokatalytisk) replikere det andet
RNA-produkt (dvs. RNA II i fig. 1:; se ogsd fig. 4).

I tilfaldet med ligeledes kendt BMVFrep1ikase-anvendelse, ud-
30° fores dette fortrinsvis ved at indbefatte den  folgende sekvens
for BMV i variabel sekvens 2 {(baser 1-25) (ved den specifikké,

anvendelse i HIV-eksemplet nedenfor):

35
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BMV-promotor TCS = 87-29 (HIV-specifik)

10 20 30 40 50
5'-AAGATCTATGTCCTAATTCAGCGTA {ACAGCATATGTATGTTCAGGGAAAGCTA-3'
(54 baser),

som en kernesekvens, yderligere AU-righoldig sekvens 5'- deraf
kan anvendes til at fremme rep1ikaseaktiviteten fra BMV. Dette
oligo skai anvendes som den anden primer. Den ferste primer
anvendt sammen med denne anden primer er éen T7-baseret HIV-

specifik primer.
T7-promotor TCS = 87-34

+18
10 20 - 30 40 ' 50
I | ' | I I

TAATACGACTCACTATA | GGGA | CACCTAGGGCTAACTATGTGTCCTAATAAGE

{52 baser}.

1 de folgende eksempler er der anfort yderligere ikke-begran-

sende detaljer for at bidrage til forstaelsen af opfindelsen:
EKSEMPEL I

10 m1 blod fra en patient, som mistankes for at vere inficeret
med en human immunodefekt virus-type 1 (HIV-1) fraktioneres
med et Sepracell-apparat (Sepratech Corp., Oklahoma City,
Oklahoma, U.S.A.), eller alternativt med en Fico11-gradiént for
at isolere lymfocytter. Lymfocytterne lyseres derefter og nu-
k}einsyre fra dem isoleres med et ekstraktionsapparat (Mole~-
cular Biosystems, Inc., San Oiego, californien, U.SfA.), eller
alternativt lyseres lymfocytterne ved standardnatriumdodecyl-
sulfat (SDS)-enzymbehandling, og nukleinsyren isoleres ved
hjeip af kromatografi til omvendt fase over DEAE-cellulose.

Dette udferes pa& folgende made:
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Bundfald celler ved rotation: 5 k o/m i 4' fra 1 ml Tris-puf-

ret saltoplesning (TBS), pH-vardi 7,5.

Fjern supernatant.

5
Gensuspender pe11e£ 1:
500 pul 0,3 M NaCl1/20 mM Tris, pH-vaerdi 7,5 Bland godt,
100 ul 2% SDS : for tilsat-
10 200 pl 5 mg/ml proteinase K _ ning til
200 pl 0,25 M EDTA , pellet.
Hvirvl kraftigt og inkuber ved 50°C i 45', hvirvl i 10 til 15
sekunder hver 10°'. ‘

156

' Fyld pa drznet ekstraktionssejle og lad den komme i.
Vask sgjle 1x 4 m1 0,3 M NaCl1/20 mM Tris, pH-vardi 7,5.

20 Eluer DNA/RNA med 4 m1 0,5 M NaC1/20 mM Tris, pH-vardi 7,5.

Set til eluatet: 5 pul glycogen
400 ul 3 M NaOAc
9,0 ml is-kold EtOH

25 blandt godt
Przcipiter ved -20°C natten over. Et tert is/ethanolbad i en
time kan anvendes.

30 Bundfald ved rotation DNA/RNA i 15' ved 10.000 o/m i en svin-
gende beholderrotor; hald EtOH af og dran tert pa& en "kim-
wipe"-2"', '
Lyofiliser i 10'.

35

Gensuspender pellet i 170 ul TE.
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Inkuber ved 37°C i 5'.

Pafyld en 1 m1 roteringssejle pa folgende made:
Tilstop en 1 ml1 sprojte med en Tille mangde glasuld
5 (autoklaveret).
Fyld sprejte med TE (tris-EDTA) behandlet med di-

ethylpyrocarbonat (DEPC).
Tilsat hurtigt fin sephadex G-50 (i TE; autoklave-
ret).

10 - Forszt med at tilsatte, indtil den faste matriks

strommer over sprejtens top.

Roter 30 sekunder ved 1000 o/m i en IEC-bordcentri-
fuge. '
Vask med 100 ul TE, roter i 1' ved middelhastighed

15 (ca. 1000 o/m). Kasser vaskevand.
Fyld ekstrakten pa ssjlen, Roter igen i 1'.

Skyl med 150 ul TE, roter ved 1000 o/m i 1'. Sammenhald skyi-
20 levand og den farste fraktion. Preover kan opdeles til flere

reaktioner pa& dette trin.

Tilsaet 1/10 vo1umeh 8 M LiCl. Bland med 2,5 x vol. 100% EtOH.
Hvirvl godt. ppt. teris/EtOH i 30 minutter. ’

25
Bundfa1ld ved rotation i 15' ved hgjeste hastighed 3 en mikro-
fuge ved 4°C.
Tor pellet.
30
Efter isoleringen opleses total nukleinsyre fra proven i 100
ul TE-puffer (10 mM Tris.Cl, 1 mM EDTA, pH-verdi 8). 10 ul af
100 pl af den totale nukleinsyre opleses til et slutvolumen pa
100 pl indeholdende:
35 .
40 mM Tris.C1, pH-vardi 8
25 mM NaCl
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10 mM MgC1,
10 mM dithiolthreitol (DTT)
2 mM spermidin
100 ug/ml bovint serumalbumin
5 400 mM hver af dATP, dCTP, dGTP og TTP
30 nM af det 101 baseholdige enkeltstrengede DNA med
sekvens 5'-GAACGCGGCT ACAATTAATA CATAACCTTA TGTATCATAC
ACATACGATT TAGGTGACAC TATA CAAfAC TTTCGTAACA CTAGGCAAAG
GTGGCTTTAT C -3' primer A tilsattes. 30 nM af det 29 basehol-
10 dige DNA med sekvens 5'-ACACCATATG TATGTTTCAG GGAAAGCTA-3',
primer B tilsattes. Primer B, som er den anden primer, har
basesekvensen 5151-5179 i SOR~-genet fra HIV-1. Et alternativt
segment for den anden primer svarende til baser 5357-5387 1
SOR-genet fra HIV-1 har sekvensen 5'-GCACACAAGT AGACCCTGAA
i5 CTAGCAGHACC A-3', og er, hvis anvendt, ogsd til stede ved 30
nM. Primer A er den forste primer. Dens 64 5'nukleotider dan-
ner plus-strengen af en promotor for den—SPG ONA-afhangige
RNA—golymeEase. Dens segment med sekvens 5'-GAATAC-3' er‘(aT-
ternativt undersegment)l,, som omfatter transkriptionsstart-
20 stedet (5'-G) og andre baser, sém tilsyneladende foretrakkes
af SP6 RNA-polymerasen ved 5'-enden af sekvenser, som tran-
skriberes af den. Til slut danner de 31 3'-terminale nukleoti-
der (primgr gndersegment)l og har en sekvens, som er komple-
mentar til sekvensen af baser 5577-5547 i SOR-genet fra‘et
286 HIV-1-iso1atﬂ (Se Ratner et al,, Nature 313, 27T (1985) for
fuldstendig sekvens). (HIV-isolatet refereres der ti?'i disse
eksempler som "HIV-1").

Bemark at alle oligonukleotider, som anvendes i disse eksemp-
30 ler, fremstilles ved fast-fasesyntese pid et automatiseret syn-
teseapparat (Model ﬁr. 380A) fra Applied Biosystems INc.
(Foster City, Catifornien, U.S.A.) og oprenses kromatografisk
i alt vasentligt ti) homogenitef ved hjalp af HPLC under an-
vendelse af en C8-sejle med omvendt fase. Alternativt kunne
35 andre kommercielt tilgengelige synteseapparater og standard-
oprensningsfremgangsmader anvendes til at frem;ti11e oligo-

nukleotiderne.
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100 ul af oplesningen opvarmes ved 65°C i 2 minutter og afke-
les derefter til 42°C i lebet af 1 minut. Denne opvarmning og
derefter henstand ved 42°C eller over i kombination med oplos-
ningens sammensatning giver tilstrakkeligt strenge betingelser
til tilvejebringelse af hybridisering af (3'-primer-underseg-
ment)1, med tilstrakkelig stabilitet til at prime DNA-syntese,
med hoj specificitet over for sekvensen, som er kom§1ementar

til sekvensen af (3'-primer-undersegment)l.

Derefter tilsattes 10 enheder aviar myoblastosis-virus-om-

vendt-transkriptase (AMV) eller 500 enheder rekombineret murin
MoIoney-leukami-virus-omvendt-transkripfase (MMLV), som leve-
ret fra Life Sciences, Inc., St. Petersburg, Florida, U.S.A.,
til oplesningen, og oplesningen inkuberes i 10 minutter ved
42°C (En enhed inkorporerer 1 nmol af TTP til syre-pracipiter-

par form i lebet af 10 minutter ved 37°C undef anvendelse af

"poly(A).oligo(T)jp-1g som skabelon-primer som defineret af

Houts et al., J. Virol. 29, 517 (1979)). Efter de 10 minutters
inkubering anbringes oplesningen i et kogende vandbad i 1 mi~
nut. Denne opvarmning forarsager strengadskillelse af det ved

hjelp af omvendt transkriptase dannede duplex.

Derefter afkgles oplssningen til 42°C i lsbet af 1 minut. I
lebet af denne afkeling hybridiserer den anden primer til det
3'-terminale segment af komplementen af malsegment dannet ved
reaktionen katalyseret af den omvendte transkriptase. Igen er
hybridiseringsbetingelserne vtilstrakke1igt strenge til til-
strakkelig specifik hybridisering mellem den anden primer og

sekvens komplementar til sekvensen af anden primer.

gfter aszlingén tilsattes 10 yderligere enheder AMV—omvendt?
transkriptase eller 500 yderligere enheder klonet MMLV-om-
vendt-transkriptase, og der inkuberes yderligere i 10 minutter
ved 42°C.

Derefter tilsattes ribonukleaseinhibitor med handelsnavnet

RNasin fra Promega Biotec, Madison, Wisconsin, U.S.A. (even-
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tuelit) i en koncentration pad 1 enhed per ml. (1 enhed er den
mengde inhibitor, som er nedvendig til at inhibere aktiviteten
af 5 ng ribonuklease A med 50% A. Roth, Meth. Cancer Res. 3,
151 (1976)). Endvidere tilsattes hver af ribonukleosid-5'-tri-
5 phosphaterne ATP, GTP, CTP og UTP til 400 mM. Til sidst til-
settes mellem 10 og 20 enheder DNA-~afhzngig SP6-RNA-polymera-
se, som leveres af Promega Biotech, og den opnaede op1asﬁing
inkuberes ved 42°C i 30 til 60 minutter. (1 enhed er den meéng-
de af RNA-polymerasen, som er ngdvendig til at katalysere in-
10 korporering' af 1 nmol ribonukleosidtriphosphat til syreuop-~
loseligt produkt i 60 minutter ved 37°C under standard reak-
tionsbetingelser (40 mM Tris.Cl, pH-verdi 7,9, 6 mM MgCl,, 10
mM OTT, 2 mM spermidin, 0,5 mM af hver af ATP, GTP, CTP og
UTP, 0,5 Ci af 3H-CTP, 1 g SP6-DNA og enzymet i et samlet

15 volumen pa& 50 ni)).

Derefter tilsattes hver af de folgende oligonukleotider for at

bringe dets koncentration til 30 nM:

20 tredje primer:
5'~GAACGCGGCT ACAATTAATA CATAACCTTA TGTATCATAC ACATACGATT
TAGGTGACAC TATA GAATAC ACTAATTCAT CTGTATTACT TTGACTGTTT TTC-3' -

fjerde primer:
25 B'-TTTTTTGGTG TTATTAATGC TGCTAGTGCC-3'
I den tredje primer som i den forste er de 5'-terminale 64
basér promotorsegmentet og de naste 6 baser er det variable
segment. Det variable segment er de forste seks baser tran-
30 skriberet fra promotoren af SP6 RNA-polymerasen, og disse
baser udvaelges til at forege niveauet af en sadan transkrip-
“tion. Endelig er (3'-primerundersegment)é-deIen af den tredje
primer de 3'-terminale 33 baser, i den samme sekvens som baser
5388-5420 i det korte abne laserammegen (SOR) fra HIV-1. Den
35 fjerde primer har den sekvens, som er komplementar til sekven-
sen af baser 5546-5517 i SOR-genet fra HIV-1,
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Efter tilsatning af den tredje og fjerde primer inkuberes op-
lesningen ved 42°C i 1 minut. I lobet af dette tidsrum foregar
hybridisering he11em {3'-primerundersegment)3 fra tredje pri-
mer.og det farste RNA, som er dannet ved reaktionen, kataly-
seret af SP6-RNA-polymerasen. P& grund af hybridiseringsbetin-
gelsernes'strenghed hybridiserer (3'-primerundersegment)gs, med
en stabilitet, som er tilstrazkkelig til priming af ONA-synte-
se, med hsj specificitet til1 segmentet med komplementar se-

kvens i det ferste RNA.

Efter inkubering tilszttes 10 enheder AMV-omvendt-transkrip-
tase eller 500 enheder klonet MMLV-omvendt-transkriptase, 0g
oplesningen inkuberes i 10 minutter ved 42°C til dannelse af

det tredje komplementare DNA.

Oplesningen suspenderes derefter i et kogende vandbad i 1 mi-
nut og afkeles til 42°C i lsbet af 1 minut for ferst at gore
duplexen mellem tredje komp1ementafe DNA og ferste RNA enkelt-
strehget og dernast for at muliggere hybridisering mellem
fjerde primer og tredje komp]ementare DNA. Som for de andre
hybridiseringer er betingelserne tilstrzkkelig strenge til
hybridisering af fjerde primer, med stabilitet tilstrakkelig
til at prime DNA-syntese, forekommer med hgj specificitet til
segmentet af tredje komplementare DNA med sekvens komplementar

ti1 sekvens af fjerde primer.

Derefter tilsattes igen 10 enheder AMV-omvendt-transkriptase
eller 500 enheder klonet MMLV-omvendt-transkriptase og oples-

ningen inkuberes i 10 minutter ved 42°C.

Derefter tilsattes ribonukleaseinhibitor med navnet RNasin
(eventuelt) til" 1 enhed per ml efterfulgt af 10-20 enheder
SP6-RNA-polymerase og derefter inkuberes oplesningen i1 30

minutter i 1 time ved 42°C.

Det opnaede andet RNA kan derefter pavises ved hjalp af nu-

k1einsyresondehybridiseringsteknik.
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EKSEMPEL II

Den i eksempel I beskrevne ffemgangsmade folges med den neden-
for bemarkede modificering for tre prover: (A) en preve bé i0
5 m1l menneskeblod, som vides at vare fri for HIV, (B) en preove
af 10 m1 kultur, som vides at have ca. 103 HIV-1 inficerede
celler per ml, og (C) en preve p&d 10 ml blod fra en person,
som mistankes for at vare inficeret med HIV-1. Modifikationen
af fremgangsmaden er, at der indbefattes et a-32P-mazrket ribo-
10 nukleosid triphosphat, som et substrat ved reaktionen, som
katalyseres af SP6 RNA-polymerase for at fremstille det andét

RNA. Det andet RNA er som folge heraf 32P_parket.

Makroporoese Sephacfy1-8500®-per1er derivatfseres med en car-
15 boxy]grdppe—afs1uttet kobier (med formlen ~C(=NH)NH(CHjy) g
CO,-) og derefter med et 5'-(6-aminohexylphosphoramidat)-deri-
vatiseret oligonukleotid med sekvensen  5'-TGGTCTGCTA
GTTCAGGGTC TACTTGTGTG C-3', som er sekvensen, som.er komple-
mentar til sekvensen af baser 5357-5387 i SOR-genet fra HIV-1.
20 (Sekvensen " af baser 4901-4932 i SOR-genet forekommer 1§ et
hvilket som helst andet RNA, som er fremstillet under for-
sterkning af nukleinsyre fra en praeve). Fremsti11in§ af per-
lerne foregik efter fremgangsmaderne beskrevet i anssgerens US
patentansegning med serienr. 895.756, indleveret 11. august
25 1986, og inkobporeret heri ved henvisning. Kort beskrevet er
bzrermaterialerne porest silikatglas eller makrdporest tver-
bundet dextran‘derivatiseret med en amino-afsluttet kobler,
idet i alt vasentligt alle aminogrupperne, som ikke er kova-
lent forbundet gennem en phosphoramidatgruppe til det termi-
30 nale nukleosid af indfangningssonden, er blokeret fra at rea-
gere ikke-specifikt med nukleinsyre med en alifatisk acylgrup-
pe; makroporest tvarbundet dextran aktiveret med cyanogenbro-
mid, som reagerer med aminer til binding til aminoalkylphos-
phoramidatderivatiserede oligonukleotider og porgst silikat-
35 glas, makropores tvarbundet dextran eller diviny1benzen-tvar—
bundet polystyren derivatiseret med en carboxyl-afsluttet el-

ler. succinimidester-afsluttet kobler med en fraktion af car-
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boxylgrupperne forbundet i - en amidbinding til en aminogruppe i
en diaminoalkan, hvor den anden aminogruppe er del af et phos-
phoramidat, som pa sin side er bundet direkte til det termi-
nale nukleotid i indfangningssonden. Foretrukne barermateria-
ler er langkadede alkylamin-derivatiserede og carboxyl-deri-
vatiserede kontrollerede poreglas, som sazliges af Pierce Chemi-
cal Co., Rockford, 1Illinois, U.S.A. under produktnumrene
henholdsvis 24875 og 23735 i form af perler med nominel pore-
diameter p& 500 Angstrem og partikeldiametre mellem ca. 125 o9
177 mikron, og "Sephacryl"® S-500, som salges af Pharmacia
Inc., Piscataway, New Jersey, U.S.A., under kodenr. 17-0475-01
i form af perler med en vaddiameter pa ca. 40 ti) 105 mikron
og et udelukkelsesvolumen for dextraner med molekylvagt over

ca. 2 x107 dalton, idet navnte "Sephacryl" skal derivatiseres

. med cyanogenbbomid eller med en amino-afsluttet eller car-

boxyi-afsliuttet kobler. I et aspekt er den faste berer en
blandt:

(A) pores silikatglas derivatiseret ved siliciumatomer med
(1) grupper med formlen
-(CHo) n(NH) (CO) (CHy ) CH3 og

-(CHo ) (NH) (PO5)0-(D1igo),

med i alt vesentligt intet siliciumatom derivatiseret med en

‘ grubpe afstuttet med en aminogruppe, hvor ¢ er 0 ti1 5, n er 2

ti1 8, -0-(0ligo) er oligonukleotidsonden, og oxygenatomet
bundet til (Oligo) er oligonukleotidsonden, og oxygenatomet
pbundet til (0ligo) er 5'-oxygenet af 5'-nukleosidet eller

3'-oxygenet af 3'-nukleosidet i sonden, eller

(2) grupper med formlen
-(CHz)n(NH)(CO)(CHz)mCOZH og
~CHy ) (NH) (CO) (CHp ) (CO) (NH) (CHa) pNH(PO2)0-(014go),

hvor m, n og p er ens eller forskellige, og hver er 2 til 8,

eller
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(B) et tvarbundet makroporost dextranmateriale, som er deriva-
tiseret ved hydroxyloxygenatomer, som er p& carbonatomer i
sukkerdelene, som har i det mindste et nabocarbonatom med en

ikke-derivatiseret hydroxylgruppe, med

(i) grupper med formlen
~C(=NH)NH(CHp)q(NH) (CO) (CHp) CH3 og
~C(=NH)NH (CHy), (NH) (PO3)0-01igo),

med i alt vaesentligt intet hydroxyloxygen derivatiseret med en

gruppe afsluttet méd en amihogruppe, eller

(2) grupper med formlen
-C(= NH)NH(CHz)qCOZH og
-C(= NH)NH(CHZ) (CO)(NH)(CHZ) NH(P02)0 {01igo),

hvor ¢, d og p er ens eller forskellige, 0g g er 2 til 10, og

(C) d1v1ny1benzen tverbundet po1ystyren derivatiseret ved phe-

ny]grupper med grupper med formlen

-(CHZ)SCOZH og
- (CHZ) 5 (CO) (NH) (CHy) ,NH(PO,)0-(014go),

hvor s og p er ens eller forskellige, og s er 2 til 10. Se
Ghosh et al., Nucleic Acids Research 15, 5353 (1987).

Hver af tre portioner pd 50 mg “"Sephacryl"-perler, som er de-
rivatiseret som ovenfor beskrevet, ibledsazttes i 15 minutter
ved 37°C i 250 pl af en forhybridiseringsoplesning indeholden-
de 0,1% SDS, 10% dextransulfat, 1 mg/ml laksesperm-DNA og 5x
SSPE (0,75 M NaCl, 50 mM NaH,P04, pH-vaerdi 7,4 og 5 mM EDTA).
Efter ibledsatningen pelleteres perlematerialet ved centrifu-

gering og forhybridiseringsoplesningen fjernes ved sugning.

Nukleinsyren fra forstarkningsproceduren p& hver af de tre

prover isoleres ved ethanolpracipitation og opleses derefter
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til 250 pl i en oplesning, §om er den samme som for-hybridise-
ringsoplesningen men mangler Jlaksesperm-DNA. Hver af de
opnaede nukleinsyreoplesninger forenes derefter med en portion
forhybridiserede oligonukleotid-derivatiserede "Sephacryl"-
perler, og den. opndede blanding inkuberes ved svag omrering

ved 42°C i 80 minutter.

"Sephacryli"-perlerne pelleteres derefter ved centrifugering,
hybridiseringsoplesningen fjernes ved sugning, og perlerne
vaskes derefter tre gange 10 minutter hver gang ved 37°C i 1
mt af en oplesning af 2x SSC (0,30 M NaCl, 0,03 M Na.citrat,
pHverdi 7,0). Efter hver vask pelleteres perlerne ved centri-

fugering, og oplesningen fjernes ved sugning.

Bjeblikkelig efter den tredje vask underkastes perlerne Ceren-

kov-optalling.

Perlerne med forstarket nukleinsyre fra preve A giver en lav
optal1lingsmangde knapt overbbaggrbndsopta?linger fra scinti}-
lationsvaske alene. Perlerne med forstarket nukleinsyre fra
prgve B giver optazllinger i et meget hsjere niveau end dét,
der blev iagttaget med perler forbundet med preve A. Perlerne
med forstarket nuk1e§nsyre fra preve C viser, hvis de giver et
optallingsniveau signifikant over det niveau, som nas med
perler forbundet med preve A, at den person, hvis blod blev

brugt i preve C, er inficeret med HIV-1.
EKSEMPEL III

De i eksempel I og Il beskrevne fremgangsmdder udferes med
T7-RNA-polymerase (Promega Biotech) i stedet for SP6-RNA-poly-
merase med hver af undersegmentet 5'-(promotor)ji-(variabelt
undersegment),-3' af forste primer og undersegmentet 5'-(pro-
motor)z-(variabelt undersegment)3-3' af tredje primer, som har
sekvensen 5'-TAATACGACT CACTATA GGGA-3', hvor de 17 5'-termi-
nale baser er promotorundersegmentet, og de fire 3'-baser er

det variable undersegment. Oet variable segment svarer til de
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4 5'-terminale baser af transkriptet fra promotoren. Ribo-
nukleaseinhibitor anvendes ikke i noget trin ved denne frem-
gangsmade, i det mindste med polymerasepraparatet fra Promega

Biotech.
EKSEMPEL IV

De i eksemplerne I og II beskrevné fremgangsmader udfores med.
T3-RNA-polymerase (fra Stratagene, San Diego, Californien) i
10. stedet for SPB-RNA-polymerasen og med det folgende segment
anvendt som (promotor);-(variabelt undersegment)l—undeéseg~
mentet af forste primer og (promotor)z-{(variabelt uhderseg-
ment)s-undersegmentet af tredje primer: 5'—TATTAACCCT CACTAAA
GGGA-3', hvor de 17 5'-terminale baser er promotorsegmentet,
15 og de 4 3'-terminale baser det variable segment, indbefattende

de 5'~terminale 4 baser i transkripter fra promotoren.
EKSEMPEL V

20 Under anvendelse af T7-RNA-polymerasen som i eksempel III for-
sterkes malsegment i HIV-genomet fra menneskeblodprever under
anvendelse af de fplgende primere i stedet for de i eksempel I

anferte primere:

25 . Foerste primer: 5'-TAATACGACT CACTATA GGGA TCTAATTACT
ACCTCTTCTT. CTGCTAGACT-3', hvor de 30 3'-terminale baser er
komplementzre i sekvens til baser 7076-7047 i ENV-genet fra
HIV-1.

30 Anden primer: 5'~ACAAGTTGTA ACACCTCAGY CATTACACAG-3' med base-
sekvensen 6838-6866 i ENV-genet fra HIV-1.

Tredje primer: Samme 21 5'-terminale baser som ferste primer i
dette eksempel forbundet til de folgende 27 3'-terminale ba-

35 ser: 5'-AAAGGTATCC TTTGAGCCAA TTCCCATA-3', som har basesekven-~
sen 6875-6902 i ENV-genet fra HIV-1.
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Fjerde primer: 5'-~AGTTGATACTACTGGCCTAATT-3', med den sekvens,
som er komplementar til basesekvensen 7033-7007 i ENV-genet
fra HIV-1. '

EKSEMPEL VI

Under anvendelse af T7-RNA-polymerasen som i eksempel III for-
stzrkes malsegment i HIV-genomet fra menneskeblodprever under
anvendelse af de fslgende primere i stedet for de i eksempel 1

anfgrte primere:

Ferste primer: Samme 21 5'-terminale nukleotider som den fer-
ste og tredje primer fra eksempel V forbundet til de fslgende
31 3'-terminale nukleotider: 5'-CACCTAGGGC TAACTATGTG
TCCTAATAAG G-3', som har sekvensen, som er komplementar til
basesekvensen 5471-5441 i SOR-genet fra HIV-1. /

Anden primer: 5'-ACACCATATG TATGTTTCAG GGAAAGCTA-3', som har
den samme sekvens som baser 5151-5179 i SOR-genet fra HIV-1.

Tredje primer: Samme 21 5'-terminale nukleotider som den for-
ste og tredje primer fra eksempel V forbundet til de felgende
31 3'-terminale nukleotider:
5'-AAGAATAAGTTCAGAAGTACACATCCCACT-3', som har den samme sek-
vens som baser 5220-5249 i SOR-genet fra HIV.

Fjerde primer: 5'-TGGTCTGCTAGTTCAGGGTCTACTTGTGTC—3', som har
den sekvens, som er komplementar til basesekvensen 5387-5357 i
SOR~genet fra HIV-1.

EKSEMPEL VII

Den i eksempel 1 beskrevne fremgangsmade fslges for isolerin-
gen af nukleinsyre fra: 1) en preve indeholdende 103 HIV-infi-
cerede CEM-celler blandet med 108 ikke-inficerede CEM-celler
(Cancer Center Research Foundation; CCRF-CEM; ATCC nr. CCL
119) og 2) en prove indeholdende 10% ikke-inficerede CEM-cel-
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ler. Disse prover gensuspendereé i 100 ul 10 mM Tris-HC1, pH-
verdi 7,4, 1 mM EDTA (TE) efter ethanolprazcipitationstrinnet
for at koncentrere proven, som er opnaet fra Extractor-ssjlen
(MBI). De gensuspenderede prover fraktioneresipa'en Sephadex

5 G-50 fin roteringssejle (Maniatis supra), idet der blev elue-
‘ret med TE. De eluerede prover koncentreredes ved ethanolpra-
cipitation (i 0,8 M LiC1, 3 volumer ethanol, i teris/ethanol-
bad i 15 minutter). Den pracipiterede prove pelieteres ved
centrifugering. Pelleten dranes, teorres og gensuspenderes

io0 derefter i 100 ul indeholdende 40 mM Tris-HC1, pH-verdi 8,1, 8
mM MgCl,, 25 mM NaCl, 2 mM spermidin, 5 mM dithiothreitol, 100
uM af hver dATP, dGTP, dCTP og'dTTP, 1 mM af hver rATP, rcC7P,
rGTP og rUTP, 100 ug/ml1 BSA (nukiease-fri) og 250 nM af hver
af ONA-oligonukleotidprimer A

15 (5'-AATTTAATACGACTCACTATAGGGACACCTAGGGCTAACTATGTCCTAATAAGG-3)
og primer (5'-ACACCATATGTATGTTTCAGGGGAAAGCTA-3'). '

Som kontrolprover blev dobbeltprover af oprenset HIV-RNA i en
koncentration pa 0,01 fm gensuspenderet i 100 pl .af den oven-

20 for beskrevne puffer. Til sidst blev en 10 fm B-globinsekvens
indeholdt i plasmid HB19A [Wallace et al., Nucl. Aéids Res. 9,
3647 {1981), -som var blevet Iineariserét ved hjalp af HindIII
gensuspenderet i 100 pul af den ovenfor beskrevne puffer, dog
uden oligonukleotidprimerne. Oligonukleotidprimer D

25 (5'-ACATTGCTTCTGACACAACTGTGTTCA-') og oligonukleotidprimer C
(5'-TAATACGACTCACTATAGGGACAAAGGACTCAAA—3'), som er specifikke
for B-globinsekvens, blev sat til B-globinreaktionen ved 250

nm hver.

30 Bortset fra B-globinpreven opvarmes reaktionsblandingerne til
65°C i 1'. g-globinpreven koges i 1', Alle prover afkeles til
42°C i 1 minut. Derefter tilsattes 10 enheder AMV-omvendt-
transkriptase. Reaktionsblandingerne inkuberes i 15 minutter
ved 42°C, koges i 1 minut og afkeles derefter ved 42°C i 1

35 minut. 10 yderligere enheder AMV-omvendt-transkriptase til-
settes, idet der blev inkuberet ved 42°C i 15 minutter. 100
enheder T7-RNA-polymerase sattes til reaktionsblandingerne, og

reaktionsblandingerne inkuberes ved 37°C i 30 minutter.
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Proverne koges i 1 minut og afkeles ved 42°C i 1 minut efter-
fulgt af tilsaztningen af 10 enheder AMV-omvendt-transkriptase.
Reaktionsblandingerne inkuberes ved 42°C i 15 minutter, koges
i 1 minut og afksles til 42°C i 1 minut. Yderligere 10 enheder
omvendt-transkriptase tilsattes efterfulgt af inkubering ved

42°C i 15 minutter. Hundrede enheder T7-RNA-polymerase til-

'szttes med en 30 minutters inkubering ved 37°C. Denne cyklus

gentages to yderligere gange.

Det forstarkede mal pavises derefter under anvendelse af 014-

goBeads som beskrevet nedenfor.

"Sephacryl"-perler indeholdende HIV-1-specifikke oligonukleo-
tider blev fremstillet som beskrevet og lagret i TE ved 4°C
ved en koncentration, saledes at 250 pl af suspensionen inde-
holder 50 mg "Sephacryli"-perler. Oligonukleotider blev syn-

tetiseret, og HPLC oprenset som beskrevet.

De til bade. forbinding til perlerne og pavisning anvendte oli-
gonukleotider er homologe med SOR-regionen i HIV-1-genomet. De
ved disse undersggelser anvendte oligonukleotider var 86-31
(pavisningsoligonukleotid)
(5'-GCACACAAGTAGACCCTGAACTAGCAGACCA-B‘) og 87-83 (indfang-
sningsoligonukleotid pa& perlen:
5'-ATGCTAGATTGGTAATAACAACATATT-3'), som er homologe med non-
sens-strengen i SOR-regionen og adskilt af ca. 100 nukleoti-
der. Til pavisning blev oiigonukleotiderne stutmarket med 32-p
efter en standardprotokol. Det jikke-inkorporerede marke blev
fjernet ved gelfiltrering pa en fin Sephadex G-50-sejle, og
oligonukleotidet blev lagret ved -20°C.

1 et typisk perlebaseret sandwichhybridiseringssystemsforsoeg
(BBSHS) denatureres malet og 32P-market p&visningsoligonukieo-
tid i 10 pl TE indeholdende 0,2% SDS ved 65°C i 5 minutter i
et Eppendorf-rer. Til dette sattes 10 pl 2x oplesningshybridi-
seringsblanding (10x SSPE/10% dextransulfat). Oplssningen
blandes, centrifugeres 2 sekunder og inkuberes ved 42°C i1

time.
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I lebet af dette tidsrum forhybridisereé "Sephacryl"-perlerne.
Rasuspensionen af perler blandes godt, og 250 ul portioner (50
mg perler) overferes til Eppendorf-rer med blanding mellem
hver fjernelse for at sikre en ensartet suspension. Portioner-
5 ne centrifugeres i 10 sekunder og TE fjernes ved hjelp af en
udtrukket Pasteur-pipette. Efter at 250 u) hybridiseringsop-
lpsning (5x SSPE {[0,9 M NaCl, 50 mM NaH2P04, pH-verdi 7,4, 1
mM EDTA] 10% dextransulfat/0,1% SDBS) er tilsat, suspenderes
perlerne ved forsigtig rystning og inkuberes ved 37°C i 30-60
10 minutter med lejlighedsvis blanding. Umiddelbart for indfang-
ningstrinnet centrifugeres perlerne i 10 sekunder, forhybridi-
seringsoplesningen fjernes, 80 pl hybridiseringsoplesning ved

37°C tilsattes, og perlene bringes tilbage til 37°C.

15 Oplissningshybridiseringen centrifugeres i 2 sekunder og over-
feres til perlerne og hybridiseringsoplesning. Perlerne sus-
penderes og inkuberes ved 37°C i 1 time med hyppig blanding

for at bevare suspensionen.

20 Efter indfangningen centrifugeres perlerne i 10 sekunder,bog
hybridiseringsopissningen indeholdende ikke-indfangede m&1 og
pavisningsoligonukleotid overfsres til en scinti11ationsta1—i
lerflaske. Perlerne vaskes derefter 5 gange med 2x SSC ved
37°C. De ferste tre vask er hurtige, 1 ml vaskevand tilsattes,

25 ' perlerne blandes godt og centrifugeres 10 sekunder, og vaske-

~ vandet overferes til en optallingsflaske. Til de 2 slutvask
tilsattes 1 ml1 vaskevand, og perlerne blandes og inkuberes ved
37°C i 5 minutter for de centrifugeres. Hvert vaskevand optal-

, les separat for at overvage proceduren.

30

Cerenkov-optallinger af hybridiseringsoplesningen, 5 vaske-
vand, og perler mdles i 5-10 minutteﬁ. Baggrundsoptallingen
trekkes fra alle prover. Det paviste fm-ma} beregnes pa fol-
gende méide:

35

(CPM p& perler/samlet CPM) X fm oligonukleotid
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Hvor hvor samlet CPM er summen af CPM for hybridiseringsoples-

ningen, 5 vaskevand, og perler.

PAVISNING AF FORSTARKEDE MAL VED BBSHS

MAL ul ANVENDT (FM) PAVIST
, 10-15 MmoL
103 HIV-inficerede celler 0,33 0,06
106 CEM ikke-inficerede celler 0,66 0,13
106 ikke-inficerede CEM-celler 0,07 0,01
0,14 0,015
0,7 0,01
10 0,008
0,01 fm HIV-RNA ' 0,007 0,14
' _ 0,014 0,29
10 fm g-globin DNA 4 10 0,014

EKSEMPEL VIII

Der folges den i eksempel I beskrevne fremgangsmade til iso-
lering af nukleinsyrer fra to prover: a) 103 HIV-inficerede
CEM-celler med 106 ikke-inficerede CEM-celler, og b) 108 ikke-
inficerede dyrkede CEM-celler, hvortil 0,01 fmol oprenset HIV
er tilsat efter ekstraktion. Fremgangsmadeh modificeres der-
efter ved yderligere oprensning gennem en Sephadex G-50 (fin)
rotationssajle (Maniatis supra), idet der elueres med TE efter
Extractor-sejletrinnet. Dette efterfolges af en ethanolpraci-
pitation af nukleinsyren (i 0,8 M LiC1 og 2,5 volumen EtOH) .

Nukleinsyren gensuspenderes derefter i 100 pl1 indeholdende:

40 mM Tris-HC1, pH-verdi 8,1
8 mM MgC1l,
25 mM NaCl
2 mM spermidin
5 mM DTT (dithiothreitol)
100 pM dATP, dTTP, dCTP, dGTP (hver)
1 pm rATP, rCTP, r6TP, rUTP
100 pg/ml BSA nukleasefri
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250 nM 29 bp DNA—éligonuk1eotid med sekvensen
E'ACACCATATGTATGTTTCAGGGAAAGCTA-3' (Primer B)
250 nM 56 bp DNA-oligonukleotid med sekvensen
5'-AATTTAATACGACTCACTATAGGGACACCTAGGGCTAACTATGTGTCCTAA
5 TAAGG-3') (Primer A)

100 p1 af oplasningen opvarmes til 65°C i 1 minut og afkeles
til 42°C i lebet af 1 minut. Denne opvarmning bg derefter op-
hold ved 42°C eller over i kombination med sammensatningen af
10 oplesningen giver ti]strakke]igvstrenge forbindelser for hy-
bridisering af (3'-primerundersegment)y, (se fig. 1) med til-
strékke1ig stabilitet til sekvensen, som er komplementar ti}
sekvensen af (3'-primerundérsegment)1 i m&1-HIV-RNA med hoj
specificitet. '
15
Derefter tilsattes 10 enheder aviazr myoblastosisvirus-omvendt-
transkriptase (AMV) (Life Sciences, Inc.} til oplesningen, og
oplesningen inkuberes i 10 minutter ved 42°C. [En enhed inkor-
porerer 1 nmol TTP i syrepracipiterbar form i 10 minutter ved
20 37°C under anvendelse af poly(A)-oligo (T)12-18 som skabelon-
primer, som defineret af Houts et al., J. Virol. 29, 6§17
(1979)]. Efter en 10 minutters inkubering anbringes oplesnin-
gen i et kogende vandbad i 1 minut. Denne opvarmning forarsa-
ger strengadskillelse af duplexet, som er dannet ved hjzlp af
25 omvendt-transkriptase og inaktiVering af det omvendte-tran-

skriptase.

Derefter afkeles oplessningen til 42°C i izbet af 1 minut. I
lebet af denne afkeling hybridiserer den anden primer, primer
30 B, til den 3'-terminale ende {tredje undersegment)so., se fig.
1, af malkomplementen af DNA-streng, som er dannet ved reak-
tionen kata1ysefet af den omvendte transkriptase i det fore-
gaende trin. Igen er hybridiseringsbetingelserne tilstrakkelig
strenge til specifik hybridisering mellem den anden primer og
35 sekvensen, som er komplementar til sekvensen af den anden pri-

mer.
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Efter afkeling tilsattes 10 yderligere enheder AMV-omvendt-
transkriptase og yderligere inkubering udferes i 10 minutter
ved 42°C.

100 énheder T7-polymerase sattes til reaktionsblandingen.
Reaktionsblandingen inkuberes derefter ved 37°C i 30 minutter.
Der syntetiseres et RNA-transkript, som er komplementart til
det oprindelige mal1-HIV-RNA startende fra T7-promotoren ti)
stede ved 5'-enden af duplex-DNA-skabelonen, som lige er syn-
tetiseret af den omvendte-transkriptase. Trénskriptet har sek-
vensen 5'-GGGA, derefter fortsattes med sekvensen, som er
komplementar til det andet undersegment af madlsegmentet {dvs.
andet undersegmenty.p, se fig. 1). Da den omvendte-transkrip-
tase ikke er blevet inaktiveret fer dette trin, og da primer B
er til stede séavel som deoxynukleotidtriphosphaterne, foregar
der en sekundar syntese ved dette trin. Primer B hybridiserer
til 3'-regionen af det nyligt syntetiserede RNA-transkript
(tredje undersegment)¢zcr, se fig. 1, som er komplementar til
B-primer. Den omvendte-transkriptase, som er blevet tilsat i
det foregdende trin, syntetiserer en DNA-streng under anven-
delse af det nyligt syntetiserede RNA-transkript (fremsti11et
af T7-polymerase) som en skabelon og under anvendelse af oli-

gonukleotid B som primeren ved 6'-enden,

Reaktionsblandingen koges derefter i 1 minut for at denaturere
RNA:DNA-duplexen. Reaktionsblandingen afksles derefter il
42°C i lebet af et minut. I legbet af dette afkelingstrin hy-
bridiserer det malkomplementzre segment af primer A til DNA-
strengen, som er syntetiseret i 1obet af det foregéendé trin.
P4 samme tidspunkt hybridiserer primer B til dens komplemen-
tzre sekvens pa RNA-transkriptet, som er syntetiseret i det

foregaénde trin.

Efter afkoling tilsattes 10 yderligere enheder AMV-omvendt-
transkriptase, og der foretages yderligere inkubering i 10
minutter ved 42°C. Omvendt-transkriptase syntetiserer DONA

komplementar til HIV-malet under anvendelse af oligonukleotid
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A som en priher ved 5'-enden og DNA fremstillet i det fid]i-
gere trin som en skabelon. En anden DNA-streng syntetiseres
under anvendelse af oligonukleotid B som en primer og det i
det tidligere trin fremstillede RNA-transkript som en skabe-

5 lon.

Reaktionsblandingen koges i 1 minut for at denaturere DNA-
'dup1eken 0g RNA:DNA-duplexen. Reaktionsblandingen afkeles til
42°C i lebet af et minut. Primer A hybridiserer til cDNA, som
10 er fremstillet under anvende\sé af RNA-transkriptet som skabe-
lon i det foregaende trin (hvis 3'-enden af skabe]on-strengén
ogsa anvendes som en omvendt-transkriptaseprimer fremstilles
et produkt identisk med slutproduktet fra den naste reaktion).
Primer B hybridiserer til DNA-strengen, som er komplementar
186 ti1 mal-HIV-RNA. Denne anden syntese frembringer et produkt,
som er en duplex-DNA indeholdende en T7—bromotorsekvens ved

dens 5'-ende savel som et 4 bp "variabelt" segment 5'-GGGA-3'.

100 enheder TT7-polymerase sattes til reaktionsblandingen.
20 Reaktionsblandingen inkuberes i 30 minutter til 37°C. T7-RNA-

poiymerasen anvender den dobbeltstrengede duplex-DNA indehol-

dende en duplex-T7-promotor som en skabelon til at transkri-

bere RNA, som er Kkomplementazr til det andet malundersegment

indeholdende den yderligere sekvens 5'-GGGA-3' ved dens
25 §'-ende.

Denne cyk]ué (koge 1", 1' ved 42°C, omvehdt-transkriptase 10!
ved 42°C, omvendt transkriptase 10' ved 42°C, T7-polymerase
37°C 30') kan gentages s3d mange gange, som det er nedvendigt
30 for at opnad den enskede forstarkning af malsekvens. Det op-
naede produkt kan derefter pavises ved hjzlp af nukleinsyre-

sondehybridiseringsteknik.

EKSEMPEL 1IX
35 '
Oprenset HIV-RNA i en koncentration pa 1 fmol blev gensuspen-

deret i:
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40 mM Tris-HC1, pH-vardi 8,1
8 mM MgCl, |
25 mM NaC1l
2 mM spermidin
5 mM dithiothreitol
100 pM dATP, dTTP, dCTP, dGTP (hver)
1 pM hver rATP, rCTP, rGTP, rUTP
100 pg/m1 BSA nukleasefri
250 nM 29 bp DNA-oligonukleotid med sekvensen
5" ACACCATATGTATGTTTCAGGGAAAGCTA-3"' (Primer B)
250 nM 56 bp DNA-oligonukleotid med sekvensen
5'-AATTTAATACGACTCACTATAGGGACACCTAGGGCTAACTATGTGTCCTAA
TAAGG-3') (Primer A)

De 100 pl oplesning opvarmes til 65°C i 1 minut og afkoles til
42°C i lebet af 1 minut. Dette opvarmningstrin og afkelings-
trin i kombination med saﬁmensatningen af oplegsningen giver
tilstrakkelig 'strenge betingelser for hybridisebingen af p}i—
mer A med tifstrakke1ig stabilitet til sekvensen komplementar
ti1 sekvensen af primer A-regionen i mal-HIV-RNA [(ferste

undersegment);s i fig. 1] med -heoj specificitet.

Derefter tilsattes 10 enheder aviar myoblastosisvirus-omvendt-
transkriptase (AMV) {Life Science, Inc.) til oplesningen, og
oplesningen inkuberes i 10 minutter ved 42°C. Efter en 10 mi-
nutters %nkubering anbringes oplesningen i et kogende vandbad
i 1 minut. Denne opvarmning forarsager strengadskillelse af
duplexen dannet af omvendt-transkriptase og inaktivering af

omvendt-transkriptase.

Oplesningen afkeles til 42°C i lebet af 1 minut. I lebet af
denne afkeling hybridiserer den anden primer B til 3'-enden af
den nyligt syntetiserede mal-komplementare streng [eller
(tredje undersegment)is. i fig. 1]. Igen er hybridiserings-
betingelserne tilstrazkkelig strenge til specifik hybridisering
mellem den anden primer og sekvensen, som er komplementar til

sekvensen af den anden primer.
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Efter afkeling tilsattes 10 yderligere enheder AMV-omvendt-
transkriptase, og der foretages yderligere inkubering § 10 mi-
nutter ved 42°C.

5 100 enheder T7-RNA-polymerase {New England Biolabs) sattes til
reaktionsblandingen. Reaktionsblandingen inkuberes derefter
ved 37°C i 30 minufter. Der syntetiseres et RNA-transkript,
som er komplementar til det oprindélige mal-HIV-RNA startende
fra T7-promotoren, som er til stede ved 5'-enden af duplex-

10 ONA-skabelonen, som er syntetiseret af omvendt-transkriptase.
RNA-transkriptet har sekvensen 5'-GGGA, derefter fortsattes
med sekyensen; som er komplementazr til det andet undersegment
af madlsekvensen (dvs. andet undersegmenti.,., fig. 1). Da den
omvendte transkriptase ikke er blevet inaktiveret for dette

15 trin, og da primer B‘er til stede savel som deoxynukleotid-
triphosphaterne, foregar en anden éyntese pa dette trin. Pri-
mer B hybridiserer til 3'-regionen af det nyligt syntetiserede
RNA-transkript [(tredje undersegment)tzcr, se fig. 1], som er
komplementar til primer B. Den omvendte transkriptase (som var

20 blevet tilsat f det forudgaende trin) syntetiserer en DNA-
streng under anvendelse af det nye syntetiserede RNA-tran-
skript (fremstillet af T7-RNA-polymerasen) som en skabelon og

o1igqnuk1eotid B som en primer ved 5'-enden.

25 Reaktionsblandingen koges‘derefter i 1 minut for at denaturere
RNA:DNA-dupiexen. Reaktionsb1andingen afkeles derefter til
42°C i lobet af et minut. I lobet af dette afkelingstrin hy-
bridiserer det mal-komplementare segment af primer A til DNA-
strengen, som er syntetiseret i det forudgdende trin. Pa det

30 samme tidspunkt hybridiserer primer B til dens komplementare
sekvens p& RNA-transkriptet, som er syntetiseret i det forud-

gaende trin.

Efter afkeling tilsattes 10 enheder AMV—omvendt—transkriptase,
35 og der inkuberes yderligere i 10 minutter ved 42°C. Omvendt-
transkriptase syntetiserer DNA komplementar ti) HIV-méalet un-

der anvendelse af oligonukleotid A som en primer ved 5'-enden
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og DONA fremstillet i det forudgéen&e trin som en skabelon.
3'-enden af skabelonstrengen anvendes som en primer til frem-
stilling af et slut-duplex-DNA med et dobbeltstrenget T7-pro-
motorsted ved dets 5'-ende. En anden DNA-streng syntetiseres
under anvendelse af oligonukleotid B som en primer, og RNA-
transkriptet, som er fremstillet i det foregaende trin som en

skabelon.

100 enheder T7-polymerase sattes til reaktionsblandingen.
Reaktionsblandingen inkuberes i 30 minutter ved 37°C. T7-RNA-
polymerasen syntetiserer et RNA-transkript under anvendelse af
duplex-ONA indeholdende polymerasebindingsstedet (T7-promotor)
ved dets S5'-ende som en skabelon. RNA-transkriptet er komple-
mentzr til madl-andet undersegment, se fig. 1, indeholdende den
yderligere sekvens 5'-GGGA-3' ved dens 5'-ende. Der kan fore-
tages yderligere cykler . til foregelse af forstarkningen. De
opnaede produkter kan pavises ved hjalp af en nukleinsyrehy-

bridiseringsprotokal.
EKSEMPEL X

Protokol for sidste-rundemerkning af et TAS-forstazrket pro-
dukt.

A. Sejle til fjernelse af ikke-inkorporerede kolde nukleotider

1. TAS-reaktionsblandingen (100 ul1) tages efter cDNA-syntesen
i slutcykiusen af TAS. Tilsat 400 pl reagens A (0,1 M Tris-
HC1, pH-verdi 7,7, 10 mM triethylamin, 1 mM dinatrium-EDTA)

til reaktionsblandingen.
2. Ekvilibrer en NENSORB;g (Dupont)-forpakket sejle ved be-
fugtning af sejlematerialet i 100% methanol (HPLC-kvali-

tet), derefter ®kvilibrering med 2 ml reagens A.

3. Pafyld prove pa sojle.
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4. Vask segjlen 3 gange med 1 ml reagens .A.
5. Vask éej]en 3 gange med 1 ml1 vand.

5 6. Eluer nukleinsyrerne med 50% methanol, opsamlende 250-300
ul fraktioner i op til 1 m1 samlet volumen. (De forste to

fraktioner vil indeholde steorstedelen af nukleinsyren).

7. Ter fraktionerne i "speed-vac" eller lyofiliseringsapparat.
10 ' '
B. Protokol til markning af det forstarkede produkt.

1. Gensuspender fraktionerne fra NENSORBjg-sejlten (de forste
to fraktioner kan foreﬁes) i 40 mM Tris-HC1, pH-verdi 8,1,
is 8 mM MgCli,, 25 mM NaCl, 2 mM spermidin-(HC1)3, 5 mM dithio-
threitol, 400 puM af hver rATP, rCTP og rGTP, 12 uM rUTP og
25 uCi a-32p-rUTP (800 Ci/mmol).

2. Tilsat 50 enheder TT-RNA-polymerase (New England Biolabs)
20 for hver 50 pl preve. Inkuber ved 37°C i 30 minutter.

3. Det 1ikke-inkorporerede marke kan fjernes ved hjalp af en

G-SO—rotefingssaj1e (Maniatis supra}).

25 4. Oen mzrkede preve kan keres pa en sekvensbestemmelsespoly-
acrylamidgel for at fastlagge sterrelsen af det forstarkede
produkt. Det markede produkt kan ogsd pavises under anven-

delse af 0ligo-Beads®,.

30 . EKSEMPEL XI
Anvendelse af en indre standard under TAS-forstarkning

Der blev fremstillet prover med: 1) 0,1 fm HIV-RNA- og 0,1 fm
B-globin-DNA-sekvenser (HB19A klovet med PstI), 2) 0,01 fm
35 HIV-RNA og 0,1 fm B-globin-DNA (HB19A klevet med PstI), 3) 0,1
fm HIV-RNA, eller 4) 0,1 fm B-globin-DNA (HB19A klisvet med
PstI i 100 pl1 indeholdende 40 mM Tris-HC1, pH-vardi 8,1, 8 mM
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MgCl,, 25 mM NaCl, 2 mM spermidin-(HC1)3, 5 mM dithiothreitol,
100 pl1 af hver dATP, dTTP, dCTP og dGTP, 1 mM af hver rATP,
rUTP, rCTP og rGTP, 100 pg/mil BSA (nuklease-fri) og 250 nM
primer A
(5'-AATTTAATACGACTCACTATAGGGACACCTAGGGCTAACTATGTGTCCTAATAAGG-
3'), 250 nM primer B (5'-ACACCATATGTATGTTTCAGGGAAAGCTA-3'),
250 nM primer €
(5‘-TAATACGACTCACTATAGGGAACTAAAGGCACCGAGCACTTTCTTGCC-3‘), og
250 nM primer D (5'-ACATTGCTTCTGACACAACTGTGTTCA-3'). En preve
med 1/20 udgangsnukleinsyrer blev anbragt i denatureringsoples-
ningen 7,4% formaldehyd, 10x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M Na-ci-

trat, pH-verdi 7,4) for nultidspunktpreverne.

Prgverne blev kogt i 1 minut og afka1et ved 42°C i 1 minut ef-
terfulgt at tilsatningen af 10 enheder AMV-omvendt-transkrip-
tase. Reaktionsb]éndingerne inkuberes ved 42°C i 15 minutter,
koges i 1 minut og afkeles ved 42°C i 1 minut. Yderligere 10
enheder AMV-omvendt-transkriptase tilsattes efterfulgt af in-
kubeEing ved 42°C i 15 minutter. 100 enheder T7-RNA-polymerase
tilsmttes efterfulgt af inkubering ved 37°C i 30 minuttér.
Denne cyklus gentages endnu engang. (Der kan udferes flere
cykler afhangig af den nedvendige forstarkning). To ﬁrever
indeholdende 1/20 af udgangsmalnukleinsyrer blev anbragt i
denatureringsopligsning for den anden transkriptions-tidspunkt-

prever.

Alle prever blev opvarmet til 55°C i 30 minutter for filtre-
ring pd to nitrocellulosemembraner. Nukleinsyrerne blev fikse-
ret til membranen ved bestraling med 254 nm UV-lys i 4 minut-
ter. Som kontrolprever blev 1, 0,1 og 0,01 fm plasmid pARVT7/2
[Luciw et al., Nature 312, 760 (1984)], som indeholder hele
HIV-genom-cDNA'et savel som plasmid HB19A [Wallace et al.,
Nucl. Acids Res. 9,.3647 (1981)], denatureret i O,Z N NaOH,
neutraliseret med et lige s& stort volumen 2 M ammoniumacetat
og derefter filtreret pa nitrocellulosemembranen. En membran
blev hybridiseret med 32p-market oligonukleotid 86-311, som er
specifik for det forstarkede produkt af HIV. Den anden membran
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blev hybridiseret til 32p-market oligonukleotid 87-4592, som
vil hybridisere til det forsterkede B-globinprodukt savel som

til mal-g-globinplasmidet.

5 Hybridiseringerne bleQ foretaget i 1% SDS, 0,9 M NaCl, 50 nM
NaH,PO04 (pH-vardi 7,4), 5 mM EDTA (pH-vardi 7,4) og 106 cpm/m.
32p-market oligonukleotid i 1 time ved 55°C. Membranerne blev
vasket 3 gange i 1% SDS, 0,18 M NaCl, 10 mM NaH,PO4 (pH-vardi
7,4) og 1 mM EDTA ved stuetemperatur efterfulgt af 1 vask i

10 den samme puffer ved 55°C.

Membranerne blev derefter autoradiograferet i 16 timer pa&

Kodak XAR-film ved -70°C med en forstarkningsskarm.

)

15 Bem@&rkninger .
1. 86-31: 5'-GCACACAAGTAGACCCTGAACTAGCAGACCA-3"'

2. 87-459: 5'-AGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACT-3"

Autoradiografiet i fig. 3 viser mangden af HIV- og B-globin-

,20' sekvenser pdvist efter to TAS-cyklusser udfert samtidig pa
HIV og B-globinnukleinsyre. Udgangsmangden af B-globin blev
holdt konstant, mens méngden af HIV-m&1 blev varieret.

Selvom opfindelsen er blevet beskrevet med nogen specificitet
25 i den foreliggende beskrivelse, vil fagmanden inden for det
foreliggende omr&de kunne se variationer og modifikationer af
opfindelsen som beskrevet; som er inden for den foreliggende
opfindelses omfang. Sadanne variationer og modifikationer er
ogsa inden for den fore]iggende'opfindelse som beskrevet og

30 gjort til genstand for krav heri.
Opfindelsen har yderligere trak:

I. Fremgangsmaden beskrevet i felgende krav 21 er karakterise-
35 ret ved at (1) den DNA—afhangige bakteriofag-RNA-polymerase er
T7-RNA-polymerase, (promotor); er 5'-TAATACGACTCACTATA-3' og
(variabelt undersegment)l har et dinukleotid med sekvensen
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5'-GG-3' ved dets 5'-ende, eller (2) den DNA-afhangige bakte-
riofag-RNA-polymerase er T3-RNA-polymerase, (promotor); er
5'-TATTAACCCTCACTAAA-3' o0g (variabelt undersegment); har et
tetranukleotid med sekvensen 5'-GGGA-3' ved dets 5'-ende, el-
ler (3) den DNA-afhangige bakteriofag-RNA-polymerase er SP6-
RNA-polymerase, (promotor); er
5'-GAACGCGGCTACAATTAATACATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAGGTGA-
CACTATA-3', og (variabelt undersegment); har et hexanukleotid
med sekvensen 5'-GAATAC-3' ved dets 5'-ende.

11. Fremgangsmaden ifelge I er karakteriseret ved at 5'-enden

af den forste primer er 5'-nukleotidet af (promotor);.

III. Fremgangsmaden ifelge 1II ef karakteriseret ved, at hvis
den DNA-afh®ngige bakteriofag-RNA-polymerase er T7-eller
T3-RNA-polymerasen, har (variabelt undersegment); sekvensen
5'-GGGATGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGC-3"' og, hvis den
DNA-afhangige bakteriofag-RNA-polymerase er SP6-RNA-poly-
merasen, har (variabelt undersegment), sekvensen

5'-GAATACTGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGC-3".

iV. Fremgangsmaden ifelge krav 32, 33, 34, 35, 36 eller 37 er
karakteriseret ved, at (A) (i) hvis den ferste DNA-afhangige
bakteriofag-RNA-polymerase er T7- eller T3-RNA-polymerase, har
(variabelt undersegment)q sekvensen
5'-GGGATGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGC-3', og anden primer
{(variabelt undersegment)z har sekvensen
5'-CGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGC-3"; eller
(ii) hvis den forste DNA-afhangige bakteriofag~-DNA-RNA-polyme-
rase er SP6-RNA-polymerase, har (variabelt undersegment}); se-
kvensen 5'—GAATACTGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGC-3' og
anden primer (variabelt undersegment), har sekvensen
5'-CGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGC-3 ",

(B) (i) hvis den anden DNA-afhangige bakteriofag-RNA-polymera-
se er T7- eller T3-RNA-polymerase, har (variabelt underseg-
ment)3 sekvensen '
5'-GGGATGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGC-3'; (ii) hvis den
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anden ONA-afhangige bakteriofag-RNA-polymerase er SP6~RNA-po-
lymerase, har {variabelt undersegment)3 sekvensen
5'-GAATACGGGATGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGC-3", og den
fjérde primer har som 5'-enden 40 nukleotider ‘

5 5’-CGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGC-3'; og (C)
efter trin (12) replikeres det andet RNA autokatalytisk med
QB8-replikase.

V. Fremgangsmdden ifelge krav 41 er karakteriseret ved, at
10 5'-enden af den ferste primer er 5'-nukleotidet af (promo-
tor)y, at hvis den DNA-afhangige bakteriofag-RNA-polymerase er
TT-RNA-polymerase, har undersegmentet (promotor)j-(variabelt
undersegment)y af den forste primer sekvensen 5'—TAATACGACTCA-
CTATAGGGACGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGE-3"; at
15 hvis den_DNA—afhangige‘bakteriofag-RNA-polymerase er T3-RNA-
po]ymerase} har undersegmentet (promotor)j-(variabelt under-
segment)y af den fgrste primer sekvensen 5'-TATTAACCCTCA-
CTAAAGGCACGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGC-3'; at
hvis den DNA-afhangige bakteriofag-RNA-polymerase er SP6RNA-
20 polymerase, har undersegmentet (promotor) -(variabelt under-
segment)y af den ferste primer sekvensen 5'~-GAACGCGGCTACAATTA-
ATACATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATAGAATACCGCGCTCT-
CCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCBACCTTCGTGC-3"; at (variabeit
undersegment), har sekvensen
25 5'-TGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGC-3"; og at, efter trin
{6), replikeres det forste RNA autokatalytisk med Qﬁ—rep]i-

kase.

30

35
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PATENTKRAYV

1 Fremgangsmade til amplifikation af en malnukleinsyresekvens i en preve in-

5 deholdende nukleinsyre, omfattende:

1)  hybridisering af en forste enkeltstrenget DNA-primer med nzvnte mélnukleinsy-
resekifens, hvor naevnte primer omfatter en promotorsekvens, som med en se-
kvens af 0 til 100 nukleotider er bundet il en sekvers af nukleotider, der er kom-

10 plementzre med 3‘-éndeﬁ af nzvnte malsekvens, idet nevnte komplementere se-

kvens i det mindste har en lengde pa 10 nukleotider,

2) forlengelse af nevnte forste primer, som er hybridiseret i overensstemmelse med
trin (1), ved en réaktion, der er katalyseret med en DNA-polymerase, til dannelse

15 af en forste komplementzer DNA-sekvens,
3)  adskillelse af duplexen dannet i trin 2)1 enkeltstrengé,
4)  hybridisering af en anden enkeltstrenget DNA-primer, som har en sekvens med 1
20 det mindste 10 nukleotider svarende til 5'-enden af navnte malsekvens og even-
tuelt en yderligere DNA-sekvens af op til 100 nukleotider, med navnte forste

komplementzre DNA-sekvens,

5) forlengelse af nzvnte anden primer, der er hybridiseret i overensstemmelse med

25 trin (4), ved en reaktion, som er katalyseret med en DNA-polymerase, til dannelse

af en anden komplementzr DNA-sekvens og

6) anvendelse af det dobbeltstrengede DNA-produkt fra trin (5) til fremstilling af en
mengde RNA-transkripter, der er komplementzre med nzvnte mélsekvens, ved
30 en reaktion, som er katalyseret med en DNA-afhengig RNA-polymerase med

specificitet for promotoren, som er indbefattet i nzevnte forste primer.
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2. Fremgangsméde til amplificering af en malnukleinsyresekvens ifglge krav 1,

hvor nzvnte mélsekvens yderligere amplificeres ved

(7) hybridisering af en tredje enkeltstrenget DNA-primer med RNA-transkripterne

5 fremstillet i trin (6), hvor n@vnte primer omfatter en promotorsekvens, der
med en sekvens af 0 til 100 nukleotider er bundet til en sekvens af nukleotider,

som er komplementere med 3'-enden af navnte mélsekvens, idet nzvnte
komplementere sekvens i det mindste har en lengde p;ﬁ 10 nukleotider og

eventuelt ikke eller ikke vasentligt overlapper med sekvensen af i det mindste

10 10 nukleotider, som svaref til 5'-enden af nzvnte mélsekvens i nevnte ‘anden
primer, idet nzvnte promotorsekvens er den samme som eller forskellig fra

promotorsekvensen i nzvnte forste DNA-primer;

(8) forlengelse af nazvnte tredje primer ved en reaktion katalyseret med en DNA-
15 polymerase til dannelse af en tredje komplementzar DNA-sekvens;

(9) - adskillelse af nukleinsyreduplexen dannet i trin (8) i enkeltstrenge;

(10)  hybridisering af en fjerde enkeltstrenget DNA-primer med nzvnte tredje kom-

20 plementzre DNA-sekvens, hvilken primer har en sekvens med i det mindste
10 nukleotider svarende til 5'-enden af RNA-transkripterhe fremstillet i trin (6)

og eventuelt en yderligere DNA-sekvens med op' til 100 nukleotider, idet

nzvnte tilsvarende sekvens eventuelt ikke eller ikke vasentligt overlapper med

sekvensen med i det mindste 10 nukleotider, der er komplementzre med 3'-

25 enden af nzvnte mélsekvens i nzvnte forste primer;

(11)  forlengelse af naevnte fjerde primer ved en reaktion katalyseret med en DNA-

polymerase til dannelse af et fjerde komplementaert DNA og

30 (12)  anvendelse af det dobbeltstrengede DNA-produkt fra trin (5) til fremstilling af

en mangde transkripter svarende til navnte malsekvens ved en reaktion kata-
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lyseret med en DNA-afhengig RNA-polymerase med specificitet for promoto-

ren, der er indbefattet i nzevnte tredje primer.

3. Fremgangsmade, der er nyttig til pavisning af i det mindste én specifik nu-
5 kleinsyremélsekvens 1 en preve ind‘eholdende nukleinsyre, omfattende fremstilling,
ifolge krav 1 eller 2, af RNA-transkripter, der indeholder en sekvens, som er komple-
mentzr med eller svarer til nevnte mélsekvens, og pavisning af tilstedevarelsen af

nzevnté RNA-sekvens.

10 4. Fremgangsmade ifolge krav 3, hvor n@vnte transkripter indeholder et replika-

segenkendelsessted for replikation af nevnte transkripter ved replikaseinduktion.

5. Fremgangsmade ifelge krav 3 eller krav 4, hvor den paviste RNA-sekvens af
nzvnte RNA-transkripter méles pA en standardiseret made for at méle mangden af
15 malsekvens indeholdt i en prove af nukleinsyre, som anvendes til fremstilling af det

dobbeltstrengede nukleinsyretemplat.

6. Fremgangsmade ifalge krav 5, hvor den ‘paviste RNA-sekvens i nzvnte RNA-

transkripter males p& en méde, der er internt standardiseret med tilstedevaerelsen af et

20 kendt kopiantal af nukleinsyre, der ligeledes indgér i nzvnte prove.

7. Fremgangsméade ifalge krav 3, hvor nzvnte nukleinsyresekvens er et segment

af et humant immundefektvirus.

25 8. Fremgangsméde ifolge krav 1-4, hvor promotoren svarende til promotorse-
kvensen i den ferste primer, er en bakteriofag-T7-promotor, og RNA-transkripterne

frembringes under anvendelse af T7-RNA-polymerase.

9. Frenigangsméde ifolge et hvilket som helst af kravene 1-4, hvor promotoren

30 svarende til promotorsekvensen i den ferste primer er en bakteriofag-SP6-promotor, og

RNA-transkripterne frembringes under anvendelse af SP6-RN A-polymerase.
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10. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af kravene 1-4, hvor mélsekvensen
er en DNA-sekvens, og polymeraseforlengelsesreaktionen katalyseres med E. coli

DNA-polymerase I.

5 1L Fremgangsmade ifel ge et hvilket som helst af kravene 1-4, hvor malsekvensen
er en DNA-sekvens, og polymeraseforlzngelsesreaktionen katalyseres med Klenow-

fragmentet af E. coli DNA-polymerase I.

12. Fremgangsmade ifalge et hvilket som helst af kravene 1-4, hvor mélsekvensen
10 er en DNA-sekvens, og polymeraseforlengelsesreaktionen katalyseres med T4-DNA-

polymerase.

13. Fremgangsméde ifelge et hvilket som helst af kravene 1-4, hvor alle polymera- ,

seforlengelsesreaktionerne katalyseres med en revers transkriptase. -

15 . .
14. Fremgangsméde ifolge krav 3, hvor nevnte RNA-transkripter er merket for
pévisning. - |
15. Fremgangsméde ifolge krav 14, hvor nzvnte RNA-transkripter er radiomer-
20 ket
16. Fremgangsméde ifelge krav 14, hvor nzvnte RNA-transkripter er chromofor-
merket.
25 17 Fremgangsméde ifelge krav 13, hvor den reverse transkriptase er ‘valgt fra

gruppen bestaende af AMV-revers transkriptase og MMLV-revers transkriptase.

18. Fremgangsméde ifolge et hvilket som helst af kravene 1-17, hvor strengene

adskilles ved termisk denaturering.
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