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57 Sammendrag

Foreliggende oppfinnelse er en ny fremgangsmate for pavisning og lokalisering av spesifikke
nukleinsyresekvenser i en preve med hoy grad av sensitivitet og spesifisitet. Fremgangsmaéten og de nye
preparater som benyttes i fremgangsmaéten, omfatter anvendelse av probenukleinsyrer, fremstilling av
bindingsomrader i nukleinsyren og anvendelse av malbindingsansamlinger i nukleinsyren for pavisning
og lokalisering av spesifikke mélnukleinsyrer. Pavisning og lokalisering av malnukleinsyren oppnas
selv 1 nzervar av nukleinsyrer med lignende sekvenscr. Fremgangsmaéten tilveicbringer en hoy grad av
amplifisering av signalet som dannes ved hver spesifikke bindingsbegivenhet. Neermere bestemt
presenteres fremgangsmater og preparater for pavisning av HIV- og HPV-nukleinsyre i prover. Disse
fremgangsmater og preparater kan anvendes ved diagnose av sykdom, genetiske undersekelser,
rettsmedisinske formél og analyse av nukleinsyreblandinger. Noen av de nye preparater som benyttes i
pavisningsfremgangsmaten, er anvendbare for forebyggelse eller behandling av patogene tilstander.
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Oppfinnelsens bakgrunn

1. Oppfinnelsens omrade

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en fremgangs-
mate for pavisning av spesifikke mdlnukleinsyresekvenser i en
preve med fidelitet og neyaktighet, selv i narver av nert
beslektede, men forskjellige nukleinsyrer. Pavisningen kan
omfatte oppsamling og sammensetning av spesifikke molekyler
til mdlbindingsansamlinger som spesifikt binder malbin-
dingsomrader som dannes ved hybridisering av probenukleinsyrer
og mdlnukleinsyresekvenser. Pavisningen omfatter tilveie-
bringelse av én eller flere pavisbare merkingsgrupper,
heriblant radioaktive, lys— eller fluorescensutsendende,
enzymatiske eller andre pdvisbare eller signaldannende
molekyler, forbundet med probenukleinsyren, m&lbindings-
ansamlingen, forsterkernukleinsyren, forsterkerbindings-
ansamlingen eller hdrndlsnukleinsyren.

Oppfinnelsen gjelder ogsd fremgangsméte for padvisning
av en mdlnukleinsyre, kjennetegnet ved at den omfatter a:

(a) fremskaffe en preve som inneholder en hybrid som skal bli
pavist, eller en preve som inneholder en malnukleinsyre og en
probenukleinsyre som hybridiserer slik an et probe-mdlhybrid
dannes, og

{b) bringe hybriden i trinn (a) i kontakt med et nukleinsyre-
bindende molekyl eller ansamling (TBA), der TBA er i stand til
a4 binde til og stabilisere hybriden pa en sekvensspesifikk
madte, og videre der TBA er i stand til & skille mellom en
hybrid som er dannet av proben og mdlnukelinsyren, og en
hybrid som har én eller flere feilaktige baseparinger som er
dannet mellom proben og en nart beslektet eller ubeslektet

sekvens.

2. Oppfinnelsens bakgrunn og beskrivelse av teknikkens stand
Det er et gkende antall tilfeller i hvilke det er

viktig & kunne pavise nukleinsyrer som inneholder en spesifikk

sekvens, i1 det pafwslgende betegnet malnukleinsyrer (TNA), i en
prove. Det er enskelig 4 kunne pavise TNA med det laveste an-
tall prosesseringstrinn, med de enkleste bestanddeler og til
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utelukkelse av andre, lignende, men forskjellige nukleinsyrer,
i det pafelgende kalt beslektede nukleinsyrer (CNA). Det er
onskelig & kunne pavise spesifikke TNA og utelukke alle CNA i
analysepregven uten behov for amplifisering eller annen type
post-deteksjonsprosessering.

Det finnes en rekke fremgangsmater som benytter im-
mobiliserte eller merkede nukleinsyrer som prober for TNA. Ved
bruk av kjente fremgangsmater er det imidlertid vanskelig &
skille mellom en TNA bundet til en probenukleinsyre (PNA) og
en CNA bundet til PNA. For eksempel kan én eller flere umake
baser i PNA og en CNA fortsatt fere til en CNA-PNA-hybridiser-
ing som nesten ikke kan atskilles fra en TNA-PNA-hybridiser-
ing. Hybridisering alene er saledes ingen optimal indikator pa
at en PNA har hybridisert til en unik TNA.

Det er mange situasjoner i hvilke en PNA ville benyt-'
tes for & pregve 3 fastsld hvorvidt en TNA foreligger i en
preve som kan inneholde CNA. Hybridisering av PNA til enhver
CNA vil i denne situasjon begrense den diagnostiske verdi som
PNA kunne ha for pavisning av en TNA uten ytterligere verifis-
ering. Videre er det enskelig & kunne pavise og lokalisere TNA
med lavt kopitall i prever som kan inneholde mange kopier av
CNA, uten a matte lage ytterligere kopier av denne TNA. Det
ville ogsa vare enskelig & kunne bekrefte nerver av CNA, uav-

hengig av TNA, uten behov for & atskille CNA og TNA i preven.

Videre ville det vare gnskelig 3 kunne amplifisere
signalet fra selv en lite hyppig forekommende TNA~-PNA-hybri-
disering. For dette formdl ville en fremgangsmate for & poly-
merisere flere kopier av en "merkelapp", i det padfglgende be-
tegnet en forsterkernukleinsyre (BNA) pa TNA-PNA-komplekset,
vere enskelig.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer fremgangs-
mater for 4 oppnd de ovenfor nevnte, gnskede madl. Som vist ved
den pafelgende oversikt, har de fremgangsmater ikke tidligere
blitt beskrevet eller foreslatt innen faget. En generell og
omfattende oversikt over teknikkens stand med hensyn til
nukleinsyrepavisning er gitt i Keller, H., M.M. Manak (1989),
DNA Probes, Stockton Press. Se ogsad EP 0 453 301 A2,

EP 0 147 665 Al, EP 0 450 594 A2, WO 9300446 Al.
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En fremgangsmidte for pavisning av umake basepar ved
kjemiske midler for & fastsla hvorvidt en PNA har hybridisert
til en CNA snarere enn til en TNA, er beskrevet. I US patent-
skrift nr. 4 794 075, tildelt Ford et al., diskuteres en frem-
gangsmate for a skille mellom DNA-fragmenter som inneholder
umake enkeltbaser fra disses perfekt parede homologer. Enkelt-
trddede omrader i et dupleksfragment modifiseres med et kar-
bodiimid som reagerer med uparede guanin- (G) og tymin- (T)
rester i DNA. Line&re dupleks-DNA-molekyler reagerer ikke,
mens DNA-molekyler med enkelte umake basepar reagerer kvanti-
tativt. Etter reaksjonen med karbodiimid fraksjoneres DNA-
molekylene pd heyprosentige polyakrylamidgeler slik at modi-
fiserte og ikke-modifiserte fragmenter kan atskilles. Ford et
al. benyttet denne teknikk for a lokalisere og rense DNA-sek-
vensforskjeller ansvarlige for fenotypevariasjon og arvelig
sykdom. Selv om denne fremgangsmdte er anvendbar for & felge
variasjoner i genetisk materiale, har den et stort antall
trinn, den krever kostbare komponenter, og den byr ikke pa
noen direkte mate for & fastsld hvorvidt en PNA har hybridis-
ert til TNA og ikke til CNA i preven.

Noen forsek er blitt gjort pa a forsikre at i det
minste en del av hybridiseringen mellom PNA og en annen nuk-
leinsyre er komplementar. En fremgangsmidte omfatter & folge
dannelsen av transkripsjonsprodukter som fremstilles dersom
PNA hybridiserer til en nukleinsyre i tilstrekkelig stor grad
til & kunne transkriberes fra et promotersete i proben. US
patentskrift nr. 5 215 899, tildelt Dattagupta, beskriver
hvordan spesifikke nukleinsyresekvenser amplifiseres ved bruk
av en harnalsprobe som, etter hybridisering med og ligering
til en mdlsekvens, er i stand til & transkriberes. Proben om-
fatter en enkelttradet, selvkomplementar sekvens som under
hybridiseringsbetingelser danner en hdrndlsstruktur med et
funksjonelt promoteromrade, og som videre omfatter en enkelt-
tradet probesekvens ner harnalssekvensens 3' ende. Ved hybri-
disering med en malsekvens som er komplementar til probesek-
vensen og ligering av den 3' ende av den hybridiserte malsek-
vens til hdrnalsprobens 5' ende, gjores malsekvensen transkri-
berbar i nerver av en egnet RNA-polymerase og passende ribo-
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nukleosidtrifosfater (rNTP). Amplifisering oppnds ved & hybri-
disere den snskede TNA-sekvens med proben, ligere TNA til PNA,
tilsette RNA-polymerasen og rNTP til de atskilte hybrider og
la transkripsjonen forlegpe inntil en snsket mengde RNA-
transkripsjonsprodukt har akkumulert. Denne fremgangsmate
bruker generelt og spesifikt harndls-DNA utformet med en
enkelttrddet, uparet ende for hybridisering til en malsekvens.
Nar malsekvensen er bundet, tillates produksjon av RNA-
transkripsjonsprodukter. Fremgangsmaten omfatter saledes pa-
visning av sekundare transkripsjonsprodukter snarere enn an-
vendelse av en nukleinsyrebindende ansamling for direkte im-
mobilisering og/eller lokalisering av en malsekvens. En CNA
kunne lett bindes til proben, og manglende komplementaritet
ville ikke nedvendigvis forstyrre dannelsen av et CNA-PNA-
hybrid som deretter kunne understette produksjon av ugnskede
transkripsjonsprodukter.

En CNA bundet til PNA, kunne pavises dersom manglende
komplementaritet forstyrrer det hybride CNA-PNA-pars evne til
a kuttes av en restriksjonsendonuklease. I US patentskrift nr.
5 118 605, tildelt Urdea, og US patentskrift nr. 4 775 619,
tildelt Urdea, ble nye fremgangsmater for analyse av en nuk-
leinsyre tilveiebrakt, som benytter polynukleotider med oligo-
nukleotidsekvenser som i det vesentlige er homologe til en
sekvens av interesse i analysematerialet, hvor narver eller
fraver av hybridisering ved en pa forhand bestemt stringens,
gir frigjering av en merket gruppe fra stottemidlet. Forskijel-
lige teknikker benyttes for & binde en merket gruppe til et
stottemiddel, hvorved en merket gruppe kan frigjeres fra
stottemidlet ved klsyving av enten en enkelt- eller dobbelt-
binding, og hvor frigjering av den merkede gruppe kan pavises
som indikativ pa nerver av en gitt polynukleotidsekvens 1 en
prove. Denne teknikk har imidlertid den ulempe at et CNA-PNA-
par kunne kuttes av restriksjonsendonukleasen selv om det
foreligger uparede nukleotider, sa sant de uparede nukleotider
ligger utenfor endonukleasens gjenkjenningssete. Dette ville
fore til at analysen sviktet ndr det gjelder & identifisere et
CNA-PNA-hybrid.

En annen fremgangsmate benytter en forgrenet DNA-
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probe for & padvise nukleinsyrer. US patentskrift nr.
5 124 246, tildelt Urdea et al., beskriver linezre eller for-
grenede oligonukleotidmultimerer som er anvendbare som for-
sterkere i biokjemiske analyser, som omfatter (1) i det minste
én forste, enkelttradet oligonukleotidenhet (PNA) som er kom-
plementer til en enkelttradet oligonukleotidsekvens av inter-
esse (TNA), og (2) et stort antall andre, enkelttrddede oligo-
nukleotidenheter som er komplementare til et enkelttradet,
merket oligonukleotid. Selv om forsterkede "sandwich"-nuklein-
syrehybridiseringer og immunoanalyser som benytter multi-
merene, beskrives, har fremgangsmaten den begrensning at PNA-~
CNA-hybridisering kunne forekomme og f@re til produksjon av
uepnsket signal.

I tillegg til fremgangsmater for identifisering av
TNA har fremgangsmater blitt beskrevet for amplifisering av
dette DNA. I US patentskrift nr. 5 200 314, tildelt Urdea,
pévises en polynukleotidtrad med en sekvens som skal analys-
eres (TNA) i en preve som inneholder polynukleotider, ved a
sette polynukleotidet som skal analyseres, i forbindelse med
en innfangingsprobe (PNA) under hybridiseringsbetingelser,
hvor innfangingsproben har en ferste bindingspartner som er
spesifikk for TNA, og en andre bindingssekvens som er spesi-
fikk for en tredje bindingspartner festet til en fast fase.
Den resulterende dupleks immobiliseres s& ved spesifikk bin-
ding mellom bindingspartnerne, og ubundne polynukleotider
skilles fra de bundne. Polynukleotidet som skal analyseres,
kan, om enskelig, frigjeres fra den faste fase og deretter
amplifiseres ved PCR. PCR-primerne har begge et polynukleotid-
omradde som er i stand til & hybridisere til et omrdde i poly-
nukleotidet som skal analyseres, og minst én av primerne har i
tillegg nok en bindingspartner som er i stand til & bindes til
en bindingspartner festet til en fast fase. Amplifiseringspro-
duktet skilles sa fra reaksjonsblandingen ved spesifikk bin-
ding mellom bindingspartnerne, og det amplifiserte produkt
pavises. Selv om det er mulig a bekrefte (ved PCR) at en gitt
nukleinsyre har hybridisert med PNA, er denne bekreftelse dyr
og omfatter flere trinn.

Nar det gjelder rapporter som angdr interaksjon mel-
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lom en dobbelttradet nukleinsyre og et DNA-bindende protein,
er en fremgangsmate beskrevet hvori en sekvens av immobilisert
DNA som inneholder bindingsseter for et enkelt protein, benyt-
tes til & rense dette protein. US patentskrift nr. 5 122 600,
tildelt Kawaguchi et al., beskriver en DNA-immobilisert mik-
rokule som inneholder DNA-trdder med basesekvenser som spesi-
fikt binder et gitt protein, og en barer med partikkelstgrr-
else ikke sterre enn 50 pym og ikke mindre enn 0,01 pm som ikke
adsorberer protein, hvor bareren og DNA-trddene bindes til
hverandre ved en kjemisk binding, og en fremgangsmdte for ren-
sing av et protein ved bruk av mikrokulen. Da dette er en ren-
éefremgangsméte for et protein, beskrives ingen fremgangsmate
for pavisning av en TNA, og heller ingen fremgangsmiate ved
hvilken mer enn ett protein bindes til en dobbelttradet nuk-
leinsyre i den hensikt & pavise og lokalisere spesifikke TNA-
sekvenser.

I EP 0 453 301 beskrives en fremgangsmate for pavis-
ning av en mal-polynukleotidsekvens i en preve hvori sekvenser
i en TNA pavises ved hybridisering av en fgrste og en andre
PNA til TNA. Bade den fgrste og den andre PNA inneholder en pa
forhadnd dannet duplekssekvens, eller en dupleks som er dannet
ved kjedeforlengelse, som er i stand til & binde et nukleotid-
sekvensspesifikt bindingsprotein. En fremgangsmdte for & binde
et nukleotidspesifikt bindingsprotein til en dupleks dannet
mellom en TNA og en PNA ferst ved dannelse av en dupleks mel-
lom PNA og TNA, er hverken beskrevet eller foreslatt.

I US patentskrift nr. 4 556 643 beskrives en frem-
gangsmate for ikke-radioaktiv pavisning av spesifikke nukleo-
tidsekvenser i en preve som omfatter hybridisering av en probe
som inneholder spesifikke sekvenser for et DNA-bindende pro-
tein. Denne beskrivelse hverken lerer eller antyder en frem-
gangsmate for & binde et nukleotidspesifikt bindingsprotein
til en dupleks dannet mellom TNA og PNA, kun etter dannelse av
en dupleks mellom sekvenser som foreligger i PNA og sekvenser
som foreligger i TNA.

Kort oppsummering av oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse beskriver fremgangsmiter ved
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hvilke spesifikke malnukleinsyresekvenser (TNA) pavises ved
benyttelse av probenukleinsyrer (PNA) som ved hybridisering
med TNA er i stand til 3 binde mdlbindingsansamlinger (TBA).
Hver TBA bindes til minst ett spesifikt omrdde i PNA-TNA-
hybridparet, malbindingsomradet (TBR). TBA bestar av ett eller
flere molekyler av hvilke ett eller flere kan bindes til TBR-
sekvenser pa en spesifikk og sekvens~ eller konformasjonsav-
hengig mate. TBA kan bestd av én eller flere styresekvenser,
betegnet "piloter" eller "asymmetrisekvenser", som ansamler og
begrenser de nukleotidbindende bestanddeler i TBA til spesi-
fikke geometrier. Pilotene virker ved & ansamle spesifikke
nukleinsyregjenkjenningsenheter eller andre piloter, til
hvilke spesifikke nukleinsyregjenkjenningsenheter er koblet,
inn i TBA pa en pd forhdnd bestemt mdte. TBA kan ogsd inne-
holde ett eller flere molekyler som forankrer eller lokalis-
erer TBA. Nye TBA med enestaende sonderingsegenskaper som
overraskende nok gjgr TBA anvendbar ikke bare som diagnostisk
verktey, men ogsd som profylaktiske eller terapeutiske forbin-
delser, beskrives ogsa. Videre beskrives fremgangsmater og
preparater for anvendelse av PNA, TBR, TBA og TBA-piloter,
heriblant deres anvendelse som bestanddeler i analysesett for
diagnose og rettsmedisinsk anvendelse, og anvendelse av de nye
TBA som profylaktiske og terapeutiske midler.

PNA kan i tillegg til TNA-spesifikke sekvenser ogsa
inneholde én eller flere sekvenser, 1/2 BBR, i stand til a
hybridisere med komplementzre 1/2 BBR 1 forsterkernukleinsyrer
(BNA) . Ved hybridisering av tilsatte BNA til de opprinnelige
1/2 BBR som foreligger i PNA, lages forlengelser i PNA i form
av PNA-BNA- og deretter BNA-BNA-hybrider. Disse forlengelser
kan inneholde ett eller flere forsterkerbindingsomrader (BBR).
Hvert BBR er i stand til & binde en forsterkerbindingsansam-
ling (BBA). BBA bestdr av molekyler av hvilke ett eller flere
kan bindes til et BBR pd en spesifikk og sekvens- eller kon-
formasjonsavhengig mate. BBA kan inneholde én eller flere
styringssekvenser, betegnet "piloter" eller "asymmetrisek-
venser" som ansamler og avgrenser de nukleotidbindende be-
standdeler i TBA til spesifikke geometrier. Pilotene virker
ved & ansamle spesifikke nukleinsyregjenkjenningssenheter
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eller andre piloter, til hvilke spesifikke nukleinsyregjen-
kjenningsenheter er tilkoblet, inn i BBA pa en pa forhand bes-
temt mate. BBA kan inneholde molekyler som forankrer eller
lokaliserer BBA, eller som tillater pavisning av de bundne BBA
og derved av TBA~-TNA-PNA~kompleksene til hvilke de er bundet.
Videre beskrives fremgangsmater og preparater for anvendelse
av 1/2 BBR, BNA, BBR, BBA og BBA—piloter,>heriblant deres an-
vendelse som bestanddeler i analysesett for diagnostisk og
rettsmedisinsk anvendelse.

Fremgangsmdter og preparater beskrives for anvendelse
av harndlsnukleinsyrer (HNA) som termineringsstrukturer. HNA
inneholder et selvhybridiserende omrade og et enkelttradet 1/2
BBR som under hybridiseringsbetingelser kan hybridisere
direkte til 1/2 BBR i PNA eller 1/2 BBR i BNA allerede bundet
til PNA, slik at videre binding av BNA til PNA eller til andre
BNA termineres.

Fremgangsmater og preparater beskrives for analyse-
fremgangsmater og fremstilling av et analysesett som inne-
holder PNA, TBA, TBR, BNA, BBR, BBA og HNA for pavisning av,
lokalisering av og differensiering mellom spesifikke nuklein-
syresekvenser, heriblant nukleinsyresekvenser som foreligger i
humane celler, i det humane immunodefisiensvirus (HIV), humant
papillomavirus (HPV) og i andre nukleinsyreholdige systemer,
heriblant virus og bakterier.

Felgelig er det et formdl & tilveiebringe fremgangs-
mater og preparater for anvendelse ved binding, pavisning og
signalamplifisering av spesifikke malnukleinsyrer i en prave
med fidelitet og neyaktighet, selv i narvar av nart be-
slektede, men forskjellige nukleinsyresekvenser.

Felgelig er det et formdl & tilveiebringe fremgangs-
mater og preparater for dannelse av mdlbindingsansamlinger som
spesifikt bindes til malbindingsomrader som dannes ved
hybridisering mellom probenukleinsyrer og malnukleinsyre-
sekvenser.

Et annet formdl er & tilveiebringe en fremgangsmate
og preparater for dannelse av forsterkerbindingsansamlinger
som spesifikt bindes til forsterkerbindingsomrédder dannet ved
hybridisering av forsterkernukleinsyresekvenser til probei
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nukleinsyrer, forsterkernukleinsyrer og hdarndlsnukleinsyrer.

Et annet formdl er a tilveiebringe en fremgangsmate
og preparater som inneholder harnalsnukleinsyrer som tillater
kontroll av stegrrelsen av spesifikt eller uspesifikt for-
lengede forsterkernukleinsyrer ogforsterkerbindingsansamlinger
som benyttes i amplifisering av PNA-TNA-hybridiserings-
begivenheter.

Et annet formdl er & tilveiebringe en fremgangsmate
og preparater for anvendelse ved seleksjon, ansamling og/eller
styring av spesifikke molekyler, alle med nukleinsyrebindings-
diskriminerende egenskaper, inn i mal- og forsterkerbindings-
ansamlinger.

Et annet formdl er & tilveiebringe en fremgangsmate
og preparater for anvendelse ved amplifisering av deteksjonen
av malbindingsansamlinger bundet til malbindingsomrader ved
bruk av forsterkerbindingsansamlinger og forsterkernuklein-
syrer.

Et annet formdl er & tilveiebringe en fremgangsmate
og preparater som tillater anvendelse av én eller flere
pavisbare, merkede grupper, heriblant, men ikke begrenset til,
radioaktiv merking, lysutsendende molekyler, fluorescerende
molekyler, enzymatiske molekyler eller andre signaldannende
molekyler. Disse merkede grupper benyttes sammen med probe-
nukleinsyrer, malbindingsansamlinger, forsterkerbindingsan-
samlinger, forsterkernukleinsyrer eller hdrndlsnukleinsyrer.

Et annet formal er a tilveiebringe en fremgangsmate
for isolering.av nukleinsyrefragmenter som har TBA-komponent-
bindingsseter fra en organisme, for & danne probenukleinsyrer

og TBA som er unike for dette fragment eller denne organisme.

Kort beskrivelse av figurene

Felgende illustrasjoner finnes i fiqur 1: figur 1-I
er en PNA som inneholder en 1/2 TBR som er en enkelttradet
sekvens som er komplementazr til en TNA, og en 1/2 BBR-sekvens.
Figur 1-IIa er en TNA til hvilken bestanddelene i figur 1-I er
tilsatt, og som under hybridiseringsbetingelser binder PNA
slik at bestanddelene i figur 1-IIIa dannes, et PNA-TNA-hybrid
som inneholder minst ett TBR. Figur 1-IVa er en BNA som til-
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settes til bestanddelene i figur 1-IIIa, og som under hybridi-
seringsbetingelser bindes til 1/2 BBR i figur 1-IIIa slik at
et PNA-BNA-hybrid med et BBR dannes, som vist i figur 1-Va.

Figur 1-IIb er en BNA til hvilken bestanddelene i
figur 1-I er tilsatt, og som under hybridiseringsbetingelser
binder PNA slik at bestanddelene i figur 1-IIIb dannes, et
PNA-TNA-hybrid som inneholder et BBR. Figur 1-IVb er en TNA
til hvilken bestanddelene i figur 1-IIIb er tilsatt, og som
under hybridiseringsbetingelser binder det foreliggende
1/2 TBR i figur 1-IIIb slik at et PNA-BNA-hybrid som inne-
holder et TBR, dannes, som vist i figur 1-Vb.

Figur 1-IIc er en HNA som tilsettes til bestanddelene
i figur 1-I, og som under hybridiseringsbetingelser binder PNA
slik at bestanddelene i figur 1-IIIc dannes, et PNA-HNA-hybrid
som inneholder et BBR. Figur 1-IVc er et TNA som tilsettes til
bestanddelene i figur 1-IIIc, og som under hybridiseringsbe-
tingelser bindes til det 1/2 TBR som foreligger i figur 1-IIIc
slik at PNA-BNA-hybrid som inneholder et BBR, dannes, som vist
i figur 1-Vc.

Hybridene som danner TBR og BBR, er anvendbare i
foreliggende oppfinnelse. PNA og BNA kan, som antydet i figur
1, mangle tilkoblet stettemiddel og/eller indikator (OS3),
eller de kan inneholde tilkoblet stettemiddel eller andre
lokaliseringsmidler, heriblant, men ikke begrenset til, til-
kobling til kuler, polymerer og overflater, og/eller indika-
torer.

Figur 2a er et diagram over strategier for polymeris-
ering av BNA p& PNA og terminering av HNA.

Figur 2b er et diagram over ytterligere strategier
for amplifisering av PNA-TNA-signaler ved polymerisering av
BNA og terminering med HNA.

Figur 3 er et diagram som viser anvendelse av BNA som
inneholder flere 1/2 BBR pr. BNA.

Figur 4a er et diagram som viser binding av TBA og
BBA til TBR og BBR, og evnen til TBA til & skille mellom TNA
og CNA. Ifglge denne utferelse vil, dersom TBA er immcbilis-
ert, enten p& en kule, en mikrotiterplateoverflate eller en-

hver annen overflate, kun komplekser som kompleks X tilbake-
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holdes og pavises, mens komplekser som kompleks XI ikke vil
tilbakeholdes og pavises.

Figur 4b er et diagram som viser eksempler pa hendel-
ser som tilsvarer dem vist i figur 4a, men i en noe forskjel-
lig rekkefelge.

Figur 5 er et diagram som viser eksempler pd PNA som
inneholder mellom ett 1/2 TBR og ingen 1/2 BBR til PNA som
inneholder opp til fem 1/2 TBR og ett 1/2 BBR. (a)- og (b)-
medlemmene under hvert romertall (I, II, III, IV, V) danner et
sett som ved hybridiseringsbetingelser til et TNA, tilveie-
bringer TBR enten med ((a)-medlemmer) eller uten ((b)-medlem-
mer) et tilgjengelig 1/2 BBR for amplifisering ved hybridiser-
ing til BNA med komplementare 1/2 BBR.

Figur 6a er et diagram som viser eksempler pa en gitt
TNA med to 1/2 TBR som ved binding av et passende PNA danner
to tett sammenbundne TBR som er i stand til 3 binde to TBA. Et
1/2 BBR for amplifisering foreligger ogsa.

Figur 6b er et diagram som viser de samme begiven-
heter som i figur 6a, bortsett fra at her benyttes en dobbelt
TBA slik at diskrimineringen mellom enkle TBR som foreligger i
normale, cellulazre prever, kan atskilles fra unormale, doble
TBR.

Figur 6c er et diagram som viser de samme begiven-
heter som i figur 6a, bortsett fra at her foreligger fem TBR i
TNA. Hvert TBR kan bindes til en tilsvarende eller ulik TBA,
og hver TBA kan vare merket pa forskjellig mate, noe som til-
later bekreftelse av at alle fem seter foreligger i TNA.

Figur 6d er et diagram over de samme begivenheter som
i figur 6c, bortsett fra at her er en dobbel TBA vist, slik at
hva som er vist i figur 6b, utvides til benyttelse av den
doble TBA. Et eksempel pa den TNA vist‘i del II i figurene 6a,
6b, 6¢c og 6¢c, er enkelttradet DNA eller RNA fra HIV.

Figur 7 viser HIV-LTR som en TNA, og to PNA, og en
strategi for pdvisning av TNA ved bruk av disse PNA.

Figur 8 er en skjematisk fremstilling av én utforelse
av foreliggende oppfinnelse, hvori en malbindingsansamling
benyttes til & binde et TNA-PNA-hybrid, og forsterkerbindings-
ansamlinger benyttes for binding av polymeriserte BNA.
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Figur 9 er en skjematisk fremstilling av en moduler
TBA i hvilken ansamlingssekvenser, koblingssekvenser og asym-
metrisekvenser benyttes til & fore enskede nukleinsyregjen-
kjenningsenheter sammen slik at en TBA dannes.

Figur 10 viser modulazre TBA som er anvendbare for
pavisning av HIV-spesifikke sekvenser. '

Figur 11 viser modulzre TBA anvendbare for pavisning

. av sekvenser fra humant papillomavirus. Hver E2-enhet er fak-

tisk en dimer av den DNA-bindende del av E2.

Figur 12a er en skjematisk fremstilling av TNA-frak-
sjonering og mobilitetsskift grunnet binding av en TBA.

Figur 12b er en skjematisk fremstilling av TNA-frak-
sjonering og forsterket mobilitetsskift grunnet binding av BBA
i tillegg til TBA.

Figur 13 viser en deteksjonsstrategi for delesjons-
sekvenser; et eksempel pd anvendelse av denne strategi er i en
integrasjonsanalyse for humant papillomavirus.

Figur 14 viser ansamling av heyere ordens TBA ved
benyttelse av nukleinsyregjenkjenningsenheter, koblingssek-
venser, ansamlingssekvenser og asymmetrisekvenser slik at for-
skjellige malbindingsansamlinger spesifikke for bindingsseter
i HIV-LTR, dannes.

Figur 15 viser ansamling av h@yere ordens TBA ved
benyttelse av DNA-gjenkjenningsenheter, koblingssekvenser,
ansamlingssekvenser og asymmetrisekvenser slik at forskjellige
malbindingsansamlinger spesifikke for bindingsseter i HPV-
genomet, dannes. '

Figur 16 viser diskrimineringen som oppnds ved & be-
nytte en kompleks TBA og evnen til endogene, konkurrerende
malbindingsmolekyler til & eliminere binding av TBA til en
beslektet nukleinsyre, men ikke til TNA som inneholder den
passende orientering av mer enn ett sete som gjenkjennes av
TBA.

Figur 17 viser evnen til en TBA til spesifikt a ret-
tes mot binding til seter med umake sekvenser, og til for-
trinnsvis 3 binde disse seter fremfor beslektede seter som
ikke inneholder alle de umake basepar som TBA er rettet mot.
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Kort beskrivelse av sekvensene

SEKV.ID NR. 1 tilsvarer figur 5-Ia-1 og viser NF-kB-
bindingssetet i klasse I MHC.

SEKV.ID NR. 2 tilsvarer figur 5 (Ia) og viser NF-kB-

bindingssetet i B2-mikroglobulin.

SEKV.ID NR. 3 tilsvarer figur 5 (Ia) og viser NF-kB-
bindingssetet i kappa-immunoglobulin.

SEKV.ID NR. 4 tilsvarer figur 5 (Ia) og viser ett av
NF-kB-bindingssetene i HIV.

SEKV.ID NR. 5 tilsvarer figur 5 (Ia) og viser ett av
NF-kB-bindingssetene i HIV.

SEKV.ID NR. 6 tilsvarer figur 5 (Ia) og viser NF-kB-
bindingssetet i c-myc.

SEKV.ID NR. 7 tilsvarer figur 5 (IIa) og viser et
dobbelt NF-kB-bindingssete i HIV. .

SEKV.ID NR. 8 tilsvarer figur 5 (IIa) og viser et
dobbelt NF-kB-bindingssete i HIV.

SEKV.ID NR. 9-16 tilsvarer figur 5 (IIa) og viser et
dobbelt bindingssete hvor ett sete er et NF-kB-bindingssete i
HIV, og det andre sete et SPl-bindingssete i HIV.

SEKV.ID NR. 17-18 tilsvarer figur 5 (IIa) og viser et
dobbelt SPl-bindingssete i HIV.

SEKV.ID NR. 19-31 tilsvarer figur 5 (IIla) og viser
et dobbelt NF-kB-bindingssete i HIV og et SPl-bindingssete i
HIV.

SEKV.ID NR. 32-33 tilsvarer figur 5 (IVa) og viser et
firedobbelt bindingssete hvor to seter er NF-kB-bindingsseter
i HIV og to seter er SPl-bindingsseter i HIV.

SEKV.ID NR. 34 tilsvarer figur 5 (VIa) og viser et
femdobbelt bindingssete hvor to seter er NF-kB-bindingsseter i
HIV og tre seter er SPl-bindingsseter i HIV.

SEKV.ID NR. 35 er et eksempel pa et 1/2 BBR, i dette
tilfellet OL1-, OL2- og OL3-elementet fra bakteriofag lambdas
venstre operator, innbefattet mellomliggende sekvenser.

SEKV.ID NR. 36 er et eksempel p& et 1/2 BBR, i dette
tilfellet OR3-, OR2- og ORl-elementet fra bakteriofag lambdas
hsyre operator, innbefattet mellomliggende sekvenser.

SEKV.ID NR. 37 er HIV-LTR.
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SEKV.ID NR. 38 er en PNA som er komplementar til PNA
i HIV-LTR.

SEKV.ID NR. 39 er en PNA som er komplementer til en
annen PNA i HIV-LTR enn SEKV.ID NR. 38.

SEKV.ID NR. 40 er en PNA som er komplementar til en
del av HIV-LTR, og som ogsd inneholder et 1/2 BBR og en over-
hengende sekvens for polymerisering av BNA til PNA.

SEKV.ID NR. 41 er en BNA som er komplementaer til
1/2 BBR i SEKV.ID NR. 40.

SEKV.ID NR. 42 er en BNA som vil polymerisere til BNA
fra SEKV.ID NR. 41, og som sammen med SEKV.ID NR. 40 og 41
danner et PstI-gjenkjenningssete.

SEKV.ID NR. 43 er en BNA som er komplementar til BNA
fra SEKV.ID NR. 42 og som fullstendiggjer et BamHI-gjenkjen-
ningssete.

SEKV.ID NR. 44 er en HNA som har et BamHI-gjenkjen-
ningssete som vil hybridisere med BamHI-gjenkjenningssetet
dannet av SEKV.ID NR. 42 og 43 til den voksende polymer.

SEKV.ID NR. 45 er en annen PNA som, i likhet med
SEKV.ID NR. 40, er komplementar til en del av HIV-LTR, men
ikke til samme sekvens som SEKV.ID NR. 40. SEKV.ID NR. 45
koder ogsa for et 1/2 BBR og et overheng som vil tillate poly-
merisering av BNA som starter med et SphIl-gjenkjenningssete.

SEKV.ID NR. 46-62 er PNA spesifikke for humant papil-
lomavirus (HPV) som ved hybridiseringsbetingelser til HPV-sek-
venser danner TBR som binder DNA-bindende proteiner fra HPV.

SEKV.ID NR. 63-71 er NF-kB-DNA-gjenkjenningsenheter
for inkorporering i TBA. ‘

SEKV.ID NR. 72 er en kjernelokaliseringssekvens.

SEKV.ID NR. 73 er en SPl-sekvensgjenkjenningsenhet.

SEKV.ID NR. 74 er en gjenkjenningsenhet for TATA-bin-
dende protein.

SEKV.ID NR. 75-84 er gjenkjenningsenheter for papil-
lomavirus E2-DNA.

SEKV.ID NR. 85-92 er asymmetrisekvenser.

SEKV.ID NR. 93 er en gjenkjenningsenhet for TATA-bin-
dende protein for arabidopsis.

SEKV.ID NR. 94 er en gjenkjenningsenhet for HPV-16-
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E2-1-DNA-bindende protein.

SEKV.ID NR. 95 er en gjenkjenningsenhet for HPV-16-
E2-2-DNA-bindende protein.

SEKV.ID NR. 96 er en gjenkjenningsenhet for HPV-18-
E2-DNA-bindende protein.

SEKV.ID NR. 97 er en gjenkjenningsenhet for HPV-33-
E2-DNA-bindende protein,

SEKV.ID NR. 98 er en gjenkjenningsenhet for E2-DNA-
bindende protein fra bovint papillomavirus.

SEKV.ID NR. 99-102 er eksempler pa koblingssekvenser.

SEKV.ID NR. 103 er et eksempel pd en kjernelokaliser-
ings-signalsekvens (NLS).

SEKV.ID NR. 104-108 er eksempler pa styresekvenser.

SEKV.ID NR. 109-116 er eksempler pa ansamlede TBA-
sekvenser.

SEKV.ID NR. 117 er et konsensus- NF-kB-bindingssete.

SEKV.ID NR. 118 er en Tat-aminosyresekvens fra HIV.

Forkortelser

_IIIIILHIIIIITT enkelttradet nukleinsyre

BERRARRRRRRRRRE dobbelttradet nukleinsyre
LLLSrybirtntred

NISRARRRRRER AR e R . .

bindingsomrade pa nukleinsyre

ERRERRIRRRAR. J P Y

g—- ingen stette eller indikatorer, eller fast

stegttemiddel, eller andre lokaliseringsmid-
ler, heriblant, men ikke begrenset til,
kobling til kuler, polymerer og overflater,
eller indikatorer = OSA

BBAforsterkerbindingsansamling

BBRforsterkerbindingsomrade

BNAforsterkernukleinsyre

CNAbeslektet nukleinsyre

1/2 BBRenkelttradet omrdde som ved hybridisering til den
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komplementaere sekvens i en HNA eller en
BNA, kan binde en BBA

1/2 TBRenkelttrddet omrdde i PNA som ved hybridisering til den
komplementere sekvens i en TNA, kan binde
en TBA

OSAvalgfritt stettemiddel eller tilkobling, innrammet sirkel

PNAprobenukleinsyre

TBAmalbindingsansamling

TBRmalbindingsomrade

TNAmalnukleinsyre

HNAh&rndlsnukleinsyre

Definisjoner

Det ber ogsa forstads fra beskrivelsen som felger, at
nar begreper som malbindingsansamlinger (TBA), forsterkerbin-
dingsansamlinger (BBA), DNA-bindende proteiner, nukleinsyre-
bindende proteiner og RNA-bindende proteiner nevnes, menes
sammensetninger som omfatter molekyler som bindes til DNA-
eller RNA-madlnukleinsyresekvenser (TNA), uavhengig av spesifi-
siteten til den kategori bindingsmolekyler fra hvilke de er
avledet. Sdledes kan f.eks. en TBA tilpasset binding til sek-
venser fra humant immunodefisiensvirus, ligne mest pd en NF-
KB-transkripsjonsfaktor som typisk binder DNA-sekvenser. Som
benyttet heri, vil det imidlertid forstas at TBA kan tilpasses
optimal anvendelse for binding til RNA-sekvenser med en gitt
sekvenssammensetning eller konformasjon.

Fideliteten av deteksjonsfremgangsmaten som beskrives
her, avhenger i stor grad av den selektive binding av TBA og
BBA til gitte nukleinsyremotiver. Det ber forstéds i hele denne
beskrivelse at grunnlaget for TBA- og BBA-diskriminering mel-
lom TNA og beslektede sekvenser (slektningsnukleinsyrer eller
CNA) kan vare dannelse av ngyaktige probenukleinsyre- (PNA)
malnukleinsyre- (TNA) hybridsegmenter (PNA-TNA-hybrider).
Grunnlaget for diskrimineringen kan imidlertid like gjerne
vere dannelsen av en gitt konformasjon og krever ikke nedven-
digvis fullstendig fraver av umake basepar i TNA-PNA-hybridet.
Feglgelig ber grunnlaget for virkningen av TBA eller BBA gjen-
nomgaende forstds & avhenge av diskriminering mellom enhver
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egenskap som er enestdende for TNA-PNA-hybridet og egenskaper
som fremvises av ethvert PNA-CNA-hybrid som kan dannes i en

analysepreve som settes i kontakt med en gitt PNA.

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en fremgangs-
mate for spesifikk identifisering av en malnukleinsyre (TNA) i
en preve ved bruk av malbindingsansamlinger (TBA) som innfgrer
spesifikke, nukleinsyrebindende proteiner. Ved & benytte
probenukleinsyrer (PNA) som er spesifikke for en gitt TNA-sek-
vens og en TBA som er spesifikk for det dobbelttradede malbin-
dingsomrade (TBR) som oppstar ved dannelse av hybride TNA-PNA-
sekvenser, dannes et stabilt TBA-TNA-PNA-kompleks. Ved i til-
legg a tilveiebringe spesifikke, amplifiserbare sekvenser i
PNA, i tillegg til sekvenser som spesifikt bidrar til dannelse
av TBR som gjenkjennes av TBA, pavises binding av PNA til TNA,
og signalet forsterkes. For dette formal kan en rekke nuklein-
syreamplifiseringssystemer, heriblant polymerasekjedereak-
sjonen, eller anvendelse av forgrenet DNA hvor hver gren inne-
holder en pavisbar gruppe, benyttes. I sardeleshet beskrives
heri en ny fremgangsmate for amplifisering, hvor den amplifis-
erbare del av DNA inneholder sekvenser til hvilke forsterker-
nukleinsyrer (BNA) kan polymeriseres. For hvert BNA-PNA-hybrid
som dannes, oppstdr et forsterkerbindingsomridde (BBR) til
hvilket en forsterkerbindingsansamling (BBA) bindes spesifikt.
Dersom de er merket pa paviselig mate, tilveiebringer BBA
eller BNA i det vesentlige ubegrenset amplifisering av den
opprinnelige TNA-PNA-bindingsbegivenhet.

Ifeslge foreliggende oppfinnelse vil TNA forstas &
omfatte spesifikke nukleinsyresekvenser. TBA vil forstds &
vere enhver molekylar ansamling som kan bindes spesifikt og
tett til et dannet TNA-PNA-hybrid. TBA vil inneholde ett eller
flere molekyler hvis sekvenser er tilstrekkelige til & bindes
til TBR. Nukleinsyrebindende domener som er kjent, kan enten
benyttes direkte som bestanddeler i TBA, eller modifiseres
ifelge foreliggende oppfinnelses l®re. De lettest tilgjenge-
lige molekyler med slike sekvenser er de DNA-bindende domener
i DNA-bindende proteiner. Nazrmere bestemt er mange DNA- eller
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RNA-bindende proteiner kjente, som enten kan benyttes direkte
som det kjente, umodifiserte protein, eller TBA kan vare et
nukleinsyrebindende protein modifisert ifslge foreliggende
oppfinnelses lare. I dette tilfellet kan spesifikke modifika-
sjoner som er @nskelige, omfatte optimalisering av bindingsaf-
finiteter, fjerning av uegnskede aktiviteter (f.eks. nuklease-
aktivitet og reorganisering av TBA i n@rver av andre molekyler
med en affinitet for bestanddeler i TBA), optimalisering av
selektivitet overfor en mdlsekvens fremfor nart beslektede
sekvenser, og optimalisering av stabilitet.

Eksempler pa DNA-bindende proteiner som kunne benyt-
tes ifelge foreliggende oppfinnelse, er de DNA-bindende deler
av transkripsjonsfaktoren NF-kB (p50 og p65), NF-IL6, NF-AT,
rel, TBP, E2-protein fra papillomavirus, spl, repressorene cro
og CI fra bakteriofag lambda, og lignende proteiner som er
velkjente proteiner hvis DNA-bindende del er blitt isolert,
klonet, sekvensert og karakterisert. I tillegg omfattes et-
hvert annet DNA-bindende protein eller en del av et protein
som er nedvendig og tilstrekkelig for binding til et TBR-
hybrid eller et BBR. Dette omfatter proteiner eller deler av
villtypeproteiner med endret DNA-bindingsaktivitet, sa vel som
protein fremstilt med endret DNA-bindingsspesifisitet, f.eks.
ved utbytting av en DNA-bindende gjenkjenningsheliks fra ett
protein til et annet. I tillegg kunne proteiner som viser nuk-
leinsyrebinding og andre nukleinsyrefunksjoner, f.eks. res-
triksjonsendonukleaser, benyttes som den nukleinsyrebindende
funksjon. Proteiner som bindes til malomrader i DNA-RNA-
hybrider, sa vel som RNA-RNA-hybrider, omfattes. (Se f.eks.
Shi 1995, DeStefano 1993, Zhu 1995, Gonzales 1994, Salazar
1993, Jaishree 1993, Wang 1992, Roberts 1992, Kainz 1992,
Salazar 1993 (b)). Bindingsansamlingene kan konstrueres ved
hjelp av et molekyl som styrer deler av bindingsansamlingen
slik at spesifikke komponentkombinasjoner og geometrier kan
oppnas. Dette molekyl betegnes her som en pilot. Piloter kan
bestd av proteiner eller enhver kombinasjon av organiske og
uorganiske stoffer som gir den kombinatoriske seleksjon
og/eller induserer spesifikke geometrier mellom medlemmer i
TBA eller BBA. Et styremolekyl er et stabilt stillas pa
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hvilket en TBA eller BBA kan konstrueres slik at den korrekte
konformasjon av TBA eller BBA tilveiebringes, samtidig som
ugnskede egenskaper hos et naturlig forekommende, nukleinsyre-
bindende protein elimineres. Som et spesifikt eksempel pa
denne utfgrelse, tilveiebringes en modifisert versjon av den
pleiotrope transkripsjonsfaktor, NF-kB, som benytter et modi-
fisert cro-protein fra bakteriofag lambda som styremolekyl.
Hver NF-kB-bindingsdimer bibeholder den pikomolare bindingsaf-
finitet for NF-kB-bindingssetet, samtidig som bindingsansam-
lingen viser flere fordelaktige egenskaper nar det gjelder
fremstilling, stabilitet og spesifisitet.

I lys av det foregdende beskrives de forskjellige
sider og utferelser ved foreliggende oppfinnelse i detalj
nedenfor.

1. Probenukleinsyrene (PNA) og deres fremstilling.

PNA ifelge foreliggende oppfinnelse omfatter minst tre hoved-
deler som er koblet sammen. Med henvisning til figur 1(I) er
den ferste del av PNA én eller flere basesekvenser betegnet
"1/2 TBR". Med henvisning til figur 1(I og Ila) er 1/2 TBR i
PNA komplementar til en sekvens av interesse i en preve, TNA
som inneholder et 1/2 TBR. Med henvisning til figur 1(IIIa)
danner TNA, ved tilsetning til PNA under hybridiseringsbetin-
gelser, et PNA-TNA-hybrid som inneholder et TBR. Med henvis-
ning til fiqur 1(I) er den andre del av PNA en basesekvens
betegnet "1/2 BBR". Med henvisning til figur 1(I, IIb, IIc og
IVa) er 1/2 BBR komplementer til et 1/2 BBR som inngar i en
BNA eller en HNA. Med henvisning til figur 1(IIIb, IIIc og Va)
danner BNA eller HNA, ved tilsetning til PNA under hybridiser-
ingsbetingelser, et PNA-BNA-hybrid, hhv. et PNA~HNA-hybrid,
som inneholder et BBR. Med henvisning til figur 1(I) er den
tredje del av PNA OSA, vist ved en innrammet sirkel. OSA er
intet stettemiddel og/eller en indikator, eller et fast stet-
temiddel, eller andre lokaliseringsmidler, heriblant, men ikke
begrenset til, tilkobling til kuler, polymerer og overflater
og/eller indikatorer som er kovalent koblet til, eller ikke-
kovalent, men spesifikt assosiert med PNA. OSA kan vare et
atom eller molekyl som letter separasjon og/eller lokaliser-
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ing, f.eks. en bindingsgruppé for et fast stgttemiddel eller
en merket gruppe som kan pavises ved forskjellige fysiske mid-
ler, heriblant, men ikke begrenset til, adsorpsjon eller syn-
liggjering av utsendte partikler eller utsendt lys. Fremgangs-
mater for tilkobling av indikatorer til oligonukleotider eller
for immobilisering av oligonukleotider til faste stesttemidler
er velkjente innen faget (se Keller og Manak, supra, som
inkorporeres heri ved referanse).

PNA ifelge foreliggende oppfinnelse kan fremstilles
ved enhver egnet fremgangsmate. Slike fremgangsmater vil gen-
erelt omfatte oligonukleotidsyntese og kloning i en repliker-
bar vektor. Fremgangsmater for nukleinsyresyntese er velkjente
innen faget. Etter kloning eller syntese kan rensing og at-
skillelse av trader vere nedvendig for & benytte produktet som
en ren PNA. Fremgangsmater for fremstilling av RNA-prober er
velkjente (se f.eks. Blais 1993, Blais 1994, som benytter in
vitro transkripsjon fra en PCR-reaksjon som innferer en T7
RNA-polymerasepromoter) .

Fagfolk vil forstd at lengden og den spesifikke sek-
vens av TNA vil avhenge av lengden og sekvensen som skal pa-
vises i en TNA, og begrensningene for & oppna tett og spesi-
fikk binding av den gitte TBA som skal benyttes (se disku-
sjonen angdende TBA nedenfor). Generelt vil PNA med sekvens-
lengder mellom tilnarmet 10 og tilnermet 300 nukleotider vare
tilstrekkelig, mens lengder pa tilnarmet 15-100 nukleotider er
gnskelig for mange av de utfegrelser som spesifikt beskrives
heri.

Det ber ogsad forstas at PNA kan konstrueres slik at
den inneholder mer enn ett 1/2 TBR og at mer enn ett TBR frem-
stilles for én eller flere TBA, like eller forskjellige, sa
vel som komplekse TBR gjenkjent av nye dobbelttradede og
mangetradede TBA (se beskrivelse nedenfor nar det gjelder
disse nye TBA) ved hybridisering mellom PNA og TNA. Figur 5
viser spesifikke PNA som inneholder ett eller flere 1/2 TBR.
Spesifikke sekvenser som tilsvarer 1/2 TBR-sekvensene vist i
figur 5 (Ia, IIa, IIIa, IVa og Va), er SEKV.ID NR. 1-34 (se
beskrivelse av sekvenser ovenfor).

Som vist i figurene 2a og 2b, kan PNA som inneholder
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et 1/2 TBR, hybridiseres til én eller flere BNA (se beskriv-
else nedenfor), og kjeden av BNA polymeriseres til enhver
pnskelig lengde for amplifisering av TNA-PNA-hybridiserings-
begivenheten. Fortrinnsvis vil mellom tilnermet 0 og tilnarmet
10 1/2 BBR foreligge i PNA.

Som vist i figurene 6a og 6b, kan PNA inneholde flere
1/2 TBR, like eller forskjellige, som kan hybridisere med
flere 1/2 TBR i en TNA. Hver gang et 1/2 TBR i PNA tilpasses
et 1/2 TBR i en TNA, dannes et malbindingsomrade, TBR, som kan
binde en TBA. Videre er det ikke nedvendig at alle TBR fore-
ligger pa en enkel, kontinuerlig PNA. I én utferelse av opp-
finnelsen benyttes saledes to forskjellige PNA for pavisning
av sekvenser i en gitt TNA. For 3 illustrere denne side ved
oppfinnelsen viser figur 7 en fremstilling av den lange ende-
repetisjon (LTR) i humant immunodefisiensvirus (HIV). Som
kjent innen faget, omfatter HIV-LTR to NF-kB-bindingsseter og
tre SPl-bindingsseter som ligger nzr hverandre, hvor NF-kKB og
SP1 er kjente DNA-bindende proteiner. Figur 7 tilveiebringer
to PNA, PNAl (SEKV.ID NR. 38) og PNA2 (SEKV.ID NR. 39), som
begge er komplementare til den motsatte trdd vist som en TNA
(SEKV.ID NR. 37), som viser de to NF-kB-bindingsseter og de
tre SPl-bindingsseter i HIV-LTR. Ifglge denne side ved oppfin-
nelsen hybridiserer PNAl spesifikt med den del av TNA vist i
figur 7 som har baser understreket med et "+"-symbol, mens
PNA2 spesifikt hybridiserer med den del av TNA vist i figur 7
som er understreket med et "="-symbol. Bade PNAl og PNAZ kan
ogsd inneholde sekvenser (vist ved symbolene "#" eller "*")
som vil hybridisere med 1/2 BBR-sekvenser i en BNA (se neden-
for). I tillegg kan PNAl og PNA2 vare merket pa forskjellig
vis med en OSA, f.eks. en fluorescerende gruppe som fluores-
cein eller rhodamin, som tillater bekreftelse av at begge
prober er blitt bundet til TNA. Dersom kun én merket gruppe
eller ingen merket gruppe kan pavises, kan det konkluderes med
at TNA ikke forela i preven som ble analysert.

Ved nok en side ved utferelsen vist i figur 7, vises
en fremgangsmate for & endre spesifisiteten i den foreliggende
analysefremgangsmate. Ved a endre lengden av gapet mellom PNAl
og PNA2 slik at omrddet i TNA som forblir uhybridisert,
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endres, er en som utferer foreliggende oppfinnelse, i stand
til 4 endre analysens diskrimineringsevne.

For & kunne gi klarere eksempler pa denne side ved
oppfinnelsen, er det nedvendig & understreke at TBR kan ha en
heliksstruktur. Mens PNAl danner TBR p& én "side" av heliksen,
danner saledes PNA2 et TBR pa enten samme eller en annen side
av heliksen, avhengig av avstanden mellom midten av hvert TBR
(understreket i figur 7). Dersom avstanden mellom midten av
hvert bindingssete er produktet av et heltall og 10,5 baser,
vil de to TBR foreligge pd samme side av heliksen, mens en
avstand som tilsvarer produktet av et ikke-heltall og
10,5 baser, vil plassere de to TBR pa motsatte sider av helik-
sen. P& denne mate kan eventuell bindingskooperativitet mellom
TBA som gjenkjenner PNA1-TBR og TBA som gjenkjenner PNA2-TBR,
manipuleres (se Hochschild, A., M. Ptashe [1986], Cell 44:681- '
687, som viser denne virkning for binding av bakteriofag
lambda-repressor til to forskjellige operatorseter lokalisert
i forskjellige avstander fra hverandre i en DNA-heliks). Som
beskrevet av Perkins et al. ([1993], EMBO J. 12:3551-3558),
kreves kooperativitet mellom NF-kB og SPl-setene for & oppna
aktivering av HIV-LTR. For foreliggende oppfinnelses formal
kan imidlertid det dobbelte, NF-kB-tredobbelte SPl-bindings-
setemotiv i HIV-LTR utnyttes ved & tilveiebringe et enkelt,
nytt bindingsprotein som er i stand til & bindes til begge
seter samtidig, men bare dersom avstanden mellom setene gjer
dette geometrisk mulig. Dette kontrolleres bade av strukturen
til den valgte TBA og av de benyttede PNA. I utfgrelsen eksem-
plifisert i figur 7, kan saledes de to prober benyttes med et
tilstrekkelig stort gjenvarende interprobeomrdde med enkelt-
tradet DNA til at det enkelttradede omrade mellom probene,
selv om NF-kB- og SPl-bindingssetene foreligger pa motsatte
sider av heliksen, tilveiebringer et tilstrekkelig fleksibelt
"hengsel” til at DNA bade kan beyes og vris for & tilpasses
geometrien til TBA. Alternativt kan en mer stringent analyse
utformes ved & begrense interprobeavstanden slik at DNA kun
kan beyes, men ikke vris. Endelig kan probene ligge sa nar
hverandre pd en enkelt benyttet PNA, at DNA kun kan bgyes, men

ikke vris. Denne figur gir saledes eksempler pa og tillater
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fremstilling av deteksjonssystemer med enhver gnsket diskri-
mineringsgrad mellom madlnukleinsyrer med lignende sekvenser,
men forskjellige avstander mellom disse sekvenser.

Niar det gjelder et diagnostisk eller rettsmedisinsk
analysesett for HIV, vil fagfolk forstd at de ovenfor nevnte
sider ved foreliggende oppfinnelse tillater skreddersying av
bestanddelene i det diagnostiske eller rettsmedisinske sett
slik at de tilpasses hva som til enhver tid er kjent angaende
de foreliggende stammer av HIV eller et annet patogen eller
sykdomstilstand. Det vil ogsa forstas av fagfolk at selv om
padvisning av HIV-infeksjon ikke er det eneste anvendelsesom-
rade for foreliggende oppfinnelse, er slik infeksjon, grunnet
HIV-genomets mutabilitet, sannsynligvis et av de mest kom-
plekse analyseomrader for et slikt diagnostisk middel. Det er
imidlertid nettopp i et slikt muterende milje at den forelig-
gende fremgangsmates fleksibilitet, koblet med dens evne til &
skille mellom svert nart beslektede sekvenser, mest klart kan
verdsettes. I mindre muterende miljger vil det ikke vare behov
for & utnytte deler at det raffinement som foreliggende opp-
finnelse kan tilpasses. I et diagnostisk sett for papilloma-
virusinfeksjon er saledes alle diskrimineringsegenskaper til
TBA-TBR-interaksjonen tilgjengelige, sammen med evnen til &
amplifisere signalet ved & benytte BNA og BBA, men en enkel
PNA kan benyttes, f.eks. en av dem vist i SEKV.ID NR. 46-62,
som identifiserer unike papillomavirussekvenser, og som man
ogsd vet bindes til en TBA, f.eks. E2-protein fra papilloma-
virus eller forkortede DNA-bindende deler av dette (se Hegde
et al. [1992], Nature 359:505-512; Monini et al. [1991], J.
Virol. 65:2124-2130).

Nar foreliggende fremgangsmate benyttes for pédvisning
av en gitt TNA i den hensikt & fastsla hvorvidt visse nuklein-
syrer foreligger som er forbundet med forlepet av melanomcan-
cer, hepatomcancer, brystcancer, cervixcancer, lungecancer,
coloncancer, prostatacancer, pankreascancer eller ovariecan-
cer, kan TNA erholdes fra biopsiprsver tatt fra organer og
vaesker som mistenkes for & inneholde cancercellene. For pavis-
ning av genetiske mangler kan TNA erholdes fra pasientprever

som inneholder de pavirkede celler. For pavisning av fermen-
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teringskontaminanter og produkter ved fremstilling av mat,
kjemiske produkter eller bioteknologiprodukter, eller ved bio-
logisk rensing av avfall, kan TNA erholdes fra prever tatt ved
forskjellige trinn i fermenteringen eller behandlingsproses-
sen. For padvisning av patogener eller kontaminanter i mat
eller medikamenter, kan TNA-pregven erholdes fra naringsmidlet
eller medikamentet, oppsuget vaske fra neringsmidler eller
overflater i kontakt med naringsmidlet, vaesker i kontakt med
neringsmidlet, prosessmaterialer, vasker og lignende forbundet
med fremstillingen av eller i kontakt med neringsmidlet eller
medikamentet, eller biologiske pregver tatt fra dem i kontakt
med neringsmidlet eller medikamentet eller lignende.

2. Forsterkernukleinsyrene (BNA), forsterkerbindings-
omrader (BBR) og fremstilling av disse. BNA ifglge foreligg-

ende oppfinnelse bestar av minst ett eller flere 1/2 BBR
koblet til en OSA. De foreliggende 1/2 BBR kan hybridisere til
komplementere 1/2 BBR som foreligger i PNA, andre BNA eller en
HNA.

Med henvisning til figur 1(I, IIb og IIIb) bestdr den
enkleste BNA av to deler. Med henvisning til figur 1(IIb) er
den ferste del i det enkleste BNA en basesekvens som er kom-
plementzr til sekvensen i PNA som betegnes "1/2 BBR". Med hen-
visning til figur 1(IIb) er den andre del av det enkleste BNA
OSA, vist med en innrammet sirkel. OSA er intet stettemiddel
og/eller indikator, eller et fast stettemiddel eller et annet
lokaliseringsmiddel, heriblant, men ikke begrenset til, til-
kobling til kuler, polymerer og overflater, og/eller indika-
torer som er kovalent koblet til, eller ikke-kovalent, men
spesifikt, forbundet med BNA.

Med henvisning til figur 2a(II og III) kan BNA inne-
holde mer enn én 1/2 BBR-sekvens. Den BNA som er vist i figur
3(II), inneholder en sekvens som er komplementer til den PNA
som er vist i figur 3(I) og to andre 1/2 BBR-sekvenser. Den
BNA som er vist i figur 3(III), inneholder to 1/2 BBR-sek-
venser som er komplement®re til to av 1/2 BBR-sekvensene i den
BNA som er vist i figur 3(II), pluss opp til "n" ytterligere
1/2 BBR for polymerisering av ytterligere BNA.
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Nar den BNA som er vist i figur 3(II) kombineres med
den PNA som er vist i figur 3(I) under hybridiseringsbetingel-
ser, dannes PNA-BNA-hybridet som er vist i figur 3(IVa) som
inneholder et BBR og en ikke-hybridisert forlengelse med yt-
terligere to 1/2 BBR-sekvenser eller "forsterker"-sekvenser.
De BBR som dannes ved denne hybridisering, kan vare identiske,
lignende hverandre eller ulike i sekvens. De BBR som dannes
ved denne hybridisering, kan binde identiske, lignende eller
ulike BBA (se nedenfor). Disse BNA kan vare fremstilt pa til-
svarende mate som PNA.

Nar BNA-BNA-hybridet som er vist i figur 3(IVb) kom-
bineres med den PNA som er vist i figur 3(Vb) under hybridis-
eringsbetingelser, dannes PNA-BNA-hybridet som er vist i figur
3(VI) som inneholder et BBR, ytterligere to BNA-BNA-hybrider
som inneholder BBR, og en ikke-hybridisert forlengelse med
ytterligere en 1/2 BBR-sekvens, en "forsterker"-sekvens. De
BBR som dannes ved denne hybridisering, kan vare identiske,
lignende hverandre eller forskjellige i sekvens. De BBR som
dannes ved denne hybridisering, kan binde identiske, lignende
hverandre eller ulike BBA (se nedenfor). Disse BNA kan frem-

stilles pa en mate som tilsvarer fremstillingen av PNA.

3. Malnukleinsyrene (TNA) og fremstilling av disse.

Ferste trinn i pavisning og amplifisering av signaler dannet
ved pavisning av en gitt TNA ife@lge foreliggende oppfinnelse,
er hybridisering av en slik malnukleinsyre med PNA i en egnet
blanding. Slik hybridisering oppnds under egnede betingelser
velkjente innen faget.

Progven som mistenkes for eller vites & inneholde det
gitte TNA, kan erholdes fra en rekke kilder. Det kan vare en
biologisk preve, et naringsstoff eller en jordbrukspregve, en
miljepreove osv. Ved anvendelse av foreliggende fremgangsmate
for pavisning av en gitt TNA innen medisinsk diagnose eller
rettsmedisin kan TNA erholdes fra en biopsipreve, en kropps-
veske eller utsondring som urin, blod, melk, cerebrospinal-
veske, spytt, avfering, lungeaspirater, oppsuget vaske fra
hals eller genitalier og lignende. I tillegg kan deteksjonen
foregd in situ (se f.eks. Embretson 1993; Patterson 1993;
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Adams 1994).

Felgelig kan man forestille seg, og anvende ifalge
foreliggende fremgangsmate, PNA som er spesifikke for verte-
brater (heriblant pattedyr, ogsd mennesker) eller for enhver
av de pafslgende mikroorganismer:

Corynebakterier

Corynebacterium diphtheria
Bacillus

Bacillus thuringiensis
Pneumococci

Diplococcus pneumoniae
Streptococci

Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius
Staphylococcus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus albus
Pseudomonas

Pseudomonas stutzen
Neisseria

Neisseria meningitidis

Neisseria gonorrhea
Enterobacteriaceae

Escherichia coli
Aerobacteria aerogenes
Klebsiella pneumoniae De koliforme bakterier
Salmonella typhosa
Salmonella choleraesuis Salmonellae
Salmonella typhimurium
Shigellae dysenteriae
Shigellae schmitzii
Shigellae arabinotarda
Shigellae flexneri Shigellae
Shigellae boydii
Shigella sonnei

Andre tarmbakterier
Proteus vulgaris

Proteus mirabilis Proteus-arter
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Proteus morgani

Pseudomonas
Alcaligenes
Vibrio chol

aeruginosa
faecalis
erae

Hemophilus-Bordetella-gruppe

Hemophilus
Hemophilus
Hemophilus
Hemophilus
Bordetella

Pasteurellae

Brucellae

Pasteurella
Pasteurella

Bfucella me
Brucella ab

Brucella su

influenza, H. ducryi

hemophilus
aegypticus

parainfluenzae

pertussis

pestis
tulareusis

litensis
ortus

is

Rerobe, sporedannende Bacilli

Anaerobe,

Bacillus an

thracis

Bacillus subtilis

Bacillus me

Bacillus ce

gaterium

reus

sporedannende Bacilli

Clostridium
Clostridium
Clostridium
Clostridium
Clostridium
Clostridium
Clostridium
Clostridium

Clostridium

Mykobakterier

Mycobacteri
Mycobacteri
Mycobacteri
Mycobacteri

Mycobacteri

botulinum
tetani
perfringens
novyi
septicum
histolyticum
tertium
bifermentans

sporogenes

um tuberculosis hominis

um bovis
um avium

um leprae

um paratuberculosis
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Actinomycetes (sopplignende bakterier)

Actinomyces isaeli
Actinomyces bovis
Actinomyces naeslundii
Nocardia asteroides
Nocardia brasiliensis
Spiroketer
Treponema pallidum
Treponema pertenue
Treponema carateum
Spirillum minus
Streptobacillus moniliformis
Borrelia recurrens
Leptospira icterohemorrhagiae
Leptospira canicola
Trypanosomer
Mykoplasma

Mycoplasma pneumoniae

Andre patogener

Listeria monocytogenes
Erysipelothrix rhusiopathiae
Streptobacillus moniliformis
Donvania granulomatis
Bartonella bacillformis

Rickettsiae (bakterielignende parasitter)
Rickettsia prowazekii
Rickettsia mooseri
Rickettsia rickettsii
Rickettsia conori
Rickettsia australis
Rickettsia sibiricus
Rickettsia akari
Rickettsia tsutsugamushi
Rickettsia burnetti
Rickettsia quintana

Chlamydia (ikke klassifiserte parasitter, bakterielle/virale)
Chlamydia-arter (usikker navngiving)
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Cryptococcus neoformans
Blastomyces dermatidis
Histoplasma capsulatum
Coccidioides immitis

Paracoccidioides brasiliensis

Candida albicans

Aspefgillus fumigatus

Mucor corymbifera (Absidia corymbifera)

Rhizopus oryzae
Rhizopus arrhizus
Rhizopus nigricans
Sporotrichum schenkii
Fonsecaea pedrosoi
Fonsecacae dermatidis
Cladosporium carrioni
Phialophora verrucosa
Aspergillus nidulans
Madurella mycetomi
Madurella grisea
Allescheria boydii
Phialophora jeanselmei
Microsporum gypsum
Trichophyton mentagrophytes
Keratinomyces ajelloi
Microsporum canis
Trichophyton rubrum
Microsporum adouini

Adenovirus

Herpesvirus

Herpes simplex
Varicella (vannkopper)

Herpes zoster (helvetesild)

Virus B
Cytomegalovirus
Koppevirus

Variola (kopper)

Phycomycetes
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Vaccinia
Poxvirus bovis
Paravaccinia

Molluscum contagiosum

Picornavirus

Myxovirus

Arbovirus

Reovirus

Poliovirus
Coxsackievirus
Echovirus

Rhinovirus

Influensa (A, B og C)
Parainfluensa (1-4)

-

Kusmavirus
"Newcastle-sykdom"-virus
Meslingvirus

Kvegpestvirus

"Canine distemper"-virus
Respiratorisk syncytialvirus

Rubellavirus

Eastern hesteencefalittvirus
Western hesteencefalittvirus
Sindbisvirus
Chikugunyavirus

"Semliki forest"-virus
Mayoravirus

St. Louis encefallittvirus
California encefalittvirus
Colorado flattfebervirus
Gulfebervirus

Denguevirus

Reovirus typene 1-3

Retrovirus

Hepatitt

Humant immunodefisiensvirus (HIV)
Humant T-cellelymfotrofisk virus I & II (HTLV)

Hepatitt A-virus
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Hepatitt B-virus

Hepatitt nonA-nonB-virus

Hepatitt, C, D, E
Tumorvirus

Rauscher leukemivirus

Grossvirus

Maloney leukemivirus

Humant papillomavirus

Fagfolk vil forsta at det generelt er nedvendig &
behandle prever som mistenkes for & inneholde en gitt TNA pa
en slik mate at det dannes fragmenter som lett kan hybridisere
med PNA. Det kan vere ngdvendig 8 behandle analysepreven for &
oppnd frigjering av eller a ekstrahere TNA for hybridisering,
f.eks. ved & utsette blod eller andre celler for et hypotont
milje, eller pd annen mate bryte opp preven med kraftigere
midler. Dersom TNA antas & foreligge i dobbelttradet tilstand,
vil det naturligvis vare enskelig & atskille trddene slik at
TNA gjeres hybridiserbart i enkelttradet form ved fremgangs-
mater velkjente innen faget, heriblant, men. ikke begrenset
til, oppvarming eller korttidsbehandling ved alkaliske betin-
gelser, som kan negytraliseres ved tilsetning av enkelttradet
PNA slik at hybridisering kan skje. Fremgangsmater for frem-
stilling RNA-mdlsekvenser er velkjente (se Waterhouse 1993,
Mitchell 1992).

Fragmentering av nukleinsyreprsver som inneholder
TNA, er vanligvis nedvendig for & redusere prevens viskositet
og ke tilgjengeligheten av TNA for PNA. Slik fragmentering
kan oppnds ved tilfeldige eller spesifikke midler kjent innen
faget. Sdledes kan f.eks. spesifikke nukleaser som vites &
kutte med en gitt frekvens i genomet som analyseres, benyttes
for & fremstille fragmenter med kjent, gjennomsnittlig mole-
kylsterrelse. I tillegg er andre nukleaser, fosfodiesteraser,
eksonukleaser og endonukleaser, fysiske skjarkrefter og ultra-
lydbehandling, alle fremgangsmater som er anvendbare for dette
formdl. Disse prosesser er velkjente innen faget. Anvendelse
av restriksjonsenzymer for & oppnd DNA-fragmentering fore-
trekkes generelt. DNA kan imidlertid ogsd fragmenteres ved en
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rekke kjemiske midler, f.eks. anvendelse av felgende reagens-
typer: EDTA-Fe(II) (ifelge Stroebel et al. [1988], J. Am.
Chem. Soc. 110:7927; Dervan [1986], Science 232:464); Cu(II)-
fenantrolin (ifelge Chen og Sigman [1987], Science 237:1197),
klasse IIS-restriksjonsenzym (ifeglge Kim et al. [1988],
Science 240:504), hybrid-DNAse (ifelge Corey et al. [1989],
Biochem. 28:8277), bleomycin (ifelge Umezawa et al. [1986], J.
Antibiot. (Tokyo) Ser. A, 19:200); neocarzinostatin (Goldberg
et al. [1981], Second Annual Bristol-Myers Symposium in Cancer
Research, Academic Press, New York, s. 163) og metidiumpropyl-
EDTA-Fe (II) (ifslge Hertzberg et al. [1982], J. Am. Chem. Soc.
104:313). Fjerning av proteiner, f.eks. ved proteasebehand-
ling, er ogsd generelt gnskelig, og fremgangsmiter for & oppna
fjerning av protein fra nukleinsyreprgver uten vesentlig tap
av nukleinsyre er velkjente innen faget.

TNA ifelge foreliggende oppfinnelse bgr vere til-
strekkelig lang til at en tilstrekkelig mengde dobbelttradet
hybrid flankerer TBR slik at en TBA kan bindes uforstyrret til
de ikke-ligerte fragmentender. Typisk anvendes fragmenter i
omradet fra tilnaermet 10 nukleotider til tilnzrmet
100 000 nukleotider, og fortrinnsvis i omrddet fra tilnermet
20 nukleotider til tilnermet 1 000 nukleotider, som gjennom-
snittssterrelse for TNA-fragmenter. Eksempler pa spesifikke
TNA-sekvenser som kan pavises, er sekvenser komplementare til
PNA-sekvensene beskrevet heri for pdvisning av normale cellu-
lere, unormale cellulare (som i aktiverte onkogener, inte-
grerte, fremmede gener, genetisk defektive gener) og patogen-
spesifikke nukleinsyresekvenser, for hvilke spesifikke, nuk-
leinsyrebindende proteiner er kjente eller kan fremstilles
ifelge fremgangsmater beskrevet i denne beskrivelse. Med hen-
visning til figur 7 er en spesifikk, HIV-relatert TNA vist som
SEKV.ID NR. 37.

4., Forlengelse av PNA med BNA, fremstilling av disse

og signalforsterking. Under hybridiseringsbetingelser kan BNA
som hybridiserer til PNA, PNA-BNA-hybrider, BNA og/eller BNA-

BNA-hybrider, tilsettes. Tilsetningene nevnt ovenfor, kan

gjores pad ikke-vektoriell, polymer mate eller pd vektoriell
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mate med kjent rekkefelge av BNA.

Med henvisning til figur 2a vises en enkel for-
sterker. En forsterkerpolymer fremstilles ved & tilsette to
BNA, vist i figur 2a(Ib og Ic), som ndr de kombineres med PNA
under hybridiseringsbetingelser, danner PNA-BNA-BNA-hybrider
som bestar av PNA og "forsterker"-forlengelser, vist i figur
2a(IIa, IIb, IIc og IId) med minst én uparet 1/2 BBR-sekvens.
Hver uparede 1/2 BBR-sekvens vist i figur 2a (IIa, IIb, IIc,
I1d), kan hybridisere med yttefligere BNA slik at ytterligere
"forsterker"-forlengelser dannes. Hver uparet 1/2 BBR-sekvens,
vist i figur 2a(IIa, IIb, IIc og IId), kan hybridisere med
tilsatte HNA, vist i figur 2a(IIIa og IIIb). Hybridisering av
HNA som ikke kan hybridisere med ytterligere BNA, vil "ter-
minere" tilkobling av BNA til PNA, som vist i figur 2a(IVa,
IVb, IVc og IVd).

Med henvisning til figur 2b er det mulig & kontrol-
lere og spesifisere rekkefglgen og komponentene i forlengelser
til PNA. Dersom et enkelt BBR kreves, tilsettes en HNA som
inneholder den komplementare sekvens til 1/2 BBR i PNA til PNA
slik at det dannes et enkelt BBR og at eventuelle "for-
sterker"-forlengelser i PNA termineres. Dersom ytterligere BBR
skal adderes til PNA, kan en kontrollert forlengelse av PNA
oppnéas.

Med henvisning til figur 2b vises en enkel for-
sterker. Vektoriell polymerforlengelse oppnds ved a tilsette
en BNA som er spesifikk for PNA, som vist i figur 2b(Ia og
ITa), som ndar den kombineres med PNA under hybridiserings-
betingelser, danner PNA-BNA-BNA-hybrider som bestar av PNA og
"forsterker"-forlengelser. Disse forlengelser tilveiebringer,
dersom de er merket med en OSA, en fremgangsmate for omfatt-
ende amplifisering av ethvert signal som dannes ved binding av
en PNA til en TNA i preven. Videre oppnas ytterligere for-
sterkning ved & binde merkede BBA til BBR i polymeren.

En rekke fremgangsmater kan benyttes for fremstilling
av BNA, heriblant f.eks. syntese ved hjelp av kjent kjemi
eller ved fremstillingsfremgangsmater som omfatter rekombinant
DNA. I det siste tilfellet kan et praktisk talt ubegrenset
antall BNA fremstilles enkelt og billig, f.eks. ved fremstil-
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ling i prokaryoter (f.eks. E. coli) et av plasmid-DNA med
flere repetisjoner av de spesifikke BNA-sekvenser flankert av
restriksjonsseter som gir overhengende ender. Pa denne mate
kan f.eks. venstre eller heyre operatorsete fra bakteriofag
lambda, eller enhver annen DNA- eller annen nukleinsyresekvens
som vites A& bindes spesifikt og tett til en gitt BBA, f.eks.
et DNA- eller RNA-bindende protein, fremstilles i et praktisk
talt ubegrenset antall kopier, hvor hver kopi er flankert av
et EcoRI-sete, PstlI-sete, BamHI-sete eller ethvert av et stort
antall andre restriksjonsnukleaseseter. Alternativt kan en
polymer med repeterte seter utkuttes via unike restriksjons-
seter som ikke foreligger i polymeren. Store mengder av
pBR322-plasmid, pUC-plasmid eller andre plasmider med mange
kopier av disse sekvenser kan fremstilles ved fremgangsmiter
velkjente innen faget, plasmidet kan kuttes med restriksjons-
enzymet som flankerer det polymeriserte sete, og de frigjorte,
multiple kopier av operatorene isoleres enten ved kromatografi
eller ved ethvert annet, egnet middel kjent innen faget. Feor
bruk atskilles sa BNA-tradene slik at de er klare for polymer-
isering til en PNA som koder for en enkelttradet, komplementer
kopi av operatoren som et 1/2 BBR. BNA kan polymeriseres vek-
torielt pd PNA ved & benytte forskjellige restriksjonsenzymer
til & flankere hver repetisjon av polymeren i det plasmid som
er benyttet til & fremstille multiple kopier av BNA. Alterna-
tivt kan BNA-polymeren hybridiseres til PNA via overheng i den
ene eller begge ender av BNA-polymeren, uten behov for & at-
skille trader og hybridisere hvert BNA-segment. Eksempler pa
spesifikke BNA-sekvenser tilveiebringes ovenfor i seksjonen
betegnet Beskrivelse av sekvenser, som SEKV.ID NR. 35-36. For
a stabilisere BNA-polymeren kan DNA-ligase benyttes for koval-

ent sammenkobling av de hybridiserte BNA.

5. Harnalsnukleinsyrene (HNA) og fremstilling av

disse. HNA ifslge foreliggende oppfinnelse omfatter minst to

hoveddeler som er koblet sammen: En enkelttradet sekvens som
er komplementazr til et 1/2 BBR, og et dobbelttradet nuklein-
syreomrdde som er dannet under hybridiseringsbetingelser ved

selvassosiering av selvkomplementzre sekvenser i HNA. Med hen-
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visning til figur 1(IIc) kan det 1/2 BBR som foreligger i HNA,
konstrueres slik at det er komplementert til 1/2 BBR-sekvensen
i PNA. Med henvisning til figur 1(I, IIc og IIIc) danner det
tidligere nevnte HNA ved tilsetning til PNA under hybridiser-
ingsbetingelser, et PNA-HNA-hybrid som inneholder et BBR. Med
henvisning til figur 1(IIIc, IVc og Vc) kan et PNA-HNA-hybrid
ved tilsetning av TNA under hybridiseringsbetingelser, danne
et TNA-PNA-HNA-hybrid som inneholder et TBR og et BBR.

Med henvisning til figur 2a og 2b kan HNA benyttes
for & terminere addering av BNA-forlengelser til PNA. De to
BNA i figur 2a(Ib og Ic) kan ga sammen slik at hybridet vist i
figur 3(IVb) dannes, eller de kan hybridisere direkte og
enkeltvis til PNA som vist i figur 2a(Ia-c, IIa-~-d). De to HNA
(vist i figur 2a(IIIa og IIIb)) kan terminere hybridiseringen
av BNA til andre BNA som stikker ut fra PNA, som vist i figqur
2a(IVa-d). HNA i figur 2a(IIIa) kan terminere PNA-BNA- '
hybridene vist i figur 2a(IIb og IId) og ethvert annet PNA-
BNA-hybrid med et enkelttradet 1/2 BBR som er komplementart
til det 1/2 BBR som foreligger i HNA som vist i figur
2a(IIIa). P4 tilsvarende mate kan HNA i figur 2a(IIIb) ter-
minere PNA-BNA-hybridene vist i figur 2a(IIa og IIc) og et-
hvert annet PNA-BNA-hybrid med to enkelttrddede 1/2 BBR som er
komplementaere til de 1/2 BBR som foreligger i HNA, som vist i
figur 2a(IIIb).

Det konstrueres HNA som vil terminere PNA-BNA-
hybrider som er dannet ved sekvensiell tilsetning av BNA til
PNA, som vist i figur (2b). De enkelttradede 1/2 BBR-sekvenser
som er vist i figur 2b(Ia, IIIa, Va og VIiIa), er spesifikt
komplementare til de enkelttradede 1/2 BBR-sekvenser som er
vist i figur 2b(Ib, IIIb, Vb og VIIb) og danner de unike, ter-
minerte PNA-BNA-HNA-hybrider som er vist i figur 2b(Ic, IIIc,
Vc og VIic).

De selvkomplementare sekvenser i HNA og legkkesekven-
sen som binder de selvkomplementere harndlssekvenser sammen,
kan ha enhver sammensetning og lengde, sa lenge de ikke i
vesentlig grad svekker eller inhiberer presentasjonen av det
enkelttraddede 1/2 BBR som utgjer en del av HNA, av HNA eller
selektivt bindes til BBA eller TBA. Lpkkesekvensene bgr utvel-
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ges slik at dannelse av lgkken ikke hindrer dannelse av har-
nalen. Et eksempel pa en HNA som er anvendbar i denne anven-
delse, tilveiebringes som SEKV.ID NR. 44 (se Beskrivelse av
sekvenser ovenfor).

6. Malbindingsansamlingene (TBA) og fremstilling av

disse. En TBA kan vare enhver forbindelse som binder et gitt
TBR dannet ved hybridisering mellom spesielle TNA og PNA,
forutsatt TBA md ha minst de pafwlgende egenskaper:
(2)TBA ma binde TBR(ene) pd en mite som er svart
spesifikk for de TBR som skal underswskes. Det
vil si at TBA md skille mellom TBR som forelig-
ger i TNA-PNA-hybridet og lignende duplekssek-
venser dannet av PNA-CNA-hybrider. TBA md binde
PNA-CNA-hybridet med tilstrekkelig lav aviditet
til at PNA-CNA-hybridet fjernes uten at PNA-TNA-
hybridet fjernes ved vask av TBA-TNA-PNA-kom-
plekset,
(b) TBA md bindes kraftig til TBR som dannes ved
hybridisering av TNA til PNA. Bindingsaffini-
teter i omraddet fra 107 til tilnarmet 1072
eller hpyere anses generelt for tilstrekkelig.
Som bemerket nedenfor, kan det i visse tilfeller
vare gnskelig 3 benytte et TBA som har svart lav
aviditet for et gitt TBR, men som har svert mye
heyere affinitet nar en spesiell konfigurasjon
av multiple TBR tilveiebringes, slik at kvad-
ratet av affiniteten av TBA for hvert TBR blir
den relevante affinitet for det gitte TBA.
Eksempler pa DNA-bindingskomponentene som er anvend-
bare ved dannelse av TBA, omfatter, men er ikke begrenset til,
NF-kB, E2-protein fra papillomavirus, transkripsjonsfaktor
SP1l, inaktive restriksjonsenzymer, antistoffer, etc. Hvert av
disse proteiner er kjent innen faget for & inneholde sekvenser
som bindes til gitte nukleinsyresekvenser, og affiniteten av
disse interaksjoner er kjent. Naturligvis er fremgangsmaten
ifelge foreliggende oppfinnelse ikke begrenset til anvendelse
av disse kjente DNA-bindende proteiner eller fragmenter av
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dem. Fra den foreliggende beskrivelse vil det vare apenbart
for en gjennomsnittsfagmann at den foreliggende fremgangsmate
lett kan tilpasses anvendelse av nye TBA som viser i det
minste de pdkrevde egenskaper gitt ovenfor. Sdledes ble f.eks.
i WO 92/20698 et sekvensspesifikt, DNA-bindende molekyl som
omfatter et oligonukleotidkonjugat, dannet ved kovalent sam-
menkobling av et DNA-bindende medikament til et tripleksdan-
nende oligonukleotid, beskrevet. Fremgangsmaten i denne be-

skrivelse kunne benyttes til fremstilling av nye TBA for an-

vendelse ifglge foreliggende beskrivelse, forutsatt at de sa
ledes dannede TBA tilfredsstiller kriteriene beskrevet oven-
for. I tillegg kan fremgangsmatene i US patentskrift nr.

5 096 815, 5 198 346 og WO 88/06601, som alle inkorporeres
heri ved referanse, benyttes for fremstilling av nye TBA til
anvendelse ifslge fremgangsmaten i foreliggende oppfinnelse.
Spesifikke antistoffer eller deler av slike kunne ogsa benyt-
tes (se f.eks. Blais 1994).

Nar TBA er et protein eller et proteinkompleks, vil
det forstds at en rekke fremgangsmdter som er rutinemessige
innen faget, kan benyttes for fremstilling av TBA. TBA kan
isoleres fra sitt naturlige milje i naturen, eller, dersom
dette ikke er praktisk mulig, fremstilles ved gjengse mole-
kylerbiologiske teknikker. Ved a benytte de DNA-bindende deler
av p50- eller p65-subenheten i NF-kB som et eksempel, kunne
sdledes denne bindingsansamling fremstilles ifelge rekom-
binante fremgangsmater kjent innen faget (se f.eks. Ghosh
[1990], Cell 62:1019-1029, som beskriver kloning av den DNA-
bindende subenhet p50 i NF-kB og dette proteins homologi med
rel og dorsal).

Mange proteiner som binder DNA og andre nukleinsyrer,
er kjente og kan benyttes som eller i TBA ifglge foreliggende
oppfinnelse. N&r feorst aminosyresekvensen til et protein som
binder DNA, RNA:DNA, RNA eller andre nukleinsyrer er kjent,
kan en passende DNA-sekvens som koder for proteinet, fremstil-
les syntetisk, eller man kan benytte en cDNA-kopi av mRNA som
koder for proteinet fra en passende vevskilde. Videre kan gen-.
omiske kopier som koder for proteinet, erholdes, og introner
spleises ut ifelge fremgangsmater kjent innen faget. Videre
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kan TBA syntetiseres kjemisk.

Nar ferst en passende, kodende sekvens er erholdt,
kan setestyrt mutagenese benyttes for & endre aminosyresekven-
sen som kodes, slik at det dannes muterte, nukleinsyrebindende
proteiner som viser mer enskelige bindingsegenskaper enn de
til det opprinnelige nukleinsyrebindende protein. Som et eks-
empel pd denne prosess kan aminosyresekvensen i de DNA-bind-
ende deler av NF-kB endres slik at det dannes et NF-kB'-mole-
kyl som bindes sterkere til NF-kB-bindingssetet (se eksempler
nedenfor - "HIV-Detect" og "HIV-Lock").

For & tilveiebringe ytterligere innsyn i denne side
ved oppfinnelsen, begr felgende betraktninger bemerkes. Med NF-
kB som eksempel kan en TBA fremstilles ved & benytte det
natuilig forekommende NF-kB-molekyl. Da dette molekyl forelig-
ger i forsvinnende smd& mengder i celler, og da subenhetene til
dette DNA-bindende protein er klonet, ville det imidlertid
vere mest fornuftig a fremstille store mengder av komplekset
ved fremgangsméter som omfatter rekombinant DNA, noe som al-
lerede er oppnadd for dette protein (se f.eks. Ghosh [1990],
Cell 62:1019-1029). NF-kB er en pleiotrop indusert av gener
som deltar i immunologiske, inflammatoriske og wvekstregqulator-
iske svar pd primezre patogene (virale, bakterielle eller
stressrelaterte) utfordringer eller sekundare, patogene
(inflammatoriske cytokiner) utfordringer. NF-kB er et dimert,
DNA~bindende protein som bestdr av en p50- og en p65-subenhet
som begge tar kontakt med og bindes til spesifikke DNA-
sekvenser. I en inaktiv tilstand foreligger NF-kB i cellens
cytoplasma i kompleks med en spesifikk inhibitor, I-kB, slik
at en cytoplasmatisk heterotrimer dannes. Ved aktivering fjer-
nes inhibitoren fra komplekset, og p50-p65-dimeren relokalis-
eres via et spesifikt kjernelokaliseringssignal (NLS) til cel-
lens kjerne, hvor den kan binde DNA og utfere sin rolle som
transkripsjonsaktivator for en rekke gener (se Grimm og
Baeuerle [1993], Biochem. J. 290:297-308, for en oversikt over
teknikkens stand nar det gjelder NF-kB).

p50-p65-dimeren bindes med pikomolar affinitet til
sekvenser som stemmer med konsensussekvensen GGGAMTNYCC
(SEKV.ID NR. 117), med noe varierende affinitet avhengig av
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den eksakte sekvens. Det er verdt & bemerke at homodimerer av
P50 og p65 ogsd forekommer. Disse homodimerer viser forskjel-
lige biokjemiskelegenskaper sa vel som noe forskjellige affi-
niteter overfor bindingssekvenser som stemmer med eller ligner
den ovenfor beskrevne konsensussekvens. Avhengig av de enskede
bindingsegenskaper til TBA, kan saledes en p50-p65-hetero-
dimer, en p50-p50-homodimer eller en p65-p65-homodimer, eller
fragmenter av dimerene nevnt ovenfor, benyttes.

En mate forskjellige nye TBA kan fremstilles for an-
vendelse pa, er vist skjematisk i figur 9.
Nukleinsyregjenkjenningsenhetene i TBA kan ansamles og
assosieres med lignende eller ulike TBA—nukleinsyre—
gjenkjenningsenheter via en "leder". "Lederen" er en struktur
pa hvilken de forskjellige TBA-gjenkjenningselementer bygges,
og som gir enskelige egenskaper til nukleinsyregjenkjennings-
enhetene. Lederen bestdr av enhver sekvens som tilveiebringer
ansamlingssekvenser slik at like eller forskjellige nuklein-
syregjenkjenningsenheter bringes i nar og stabil forbindelse
med hverandre. Nir det gjelder en TBA utformet for tett bin-
ding av NF-kB-TBR, ansamles sdledes f.eks. en TBA ved at
lambda cro-sekvenser tilveiebringes som ansamlingssekvenser
koblet til de nukleinsyrebindende sekvenser for enten NF-kB
p50 eller p65. p50- eller p65-nukleinsyrebindingssekvensene er
koblet til cro-sekvensene enten i den karboksyterminale eller
den aminoterminale ende av cro og enten den karboksyterminale
eller den aminoterminale ende av nukleinsyregjenkjenningsen-
heten 1 p50 eller p65. Koblingssekvenser tilveiebringes, om
ognskelig, for & tillate passende avstand mellom nukleinsyre-
gjenkjenningsenhetene for optimal binding av TBR.

Ansamlingssekvensene, cksemplifisert ovenfor med cro
og CI-sekvenser (SEKV.ID NR. 104-108), omfatter hvilke som
helst stabile oligopeptider som naturlig og sterkt bindes til
like sekvenser. Nar det gjelder cro, er det sdledes velkjent
at en cro-dimer bindes til bakteriofag lambda-operatorseter
(Anderson et al. [1981], Nature 290:754-758; Harrison og Ag-
garwal [1990]}, Ann. Rev. Biochem. 59:933-969). De monomere
cro-enheter assosieres tett og spesifikt med hverandre. Sa-
ledes oppnds tett og ner assosiering ved & koble DNA-gjenkjen-




10

15

20

25

30

35

40

ningsenhetssekvenser til cro-sekvensene,

De valgfrie koblingssekvenser omfatter enhver amino-
syresekvens som ikke interfererer med TBA-ansamling eller nuk-
leinsyrebinding, og som ikke er labil slik at nukleinsyre-
gjenkjenningsenheten frigjeres fra det komplette TBA. Det er
gnskelig, men ikke nedvendig, at koblingssekvensene er ko-
valent koblet til andre bestanddeler i bindingsansamlingen.
Sammenbindingen begr vere spesifikk slik at den bidrar til an-

samling og fremstilling av bindingsansamlingene. Eksempler pa

slike sekvenser omfatter, men er ikke begrenset til, velkjente

sekvenser som kobler forskjellige domener i strukturelle pro-
teiner sammen. I f.eks. lambda-repressorproteinet er det sa-
ledes en koblingssekvens mellom det DNA-bindende domene og
dimeriseringsdomenet, som er anvendbar for dette formdl. Mange
andre slike sekvenser er kjente, og den neyaktige sekvens er
ikke avgjerende for foreliggende oppfinnelse, forutsatt at
rutineeksperimenter utferes for & sikre stabilitet og fraver
av interferens med malnukleinsyrebinding. Eksempler pa slike
sekvenser tilveiebringes heri som Met Ser og SEKV.ID NR. 99-
102. Innfegring av spesifikke, kjente proteolyseseter i disse
koblingssekvenser er ogsa en integrert del av foreliggende
oppfinnelse. Forekomst av slike seter i koblingssekvensene vil
tilveiebringe fordeler ved fremstillingen da de tillater for-
skjellige molekyler & ansamles pa lederstillaset.

I tillegg til nukleinsyregjenkjenningsenhetene, valg-
frie koblingssekvenser og ansamlingssekvenser har de nye TBA
ifplge foreliggende oppfinnelse, om enskelig, asymmetri-
sekvenser eller pilot-TNA-sekvenser og én eller flere OSA-en-
heter. Asymmetrisekvensene tilveiebringes for & fremme eller
forhindre visse gnskelige eller uenskede assosiasjoner. ‘Dersom
det f.eks. er enskelig med en TBA med homodimere p50-DNA-gjen-
kjenningsenheter, tilveiebringes asymmetrisekvensene for &
forstyrre den naturlig sterkere assosiasjon mellom NF-kB-p50-
subenheter og -p65-subenheter uten at ansamlingssekvensene
hindres i & bringe sammen p50-subenheter. Eksempler pa slike
sekvenser tilveiebringes heri som SEKV.ID NR. 85-392 og SEKV.ID
NR. 105 og 106.

I en annen konfigurasjon bringes NF-kB-p50-subenhets-
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sekvenser i nar forbindelse med DNA-gjenkjenningsenhetssek-
venser fra transkripsjonsfaktor SPl. Dette er gnskelig dersom
et NF-kB/SPl-bindingsmotiv er av betydning, som i HIV-LTR hvor
et motiv med minst seks gjenkjenningsseter for DNA-bindende
protein, to NF-kB-seter, tre SPl-seter og ett TATA-sete, vites
4 foreligge. Da det ogsd vites at det andre NF-kB-sete og det
feorste SPl-sete er av betydning for requlering av HIV-
transkripsjon (Perkins et al. [1993}, Embo J. 12:3551-3558),
er denne spesielle konfigurasjon av TBA anvendbar, ikke bare
ved pavisning av HIV, men ogsa som et terapeutisk eller pro-
fylaktisk middel mot HIV-infeksjon (se nedenfor). Pa tilsvar-
ende midte kan den lange kontrollregion (LCR) i humant papil-
lomavirus anvendes som et ngskkelkontrollomrade for analyse
ifelge denne fremgangsmate.

I lys av de forskjellige elementer som kan forbindes
pa "kassett"-mate, ifwlge denne fremgangsmate for TBA-dann-
else, kan en praktisk talt ubegrenset variasjon av TBA frem-
stilles. I figur 10 gis eksempler pad en serie forskjellige
molekyler, betegnet "HIV-detect I-IV" hvori "CHAP" viser til
ledermolekylet, "nfkb" viser til NF-kB-subenheter, "spl" viser
til nukleinsyregjenkjenningsenheten fra transkripsjonsfaktor
SP1, og "TATA" viser til en dimer av DNA-gjenkjenningsenheten
fra et TATA-sekvens-DNA-bindende protein (TBP), ogsa kjent som
et TATA-bindende protein, eller TBP. Disse konfigurasjoner er
videre eksemplifisert nedenfor og er alle integrerte deler av
foreliggende oppfinnelse.

I nok en annen konfigurasjon er den modulzre struktur
vist i figur 9, tilpasset pavisning og/eller behandling eller
profylakse av et fullstendig forskjellig patogen. I figur 11
fremstilles, pa tilsvarende mate som de ovenfor beskrevne
"HIV-detect I-IV"-molekyler, en serie med "HPV-Detect I-IV"-
molekyler. I denne utfgrelse benyttes de DNA-bindende egen-
skaper til E2-proteinet fra humant papillomavirus (HPV). I
tillegg benyttes rollene til SP1 og TBP ved at det tilveie-

.bringes spesifikke DNA-gjenkjenningsenheter som er tilpasset

binding til disse sekvenser i HPV-genomet. Ved dannelse av de
E2-spesifikke TBA for anvendelse ved pavisning av HPV-infek-

sjon, kan det vare enskelig & benytte enhver av SEKV.ID NR.
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75-84 eller 93-98 som E2-DNA-gjenkjenningsenhetene. En TBA som
inneholder en E2-dimer fra storfe og en dimer av humant E2-
DNA-bindingsdomene, kan vare spesielt anvendbar.

De forskjellige sekvenser beskrevet ovenfor, kan en-
ten vare sammenkoblet kjemisk ved & benytte rene oligopeptider
som utgangsmaterialer, eller de kan vare sammenkoblet ved a
benytte rekombinante nukleinsyrer som koder for de forskjel-
lige subelementer via den velkjente, genetiske kode. Nar det
gjelder rekombinant fremstilling, er kobling av cro-kodende
sekvenser til sekvenser for nukleinsyregjenkjenningsenheter
slik at TBA dannes, fordelaktig, da cro ikke bare virker som
ansamlingssekvenser i lederen, men ogsa styrer korrekt folding
av nukleinsyregjenkjenningselementene. Eksempler pd ledersek-
venser tilveiebringes heri som SEKV.ID NR. 104-108. Videre
tillater, dersom heyere ordens strukturer som omfatter flere
bindingsseter, er enskelig, f.eks. i en pentamer NF-kB/NF-
kB/SP1/SP1/SP1 TBA, passende utforming av asymmetrisekvensene
slike strukturer & dannes.

Som beskrevet ovenfor, fremstilles TBA som bindes til
sine korrekte bindingsseter med hey affinitet. For eksempel
forventes NF-kB-DNA-bindingskomponentene i TBA ifwglge figur 10
4 bindes til HIV-LTR med en affinitet p& mellom tilnarmet 107
og 107*? molar. Sekvenser som er anvendbare som DNA-gjenkjen-
ningsenheter, tilveiebringes som SEKV.ID NR. 63-71, 73-84, 93-
98 og 104-108, og eksemplifiseres videre nedenfor.

I lys av beskrivelsen ovenfor nar det gjelder styrt
ansamling av nukleinsyrebindende proteiner ved hjelp av ansam-
lingssekvenser og asymmetri(eller leder-)sekvenser, vil fag-
folk forstd at en generelt anvendbar fremgangsmite for ansam-
ling av proteinstrukturer tilveiebringes av foreliggende opp-
finnelse. Denne fremgangsmates generalitet vises videre ved &
betrakte, som et annet eksempel, anvendelse av en antistoff-
epitopinteraksjon for ansamling av gnskede strukturer. Ved
hjelp av spesifisitet kan en DNA-bindende proteinstruktur an-
samles ved & koble en NF-kB-p50-subenhet til et antigen,
f.eks. et sirkularisert (via disulfidbindinger), melanocytt-
stimulerende hormon (MSH). Dette pro-MSH-molekyl kan sd bindes
av et anti-MSH-antistoff for tilveiebringelse av en ny
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nukleinsyrebindende ansamling hvor antigenet og antistoffet
virker som ansamlingssekvenser.

Den modul®re struktur tilveiebrakt i figur 9, viser
at et stort antall forskjellige TBA kan ansamles ved & benytte
forskjellige kombinasjoner av komponenter. Saledes tilveie-
bringes representative utferelser av denne generelle struktur
som SEKV.ID NR. 109-116.

7. Forsterkerbindingsansamlingene (BBA) og fremstil-

ling av disse. En BBA kan vere enhver substans som binder et
gitt BBR dannet ved hybridisering mellom gitte PNA og BNA,

heriblant ndr flere BNA (opp til og innbefattet "n" BNA, dvs.
BNA,, hvori "n" teoretisk ligger mellom 0 og o, men praktisk

talt ligger mellom 0 og 100) polymeriseres pa PNA for signal-
amplifisering, forutsatt at BBA ma ha i det minste de fglgende
egenskaper:

(a)BBA m& binde BBR pa en mate som er svaert spesifikk
for det foreliggende BBR. Det vil si at BBA ma
skille mellom BBR som foreligger i PNA-BNA-
hybridet og lignende duplekssekvenser i BNA-CNA-
hybrider eller andre CNA. Sdledes ma, selv nar
kun et enkelt umake basepar eller konforma-
sjonsforskjeller med eller uten umake basepar
foreligger ved dannelsen av PNA-BNA,- eller PNA-
BNA,-HNA-hybridet, BBA binde hybridet med til-
strekkelig lav aviditet til at BBA fjernes fra
CNA-sekvensene, men ikke fra BBR-sekvensene, ved
vask av TBA-TNA-PNA-BNA,-komplekset.

(b)BBA ma bindes sterkt til BBR. Bindingsaffiniteter
i omradet fra 107° til tilnermet 107° eller
heyere anses generelt for tilstrekkelig.

Eksempler p& BBA omfatter, men er ikke begrenset til,

cro og bakteriofag lambda-repressorproteinet, CI. I tillegg,
se US patentskrift nr. 4 556 643, som inkorporeres heri ved
referanse, som foresldr andre DNA-sekvenser og spesifikke bin-
dingsproteiner som repressorer, histoner, DNA-modifiserende
enzymer og katabolittgen-aktivatorprotein. Se ogsd

EP 0 453 301 som inkorporeres heri ved referanse, som foreslar
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et stort antall nukleotidsekvensspesifikke bindingsproteiner
(NSSBP), f.eks. tetrasyklinrepressoren, lac-repressoren og
tryptofanrepressoren. Hver av disse BBA er kjent innen faget
for 4 bindes til gitte, kjente nukleinsyresekvenser, og affi-
niteten for disse interaksjoner er kjent. Naturligvis er frem-
gangsmdten ifelge foreliggende oppfinnelse ikke begrenset til
anvendelse av disse kjente BBA. Fra den foreliggende beskriv-
else kan en gjennomsnittsfagmann lett tilpasse anvendelse av
nye BBA som viser i det minste de pdkrevde egenskaper bemerket
ovenfor, til den foreliggende fremgangsmate.

Eksempler pd nye BBA som er anvendbare ifglge denne
side ved foreliggende oppfinnelse, omfatter nye proteiner
basert pa motivet i et kjent DNA- eller RNA- eller DNA:RNA-
bindende protein, f.eks. cro eller A CI-repressorprotein. For-
trinnsvis utferes slike modifikasjoner for & lette handterin-
gen av disse bestanddeler i oppfinnelsen. Det kan saledes vare
gnskelig & tilsette en hgy konsentrasjon av cro til en ana-
lyse. En av de negative egenskaper til cro er at binding av
cro til sitt DNA-mdl ved heye konsentrasjoner vil konkurrere
med cro-cro-interaksjoner. Sdledes kan f.eks. et ledet eller
mutert cro fremstilles som ikke har denne begrensning. Eks-
empler pa slike endrede ledere er SEKV.ID NR. 105-106 og 108.
Fremgangsmadter kjent innen faget, f.eks. fremstilling av nye,
mdlbindende proteiner ved & benytte randomiserte populasjoner
av nukleinsyrer og seleksjon av bakteriofagbinding til gitte,
pd forhdnd valgte malsekvenser (dvs. sakalt fag-display-tekno-
logi, se diskusjon ovenfor for fremstilling av nye TBA) kan
benyttes for & fremstille slike nye BBA, sa vel som de ovenfor
nevnte, nye TBA.

Dersom BBA er et protein eller et proteinkompleks,
vil det forstds at en rekke fremgangsmater som er gjengs innen
faget, kan benyttes til fremstilling av BBA. BBA kan isoleres
fra sitt naturlig forekommende milje i naturen, eller dersom
dette ikke er praktisk mulig, fremstilles ved vanlige, mole-
kylerbiologiske teknikker. Sdledes er f.eks. sekvensen av cro-
proteinet kjent, og enhver molekyler klon av bakteriofag
lambda kan benyttes for & fremskaffe passende nukleinsyrer som
koder for cro for rekombinant fremstilling av dette. I tillegg
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kan de TBA som beskrives heri, benyttes som BBA, forutsatt at
forskjellige TBA benyttes for binding av TBR og BBR.

8. Anvendelse av BBA og BBR for lokalisering og

amplifisering av lokaliseringen av PNA-TNA-TBA-kompleksene (se

figur 8). I én utferelse av foreliggende oppfinnelse benyttes
den svart spesifikke og ekstremt tette binding som tilveie-
bringes av TBA som bestdr av nukleinsyrebindende bestanddeler
for & fremstille en amplifiserbar nukleinsyre-"sandwich"-ana-
lyse. Ifplge én side ved denne utferelse belegges et fast
stottemiddel med en forste TBA slik at en immobilisert TBA
dannes. En PNA og TNA bringes sammen i l@sning under hybridis-
eringsbetingelser og settes sd i forbindelse med den immobili-
serte TBA. Kun de PNA-TNA-interaksjoner som danner det spesi-
fikke TBR som gjenkjennes av den immobiliserte TBA, vil holdes
tilbake ved wvask av den faste overflate som binder TBA-TBR-
komplekset.

Pavisning av det bundne TBR oppnas ved binding av
forsterkernukleinsyrer, BNA, til de 1/2 BBR som foreligger i
PNA under hybridiseringsbetingelser. Pa denne mate kan et
kraftig, amplifisert signal fremstilles selv om kun et eneste
TBA-TBR-kompleks bindes til den immobiliserte TBA, ved poly-
merisering av flere BNA til den immobiliserte TNA. Hver BNA
som bindes til TNA, danner et BBR som kan bindes av BBA som i
likhet med de TBA som er immobilisert pad den faste overflate,
kan utvelges for tett og spesifikk binding av gitte nuklein-
syrestrukturer. Sdledes kan ifglge denne utfgrelse den immo-
biliserte TBA inneholde den DNA-bindende del av NF-kB som bin-
des svart spesifikt og tett til NF-kB-bindingsseter dannet ved
hybridisering av TNA og PNA.

Da det er velkjent at det foreligger NF-kB-bindings-
seter bade i det normale, humané genom og i1 de lange, termin-
ale repetisjoner i humant immunodefisiensvirus (HIV), tilveie-
bringer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate for & skille
mellom de "normale", humane seter og setene som foreligger i
celler grunnet HIV-infeksjon. I en analyse utformet for a
fastsld naerver eller fravaer av HIV-DNA i en preve med humant
DNA, kan sdledes HIV-NF-kB-bindingssetene betraktes som TNA,
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og de normale, humane NF-kB-bindingsseter som CNA. Ifzlge
fremgangsmaten i foreliggende oppfinnelse kan diskriminering
mellom disse TNA og CNA oppnas ved & utnytte det faktum at det
i HIV-LTR foreligger to NF-kB-bindingsseter fulgt av tre SPI-
seter (se f.eks. Koken et al. [1992], Virology 191:968-976),
mens cellulzre NF-kB-bindingsseter med de samme sekvenser ikke
finnes i tandem.

I de tilfeller hvor TNA inneholder mer enn ett
1/2 TBR og det er enskelig & utnytte de terapeutiske og pro-
fylaktiske anvendelser av TBA, kan det vaere snskelig & benytte
mer enn én TBA med evne til & binde et TBR i TNA-PNA-komplek-
set. I dette tilfellet kan det vare fordelaktig & velge som
bestanddeler i TBA, DNA-bindende eller RNA-bindende domener
med lavere affinitet for sitt TBR enn villtypen av det DNA-
bindende eller RNA-bindende domene. Da de TBA som inngar i
bindingen til de mange TBR enten kan ansamles fer binding til
TBR eller etter binding til TBR, vil de enkelte TBA ikke blok-
kere de tilsvarende TBR i andre genomer enn malgenomet, med
mindre de foreliggende TBR romlig sett er i stand til & binde
det ansamlede TBA-kompleks. En egenskap ved den multimere an-
samling av TBA som spesifikt inngdr som en del av foreliggende
oppfinnelse, er at en slik multimer ansamling vil forventes &
ha en svart redusert affinitet for et enkelt sete i TNA. Da
bindingen imidlertid er dramatisk forsterket sammenlignet med
hver enkelt TBA, vil TBA-komplekset forventes a ikke konkur-
rere med de tilsvarende native proteiner in situ om binding
til et gitt TBR, men bindes tett til sekvenser i PNA-TNA-
hybridet som inneholder TBR for hver av de nukleinsyrebindende
bestanddeler som er ansamlet i TBA. TBA-komplekset bgr ansam-
les og koblingssekvenser justeres i de enkelte TBA slik at de
nukleinsyrebindende omradder som inngadr i TBA-komplekset, til-
lates samtidig & nd og binde til sine mal.

Nar ferst TNA-PNA-hybridene er dannet og satt i kon-
takt med den immobiliserte TBA, vaskes ubundet nukleinsyre
bort fra den immobiliserte overflate, og de immobiliserte
hybrider pdvises. Dette kan oppnids pa mange mater. Ved én side
av foreliggende oppfinnelse er PNA merket med en OSA, f.eks.

et radioaktivt atom, fargede kuler eller et PNA merket med en
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0SA, f.eks. et radioaktivt atom, fargede kuler eller et enzym
som kan danne et farget reaksjonsprodukt. Videre kan PNA i
tillegg til & ha ett eller flere 1/2 TBR, ogsd inneholde minst
ett 1/2 BBR. 1/2 BBR-sekvensene er valgt slik at de er komple-
mentere til unike 1/2 BBR-sekvenser i BNA. Nar det gjelder
utferelsen beskrevet ovenfor hvor TBA er NF-kB og det TBR som
dannes ved TNA-PNA-hybridisering er ett eller flere NF-kB-bin-
dingsseter, kan de foreliggende 1/2 BBR tilveiebringe hybridi-
serbare (dvs. enkelttradede, komplementare) sekvenser fra
venstre eller heyre bakteriofag lambda-operator (se f.eks.
Ptashne [1982], Scientific American 247:128-140, og referanser
sitert i denne for sekvensene til disse operatorer). Disse kan
polymeriseres til 1/2 BBR i PNA pd vektoriell mite (se
figurene 2 og 3) slik at opp til "n" BBR tilveiebringes hvor
hvert BBR danner et cro-bindingssete. Enzymatisk, radioaktivt
eller pa annen mate merket cro settes i forbindelse med TBA-
TNA-PNA- (BNA),—komplekset. Pa denne mdte dannes et svart
selektivt og amplifisert signal. Signal produsert med en PNA
med et enkelt 1/2 TBR, viser at analysen har lykkes i & oppnd
TBA-TBR-binding og polymerisering av BNA for produksjon av
signal fra cellul®re seter (dvs. fra CNA). Fraver av signal
ndr en dimerisert TBA benyttes, viser at ingen HIV-LTR foreld
i TNA, da ingen dobbelte NF-kB-bindingsseter foreld. P& den
annen side viser forekomst av signal ved bruk av NF-kB-dimer
HIV-infeksjon. Som et spesifikt eksempel pd beskrivelsen
ovenfor av denne utferelse av oppfinnelsen, se eksempel 6 som
beskriver et HIV-analysesett.

Fagfolk vil naturligvis forstd at beskrivelsen oven-
for kan modifiseres pd mange mdter ndr det gjelder valg av
PNA, TNA, TBA, BNA og BBA. Nar det gjelder andre systemer enn
HIV, vil fagfolk videre forstd at den generelle fremgangsmate
som er beskrevet ovenfor, kan benyttes ogsd her. Disse andre
anvendelser kan imidlertid vare enklere enn fremgangsmaten be-
skrevet ovenfor, da de benyttede TBA ikke ngdvendigvis gjen-
kjenner normale, cellulzre seter, slik at bruk av dimerisering
eller andre fremgangsmater for & skille mellom TNA og CNA, er
mindre avgjerende. Ved utforming av prober og bindingssansam-

linger for disse andre systemer vil fagmannen kunne ledes av
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felgende prinsipper og betraktninger.

I utferelsen beskrevet ovenfor, er fordelen ved a
benytte de DNA-bindende deler av NF-kB-proteinet som TBA og
NF-kB-gjenkjenningsbindingselementer som TBR, at disse ele-
menter danner et viktig "kontrollpunkt" for replikasjon av
HIV. Det vil si at det er kjent at HIV md benytte NF-kB som en
avgjerende komponent i sin replikative livssyklus. Tilsvarende
kontrollpunkter for andre patogener kan utvelges og benyttes
som basis for pavisning ifelge fremgangsmdtene beskrevet heri.

Fra beskrivelsen ovenfor av generelle egenskaper ved
foreliggende oppfinnelse og dens virkningsmate vil fagfolk
forsta at det er et stort antall spesifikke mater som forelig-
gende oppfinnelse kan utferes pa. For eksempel kan fremgangs-
maten ifelge foreliggende oppfinnelse tilpasses en fremgangs-
mate og utstyr som benytter kromatografiske analysesett be-
skrevet i US patentskrift nr. 4 690 691 og 5 310 650 (691- og
650-patentene). I disse patenter ble et porgst medium benyttet
for immobilisering av enten en TNA eller en innfangingsprobe,
og et lgsemiddel ble benyttet for & transportere en mobil fase
som inneholdt enten et merket PNA, dersom TNA var immobilis-
ert, eller TNA, dersom en innfangingsprobe var immobilisert,
inn i "innfangingssonen". Etter binding av TNA i innfangings-
sonen, enten ved direkte immobilisering eller ved innfanging,
ble en merket PNA kromatografert gjennom innfangingssonen, og
bundet merking ble pavist.

Tilpasning av foreliggende oppfinnelse til et slikt
system gir fordelen ved & benytte en milbindingsansamling i
innfangingssonen, og sdledes innfanging av kun perfekt tilpas-
sede TBR-sekvenser eller andre TBR som representerer nuklein-
syrekonformasjoner som bindes spesifikt av TBA i TNA-PNA- '
dupleksene grunnet den tidligere beskrevne, sensitive diskri-
minering av TBA mellom TNA og CNA.

Etter binding av TNA-PNA-hybridene til den immobilis-
erte TBA amplifiseres signalet ved & tilsette BNA eller & kro-
matografere BNA gjennom innfangingssonen. Endelig kan signalet
forsterkes ytterligere ved a tilsette BBA eller & kromatogra-
fere merket BBA gjennom innfangingssonen. P& denne mate for-
enkles analysetrinnene beskrevet i 691- og 650-patentene ved
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at det tilveiebringes evnen til a gke spesifisiteten og, ved
amplifisering, sensitiviteten til fremgangsmdten beskrevet i
disse patenter. Beskrivelsen i 691- og 650-patentene inkor-
poreres heri ved referanse med det formdl & vise detaljene i
fremgangsmdten og laren gitt i disse angaende spesifikke reak-
sjonsbetingelser, til hvilke preparatene og fremgangsmatene
ifelge foreliggende oppfinnelse kan tilpasses.

Fagfolk vil ogsa forstd at fremgangsmaten ifglge
foreliggende oppfinnelse kan tilpasses mikrotiterplater eller
automatisering. Anvendelse av instrumenter som benytter frem-
gangsmaten ifelge foreliggende oppfinnelse, faller derfor
naturlig innenfor den foreliggende beskrivelses omrade og de
vedlagte patentkrav. Saledes kan f.eks. foreliggende oppfin-
nelse tilpasses anvendelse i instrumenter som IMx bordmodell-
analysator fra Abbott Laboratories (Abbott Park, IL). IMx er
for tiden utformet for a kjere bade fluorescenspolariserings-
immunoanalyser (FPZa, se Kier [1983], KCLA 3:13-15) og mikro-
partikkel-enzymimmunoanalyse (MEZA, se Laboratory Medicine,
bind 20, nr. 1, januar 1989, s. 47-49). MEZA-fremgangsmdten
kan lett overfeores til en nukleinsyrepdvisningsfremgangsmate
ved anvendelse av foreliggende oppfinnelse, ved & benytte en
TBA som et innfangingsmolekyl koblet til en mikropartikkel av
submikrometersterrelse (<0,5 um i gjennomsnitt) suspendert i
lgsning. Mikropartiklene belagﬁ med TBA, pipetteres i en reak-
sjonsbrenn. IMx-instrumentet pipetterer sa preven {(hybridisert
PNA-TNA) inn i reaksjonscellen slik at det dannes et kompleks
med TBA. Etter en passende inkuberingstid overferes lesningen
til en ikke-reaktiv glassfibermatriks til hvilken partiklene
har hgy affinitet og som mikropartiklene adhererer til. Enten
for eller etter filtrering av reaksjonsblandingen gjennom
glassfibermatriksen tilsettes BNA og BBA, og et annet system
for signalamplifisering og deteksjon benyttes som avhenger av
spesifikk dannelse av TNA-PNA-hybrider. Det immobiliserte
kompleks vaskes, og ubundet materiale flyter gjennom glass-
fibermatriksen.

De bundne komplekser pavises ved & benytte BBA merket
med alkalisk fosfatase eller pad annet vis (radioaktivt, enzym-
atisk, fluorescens). For alkalisk fosfatasemerkede BBA kan det
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fluorescerende substrat 4-metylumbelliferylfosfat eller et
tilsvarende reagens tilsettes. Alternativt kan enzymet unngas
ved direkte merking av BBA med dette eller et lignende rea-
gens. I alle tilfeller vil fluorescens eller annet signal vare
proporsjonalt med mengden foreliggende PNA-TNA-hybrid.

Fluorescensen pavises pa overflaten av matriksen ved
hjelp av et overflatefluorometer som beskrevet av produsenten
av IMx-instrumentet. Med mindre justeringer som kan utferes
ved rutineeksperimentering for & optimalisere et instrument
som IMx for nukleinsyrehybridisering og nukleinsyre-TBA-inter-
aksjoner, er foreliggende oppfinnelse fullstendig tilpasnings-
dyktig til automatisert analyse av TNA-prever.

9. Andre diagnostiske anvendelser av foreliggende

oppfinnelse. Mens beskrivelsen ovenfor tillater anvendelse av
foreliggende oppfinnelse pd en rekke forskjellige mater, kan
ytterligere egenskaper ved oppfinnelsen lett verdsettes,
f.eks. 1 et mobilitetsretardasjonssystem.

I denne utfgrelse av oppfinnelsen oppnéds en forbed-
ring i den velkjente, elektroforetiske mobilitetsskiftsanalyse
(EMSA)} som fglger (se figurene 12a og 12b ):

En DNA-preve fragmenteres, enten ved tilfeldig kleyv-
ing eller ved behandling med spesifikk restriksjonsendo-
nuklease. DNA i preven deles sa i to like porsjoner, og en
spesifikk TNA tilsettes fgrste porsjon, men ikke den andre. De
to porsjoner fraksjoneres sa ved elektroforese i en akrylamid-
gel eller agarosegel, og mensteret av DNA-band (enten visual-
isert ved etidiumbromidbinding eller ved at de merkes radioak-
tivt for elektroforesen) sammenlignes sa for de to porsjoner.
DNA-fragmenter med bindingsseter for hvilke TBA er spesifikk,
vil forsinkes i sin vandring gjennom elektroforesemediet. Ved
a benytte en egnet TBA kan ethvert antall DNA-sekvenser eller
andre nukleinsyresekvenser fglges pa denne mate.

I en modifisering av EMSA som beskrevet ovenfor,
hybridiseres fragmentert TNA med en PNA og fraksjoneres i en
ferste dimensjon. Det fraksjonerte DNA fir s3 reagere med en
passende TBA, og DNA-fragmentenes endrede mobilitet obser-
veres. @kt retardasjon er mulig ved & tilsette BBA som be-
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skrevet ovenfor. (Se f.eks. Vijg og referanser sitert i denne
for kjente teknikker vedrgrende todimensjonal nukleinsyreelek-
troforese til hvilken foreliggende fremgangsmdte kan be-

nyttes).

10. Terapeutiske anvendelser. Grunnet de svart tette

og selektive nukleinsyrebindingsegenskaper til de nye TBA be-
skrevet heri, omfattes terapeutisk anvendelse i tillegg til de
diagnostiske egenskaper ved disse forbindelser. Sdledes er en
TBA som gir tett og spesifikk binding av HIV-LTR grunnet fore-
komst av en NF-kB-p50- og en SP1-DNA-gjenkjenningsenhet lig-
gende nar hverandre (se figur 10, "HIV-Detect II"), anvendbar
for oppfanging av HIV-LTR, hvorved transkripsjon fra dette
negkkelelement i HIV-genomet forhindres. De enestaende egen-
skaper til ansamlingssekvensene i TBA tillater rekombinante
vektorer & innfere DNA som koder for en slik TBA i en celle,
og korrekt folding av de uttrykte sekvenser. Inne i cellen vil
kjernelokaliseringssignalene i p50-subenheten styre transport
av TBA til kjernen hvor den bindes tett til LTR i eventuelt
integrert HIV slik at patogenet i praksis skrus av. For pro-
fylaktisk anvendelse tilferes en person som er bekymret ved-
reorende eventuell HIV-eksponering, en tilstrekkelig dose av en
TBA eller en rekombinant vektor som kan uttrykke TBA, til at
eventuelt HIV som har kommet inn i personen, fanges opp. Ved
denne anvendelse er bruk av TBA analog med passiv beskyttelse
med et spesifikt immunoglobulin. Ved terapeutisk eller pro-
fylaktisk anvendelse benyttes NLS-sekvenser istedenfor OSA som
benyttes ved diagnostisk anvendelse. Eksempler pa NLS-sek-
venser tilveiebringes som SEKV.ID NR. 72 og 103 (se ogsd Hein-
zinger 1994 og Bukinsky 1993 som beskriver NLS-sekvenser i
Vpr-protein, hhv. gag-protein fra HIV). I alle tilfeller til-
fores TBA i et farmaseytisk aksepterbart bazrerstoff, kjent
innen faget, f.eks. en steril saltlesning, eller forbundet med
et liposom i form av en rekombinant vektor, fortrinnsvis en
som styrer ekspresjon av TBA i en utvalgt celletype, eller ved
et system for proteintilfersel.



20

25

30

35

52

II. Utferelser av oppfinnelsen

I lys av beskrivelsen ovenfor og eksemplene som fgl-
ger, vil fagfolk forst& at foreliggende beskrivelse beskriver
og tillater en rekke utferelser av foreliggende oppfinnelse,
heriblant:

1. En probenukleinsyre (PNA) som omfatter:

(a) en enkelttradet sekvens, 1/2 TBR, som under

hybridiseringsbetingelser kan danne et hybrid,
TBR, med et 1/2 TBR som foreligger i en malnuk-
leinsyre (TNA},

(b) ingen, én eller flere, fortrinnsvis 1 til 10,
enkelttrddede sekvenser, 1/2 BBR, som kan danne
et hybrid, BBR, under hybridiseringsbetingelser
med et 1/2 BBR som foreligger i en forsterker-
nukleinsyre (BNA), og

(c) en OSA, som enten er intet tilkoblet stettemid-
del og/eller indikator, eller et tilkoblet
stottemiddel eller annet lokaliseringsmiddel,
heriblant, men ikke begrenset til, tilkobling
til kuler, polymerer og overflater, og/eller
indikatorer,

hvori dette TBR er i stand til & bindes med hey affinitet til
en TBA, hvor TBA er en substans som kan skille mellom et paret
TBR og et TBR med uparede nukleotider, og videre hvori dette
BBR er i stand til & bindes med hgy affinitet til en BBA, hvor
BBA er en substans som kan skille mellom et paret BBR og et
BBR med uparede nukleotider. Denne utferelse omfatter TBR som
er nukleinsyrebindende proteingjenkjenningsseter, f.eks. HIV-
LTR, og andre nukleinsyrebindende proteingjenkjenningsseter i
andre patogener, av hvilke noen er angitt ovenfor. PNA ifglge
denne utferelse av oppfinnelsen kan danne et TBR som er et
nukleinsyrebindende proteingjenkjenningssete som foreligger i
genomet til et patogen eller er et bindingssete forbundet med
en patogen tilstand i det humane genom eller en kontaminant i
en fermenteringsprosess.

2. En forsterkernukleinsyre (BNA) som omfatter:

(a) et 1/2 BBR som har en sekvens som er komplemen-
ter til en 1/2 BBR-sekvens i en PNA eller en
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annen BNA som allerede er hybridisert til PNA,

og som under hybridiseringsbetingelser er i

stand til 3 danne et hybrid, BBR, med PNA,

(b) et OSA-tilkoblet stgttemiddel eller annet
lokaliseringsmiddel, heriblant, men ikke begren-
set til, tilkobling til kuler, polymerer og
overflater, og/eller indikatorer, og

(c) vytterligere hybridiseringsseter, 1/2 BBR, for
hybridisering med ytterligere BNA,

hvori BBR er i stand til & bindes med hesy affinitet til en
BBA, hvor BBA er en forbindelse som kan skille mellom et paret
BBR og et BBR med uparede nukleotider.

3. En harndlsnukleinsyre (HNA) som omfatter en
enkelttradet sekvens, 1/2 BBR, som under hybridiseringsbetin-
gelser kan danne en harndl og samtidig bindes til en BNA slik
at det dannes et BBR som er i stand til & binde en BBA, hvori
BBR er i stand til & bindes med hey affinitet til en BBA, hvor
BBA er en forbindelse i stand til & skille mellom et paret BBR
og et BBR med uparede nukleotider.

4. En fremgangsmdte for pavisning av en gitt TNA-sek-
vens som omfatter felgende trinn:

{(a) hybridisering av TNA med en PNA som beskrevet

ovenfor,

(b) hybridisering av PNA med en BNA som inneholder
et 1/2 BBR hvis sekvens er komplementar til en
1/2 BBR-sekvens i PNA,

(c) tilsetning av produktene fra trinnene (a) og (b)
som inneholder et TBR og et BBR, til en over-
flate, en vaske eller et annet medium som inne-
holder en TBA,

(d) tilsetning av BBA til blandingen i trinn (c),
hvori BBA omfatter:

(i) et molekyl eller en del av et molekyl som
er i stand til selektiv binding til et BBR,
°og

(ii) en pavisbar indikator,

og )
(e) pavisning av signalet dannet av indikatoren kob-
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let til BBA. Denne fremgangsmate omfatter anven-
delse av en proteinindikator, heriblant enzymer
i stand til & katalysere reaksjoner som feorer
til dannelse av fargede reaksjonsprodukter. Den
omfatter ogsa indikatorer som radioaktive atomer

eller fargede kuler.

5. En fremgangsmate for pavisning av narver i en

pregve av en gitt mdlnukleinsyre, TNA, som omfatter:

(a)

(b)

4 bringe prgven i kontakt med en probenuklein-
syre, PNA, som ved hybridisering med TNA dersom
denne foreligger i preven, danner et malbind-
ingsomrdde, TBR, som er i stand til & binde en
malbindingsansamling, TBA, og

a sette preven som allerede er brakt i kontakt
med PNA, i forbindelse med en TBA som kan bindes
til eventuelle TBR som dannes ved hybridisering

mellom PNA og TNA i prgven.

6. En fremgangsmadte for a pdvise eller lokalisere

spesifikke nukleinsyresekvenser med hgy grad av sensitivitet

og spesifisitet som omfatter:

(a)

(b)

(c)

a tilsette PNA som inneholder et 1/2 BBR og et
1/2 TBR til en preve som inneholder, eller
mistenkes for & inneholde, TNA som inneholder
1/2 TBR-sekvenser, slik at det dannes et kom-
pleks med malbindingsomrdder, TBR, dannet ved
hybridisering mellom de komplementare 1/2 TBR
som foreligger i PNA, hhv. TNA,
binding av TBR dannet i trinn (a) til en
immobilisert TBA, slik at et TBA-TNA-PNA-
kompleks dannes,
tilsetning av forsterkernukleinsyrer, BNA, som
inneholder forsterkerbindingsomrader, 1/2 BBR,
til komplekset dannet i trinn (b), slik at de
1/2 BBR som foreligger i BNA, hybridiserer med
1/2 BBR-sekvensene som foreligger i PNA eller
med 1/2 BBR som foreligger i BNA allerede bundet
til PNA, slik at det dannes BBR, slik at TBA-
TNA-PNA- (BNA) ,—komplekser dannes,
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tilsetning av harndlsnukleinsyrer, HNA, som
inneholder 1/2 BBR-sekvenser, til komplekset
dannet i trinn (c), slik at de 1/2 BBR som

foreligger i HNA, hybridiserer med eventuelt

tilgjengelige 1/2 BBR-sekvenser som foreligger i

BNA i komplekset fra trinn (c), hvorved for-
lengelsen av BNA til TBA-TNA-PNA- (BNA),-kom-
pleksene fra trinn (c) termineres, slik at det
dannes TBA-TNA-PNA- (BNA),-HNA-komplekser,
tilsetning av forsterkerbindingsansamlinger,
BBA, koblet til indikatorrester, til TBA-TNA-
PNA-~- (BNA) ,~HNA-kompleksene dannet i trinn (d),
slik at TBA-TNA-PNA- (BNA-BBA),-HNA-komplekser
dannes, og

pavisning av signalene dannet av indikator-
restene koblet til TBA, PNA, BNA, BBA eller HNA
i TBA-TNA-PNA- (BNA-BBA),-HNA-kompleksene fra
trinn (e),

hvori TNA omfatter:

PNA omfatter:

(i) én eller flere spesifikke 1/2 TBR-
nukleinsyresekvenser hvis narvar eller

fraver i en gitt preve skal bekreftes,

(i) en enkelttrddet sekvens, 1/2 TBR, som under
hybridiseringsbetingelser er i stand til a
danne et hybrid, TBR, med et 1/2 TBR som
foreligger i en madlnukleinsyre (TNA),

(ii) en enkelttradet sekvens, 1/2 BBR, som under

hybridiseringsbetingelser er i stand til a
danne et hybrid, BBR, med et 1/2 BBR som
foreligger i en forsterkernukleinsyre
(BNA), og

(iii) en OSA, som enten er intet tilkoblet

stottemiddel og/eller indikator, eller et tilkoblet

steottemiddel eller annet lokal-
iseringsmiddel, heriblant, men ikke be-
grenset til, tilkobling til kuler, poly-

merer og overflater, og/eller indikatorer,
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(iv)
BBA omfatter:

(i)

(11)

og TBA omfatter:
(1)

(ii)
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et 1/2 BBR, som vist i figur 1(IIb), som
har en sekvens som er komplementar til en
1/2 BBR-sekvens i en PNA og som under
hybridiseringsbetingelser er i stand til a
danne et hybrid, BBR, med PNA,

et OSA-tilkoblet stettemiddel eller annet
lokaliseringsmiddel, heriblant, men ikke
begrenset til, tilkobling til kuler,
polymerer og overflater, og/eller indika-
torer, og

ytterligere hybridiseringsseter, 1/2 BBR,

sekvenser, 1/2 BBR, som kan hybridisere med
BNA som allerede er hybridisert til PNA, '

et molekyl eller en del av et molekyl som
er i stand til selektiv binding til et BBR,
og '

enten intet tilkoblet stettemiddel og/eller
indikator, eller et tilkoblet stgttemiddel
eller annet lokaliseringsmiddel, heriblant,
men ikke begrenset til, tilkobling til
kuler, polymerer og overflater, og/eller
indikatorer, og

et molekyl eller en del av et molekyl som
selektivt kan bindes til et TBR, og

enten intet tilkoblet stettemiddel og/eller
indikator, eller et tilkoblet stettemiddel
eller annet lokaliseringsmiddel, heriblant,
men ikke begrenset til, tilkobling til
kuler, polymerer og overflater, og/eller

indikatorer.

7. En forbedret fast fase~hybridiseringsfremgangsmate

for pavisning av naervaer av et madl-polynukleotid som omfatter:

immobilisering av et mal-polynukleotid dersom dette foreligger

i en analysepregve,

enten direkte eller via en intermediar
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innfangingsstruktur, til en fast fase i et innfangingssete,
tilkobling av en pavisbar, merket gruppe, fegr, under eller
etter immobiliseringen, til mal-polynukleotidet dersom dette
foreligger, og pavisning av den merkede gruppe, om noen, ved
innfangingssetet, hvor forbedringen omfatter:

(a) anvendelse av en mdlbindingsansamling, TBA, som
et middel for 3 oppnd immobilisering av mal-
polynukleotidet, hvori TBA kun bindes til et
perfekt hybrid dannet mellom en spesifikk
probenukleinsyre, PNA, og malnukleinsyren, slik
at et perfekt malbindingsomrade, TBR, som kan
gjenkjennes av TBA, dannes, og

{(b) innfering i PNA av en enkelttrddet sekvens,

1/2 BBR, som kan binde en forsterkernukleinsyre,
BNA, som inneholder en enkelttradet, komplemen-
ter 1/2 BBR som ved hybridisering med 1/2 BBR i
PNA danner et BBR som kan binde merkede for-
sterkerbindingsansamlinger, BBA.

8. En madlbindingsansamling, TBA, som omfatter én
eller flere nukleinsyregjenkjenningsenheter, koblingssek-
venser, ansamlingssekvenser, asymmetrisekvenser, kjerne-
lokaliseringssekvenser (NLS) og OSA. Nukleinsyregjenkjenn-
ingsenheten kan vare en NF-kB-bindingsenhet, en SPl-bind-
ingsenhet, en TATA-bindingsenhet, en bindingsenhet fra humant
papillomavirus, en HIV-LTR-bindingsenhet eller en bindings-
enhet for ethvert annet fragment med spesifikk sekvens hvis
pavisning er enskelig og kan oppnds ved spesifikk assosiering
med TBA. Slike gjenkjenningsenheter omfatter, men er ikke
begrenset til, de eksemplifisert heri som SEKV.ID NR. 63,
SEKV.ID NR. 64, SEKV.ID NR. 65, SEKV.ID NR. 66, SEKV.ID NR.
67, SEKV.ID NR. 68, SEKV.ID NR. 69, SEKV.ID NR. 70, SEKV.ID
NR. 71, SEKV.ID NR. 72 og SEKV.ID NR. 73. Koblingssekvenser,
f.eks. oligopeptider, som ikke interfererer med nukleinsyre-
gjenkjenningssenhetens nukleinsyregjenkjenningsfunksjon og som
tilveiebringer stabilitet og kontroll over avstanden mellom
nukleinsyregjenkjenningsenheten og resten av TBA. Eksempler pa
slike koblingssekvenser er velkjente innen faget og omfatter,

men er ikke begrenset til, oligopeptidsekvenser fra primer-
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sekvensen mellom domener i et strukturelt protein. Ansamlings-
sekvenser omfatter oligopeptidsekvenser som styrer folding og
ansamling av nukleinsyregjenkjenningsenheter. Et foretrukket
eksempel pa en slik sekvens er oligopeptider avledet fra cro-
proteinet fra bakteriofag lambda. Asymmetrisekvensen styrer
ansamling av nukleinsyregjenkjennings- og -ansamlingssekvenser
i en pa forhand bestemt rekkefglge. Eksempler pa slike
asymmetrisekvenser er sekvenser avledet fra insulin, relaksin,
gonadotropisk hormon, FSH, HCG, LH, ACTH, heriblant, men ikke
begrenset til, SEKV.ID NR. 85-92. Med henvisning til figurene
14 og 15 er SEKV.ID NR. 85 en "A"-sekvens og SEKV.ID NR. 86 en
"B"~sekvens, SEKV.ID NR. 87 er en "A"-sekvens, og SEKV.ID NR.
88 er en "B"-sekvens, SEKV.ID NR. 89 er en "A"-sekvens fra
humant relaksin, og SEKV.ID NR. 90 er en "B"-sekvens fra
humant relaksin, SEKV.ID NR. 91 er en "A"-sekvens fra relaksin
fra rokke, og SEKV.ID NR. 92 er en "B"-sekvens fra relaksin
fra rokke. I tillegg kan TBA inneholde kjernelokaliserings-
signalsekvenser, NLS, som styrer migrering og opptak av et
protein eller kompleks forbundet med NLS til cellekjernen.
Eksempler.pé slike NLS-sekvenser er tilveiebrakt som SEKV.ID
NR. 72 og 103. Foretrukne ﬁtfzrelser av TBA omfatter, men er
ikke begrenset til, "HIV-Detect I-IV" eller "HPV Detect I-IV",
og SEKV.ID NR. 109-116.

9. Fremgangsmdter for anvendelse av de nye TBA
omfatter, men er ikke begrenset til, en foreliggende
oppfinnelse for & benytte TBA for binding av en gitt
nukleinsyresekvens i en malnukleinsyrepreve som omfatter:

(a) fragmentering av nukleinsyren i mdlnukleinsyre-

preven,

(b) & sette den fragmenterte nukleinsyre, under
hybridiseringsbetingelser, i forbindelse med en
probenukleinsyre som er komplementar til nuk-
leinsyresekvensen av interesse, hvori probe-
nukleinsyren ved hybridisering med nukleinsyre-
sekvensen av interesse, danner et malbindingsom-
ridde til hvilket TBA bindes spesifikt.

I denne fremgangsmate kan probenukleinsyren i
tillegg til sekvenser som er komplementare til nukleinsyre-
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sekvensen som skal analyseres, ogsd inneholde ytterligere
sekvenser til hvilke en forsterkernukleinsyre kan bindes slik
at det dannes et forsterkerbindingssete til hvilket en merket
forsterkerbindingsansamling kan bindes for tilveiebringelse av
et signal som viser og amplifiserer bindingen av probenuklein-
syren til mdlnukleinsyresekvensen som skal analyseres.

Nok en side som ikke krever fragmentering av
malnukleinsyren, omfatter tilfersel av TBA til en pasient med
behov for slik behandling, av en terapeutisk eller
profylaktisk effektiv mengde av TBA, som omfatter tilfersel av
TBA, enten i form av et renset proteinkom- pleks eller i form
av en rekombinant vektor som etter til- fersel til pasienten
kan uttrykke TBA slik at TBA bindes til den gitte
nukleinsyresekvens, og det gnskede, profylaktiske eller
terapeutiske resultat oppnas. Dette kan omfatte tilveie-
bringelse av en dose som kan fastslds ved rutineeksperimenter-
ing til & vare tilstrekkelig for & forhindre etablering av en
aktiv infeksjon av et patogen. Doser av rensede TBA kan ligge
i omradet fra tilnarmet 0,001 til 100 mg/kg. Ved anvendelse av
en rekombinant ekspresjonsvektor som vil styre in vivo eks-
presjon og folding av TBA, kan dosene av den rekombinante
nukleinsyre va@re vesentlig lavere, s@rlig dersom de tilferes i
form av en ikke-patogen, viral vektor. Fremgangsmdtene for
anvendelse av TBA omfatter ogsd & fglge mobilitetsskift for
nukleinsyrer i malnukleinsyreprgver som en funksjon av sterr-
elsen slik at binding av TBA til et gitt fragment i preven
endrer fragmentets mobilitet. Denne side ved fremgangsmaten
tilveiebringer en anvendbar fremgangsmate for analyse av
nukleinsyrefragmenter for spesielle avvik, f.eks. slike som
finnes assosiert med metastaser.

10. Diagnostiske eller rettsmedisinske sett som er
anvendbare for a pavise narvar av en infeksjon, sykdomsutsatt-
het eller opphavet til en gitt nukleinsyreholdig preve.

11. En fremgangsmate for ansamling av multimere TBA
in vivo som omfatter innfgring av nukleinsyrer som koder for
TBA-bestanddeler i en celle. TBA-bestanddelene bsr alle inne-
holde en nukleinsyregjenkjenningsenhet, ansamlingssekvenser,
asymmetrisekvenser og kjernelokaliseringssignalsekvenser.
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Koblingssekvenser kan, om gnskelig, innferes dersom TBA-
"footprinting"-eksperimenter viser behov for slike kocblings-
sekvenser for 3 oppnad optimal geometri av den multimere TBA.
Ved in vivo ekspresjon av hver TBA-bestanddel og proksimal
binding via nukleinsyregjenkjenningsenheten i hver TBA-
bestanddel til nukleinsyresekvenser som forekommer i kjernen
eller andre steder i cellen, styres uttrykte TBA-bestanddeler
til ansamling via de innbefattede ansamlingssekvenser og
asymmetrisekvenser til multimere TBA. Som beskrevet ovenfor,
vil slike multimere TBA ha den fordel at de bindes spesifikt
med hey affinitet til TBR i en gitt malsekvens, men ikke i det
hele tatt eller med svaert lav affinitet til beslektede
nukleinsyrer.

Beskrivelsen av oppfinnelsen gitt ovenfor, vil for-
stds av fagfolk & tillate foretrukne utferelser sa vel som den
beste mate for foreliggende oppfinnelse. Uten a begrense opp-
finnelsens omrade til spesifikke anvendelsesomrader gis de
pafelgende eksempler for ytterligere & veilede fagfolk vedror-
ende fremgangsmater for utferelse av foreliggende oppfinnelse.
Gjengse rekombinant-DNA-teknikker som dem beskrevet i Sam-
brook, Fritsch og Maniatis (1989), Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2. utg., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, og nyere tekster beskrives ikke
da disse nad ligger godt innenfor gjennomsnittsfagmannens kunn-
skapsomrade.

Eksempel 1 - Fremstilling av PNA og merking av PNA

Probenukleinsyrer, PNA, kan fremstilles ved frem-
gangsmater velkjente innen faget. Saledes kan enkelttradede
polynukleotid-PNA med definert sekvens fremstilles ved fast
fase kjemisk syntese ifglge Merrifield. PNA kan fremstilles
ved automatisk syntese ved a benytte kommersielt tilgjengelig
teknologi, f.eks. resiner og instrumenter fremstilt eller .
markedsfgrt av Applied Biosystems, ABI, eller andre produs-
enter. Alternativt kan gitte DNA-sekvenser syntetiseres in
vivo ved kjente fremgangsmater for rekombinant DNA, f.eks. ved
& klone en dupleks-PNA i en vektor som kan replikere i E.

coli, hvorved store mengder av dupleks-PNA kan fremstilles.
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Multimerer av PNA kan klones i vektoren slik at det for hvert
mol vektor frigjeres flere mol PNA ved kutting av vektoren i
et restriksjonsfragment som flankerer PNA-sekvensen. Etter
syntese eller rekombinant fremstilling renses PNA ved frem-
gangsmater velkjente innen faget, f.eks. gelelektroforese
eller heytrykksvaeskekromatografi (HPLC). Dersom PNA frem-
stilles som en dupleks, atskilles PNA-tradene fgr de anvendes
i en hybridiseringsanalyse for pavisning av mdlnukleinsyre-
sekvenser, enten ved oppvarming eller ved andre fremgangsmater
kjent innen faget.

De spesifikke basesekvenser i PNA utvelges ut fra
sekvensen som skal pavises i en TNA, med det forbehold at PNA
ifelge foreliggende oppfinnelse inneholder en 1/2 TBR-sekvens
som ved hybridisering med PNA og TNA danner et TBR. Da det er
et praktisk talt'ubegrenset antall slike sekvenser kjent innen
faget, er valget av PNA-sekvens apent for seleksjon av den
erfarne forsker for enhver gitt anvendelse. Sekvensen av HIV-
LTR. er én slik sekvens som ved hybridisering med en PNA som
koder deler av LTR med TNA som koder HIV-LTR, danner TBR som
kan binde de DNA-bindende proteiner NF-kB eller SP1.

I tillegg til sekvenser som vil danne et TBR ved
hybridisering, kan PNA ogsa inneholde et 1/2 BBR. Denne
sekvens vil ved hybridisering med en forsterkernukleinsyre,
BNA, danne et BBR som kan binde en BBA. BBA er fortrinnsvis et
DNA-bindende protein med hey affinitet for BBR-sekvensen.

I dette spesielle eksempel utferes hybridisering
mellom en PNA med et 1/2 TBR, SEKV.ID NR. 4, og ved den 3'
ende av denne sekvens, en 1/2 BBR-sekvens vist som SEKV.ID NR.
35. PNA som inneholder disse sekvenser, benyttes enten uten
merking, eller merkes med én radioaktiv isotop som P32, §3°
eller en tilsvarende isotop, ifelge fremgangsmater kjent innen
faget. Alternativt kobles PNA til en kule med diameter mellom
0,01 og 10 pm, som kan vere farget for lett visuell pavisning.
Denne merking danner OSA som beskrevet i beskrivelsen. Denne
probe hybridiserer med HIV-LTR-sekvenser slik at det dannes et
TBR som binder NF-kB. I tillegg hybridiserer PNA med BNA som
besitter et komplement®rt 1/2 BBR slik at det dannes en

venstre operator fra bakteriofag lambda som binder enten cro
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eller lambda-repressorproteiner.

Pa tilsvarende mate som beskrevet ovenfor, benyttes
PNA hvori 1/2 TBR er enhver av SEKV.ID NR. 5 eller SEKV.ID NR.
7-34, og et 1/2 BBR, f.eks. SEKV.ID NR. 35 eller SEKV.ID NR.
36, foreligger enten ved den 3' eller 5' ende av 1/2 TBR.

Eksempel 2 - Fremstilling og merking av BNA

P4 tilsvarende mate som beskrevet i eksempel 1 for
fremstilling og merking av PNA, fremstilles og merkes BNA
ifelge fremgangsmater kjent innen faget. Som beskrevet i US
patentskrift nr. 4 556 643, som inkorporeres heri ved refer-
anse (se sarlig eksempel 1), kan nukleinsyresekvenser som
koder for gitte nukleinsyrebindende sekvenser, masseproduseres
ved kloning i en replikerbar vektor. Videre kan, pa tilsvar-
ende madte som i nevnte patents beskrivelse, 1/2 TBR- og
1/2 BBR-sekvensene fremstilles kolineart pad denne miate, imid-
lertid med den forskjell at ifelge foreliggende oppfinnelse
danner 1/2 TBR-sekvensen selv et gjenkjenningssete for en nuk-
leinsyrebindende bestanddel, og 1/2 BBR i tillegg til a danne
et gjenkjenningssete for en nukleinsyrebindende bestanddel,
ogsa tilveiebringer et middel for amplifisering av signalet
som dannes ved binding av 1/2 TBR til komplementare sekvenser
i TNA, ved at polymerisering av BNA til den TNA-bundne PNA
tilveiebringes. For & muliggjere dette tilveiebringes en sek-
vens, f.eks. SEKV.ID NR. 35, som koder for venstre operator
fra bakteriofag lambda, med ytterligere sekvenser slik at en
overhengssekvens dannes 1 én eller begge ender av BNA ved
hybridisering med PNA.

Som et spesifikt eksempel tilveiebringes vektoriell
polymerisering av BNA til TNA av SEKV.ID NR. 40-43. I dette
eksempel koder SEKV.ID NR. 40 for to 1/2 TBR som vil hybridi-
sere med to 1/2 TBR i en TNA slik at to NF-kB-bindingsseter
dannes, samtidig som et 1/2 BBR for bakteriofag lambdas
venstre operator tilveiebringes, som i tillegg termineres i
den 3' ende med gjenkjenningssetet for restriksjonsenzymet
PstI. Tilsetning av BNA, SEKV.ID NR. 41, med 1/2 BBR komple-
mentart til 1/2 BBR i PNA, SEKV.ID NR. 40, fullstendiggjer BBR
samtidig som PstI-gjenkjenningssetet kompletteres, og et fire
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basers overheng gjenstdr for hybridisering med ytterligere
BNA. Felgelig tilsettes SEKV.ID NR. 42 som har en fire base-
pars sekvens i sin 3' ende som er komplementer til det over-
heng pd fire baser som gjenstar etter hybridisering mellom
SEKV.ID NR. 40 og 41. I tillegg tilveiebringes SEKV.ID NR. 42
med en fem basers sekvens i sin 5' ende som danner del av et
BamHI-gjenkjenningssete. Den voksende BNA-polymer utvides
videre ved tilsetning av BNA SEKV.ID NR. 43, som er komplemen-
ter til SEKV.ID NR. 42, og som fullstendiggjer BBR samtidig
som BamHI-gjenkjenningssetet kompletteres og et fire basers
overheng etterlates som kan hybridiseres videre med BNA med
komplementere sekvenser. Pa denne mate kan BNA hybridiseres
omfattende slik at signalet fra en enkel PNA-TNA-hybridiser-
ingsbegivenhet forsterkes kraftig.

Som for PNA beskrevet i eksempel 1, kan BNA benyttes
i umerket form, eller de kan merkes ifglge fremgangsmater
kjent innen faget og beskrevet i eksempel 1. Det vil ogsd for-
stads at istedenfor & fremstille BNA-polymeren ved sekvensiell
tilsetning av BNA til PNA-TNA-komplekset kan BNA-polymeren
dannes pd forhand og tilsettes direkte til PNA-TNA-komplekset.
En enkel fremgangsmite for forhandsdannelse av en slik BNA-
polymer omfatter rekombinant fremstilling av en vektor i
hvilken BNA-multimerer tilveiebringes med et unikt restrik-
sjonssete i hver ende av polymeren. Denne BNA-polymer som
inneholder flere BBR, kuttes ut av vektoren og hybridiseres
til et enkelttradet 1/2 BBR som gjenstar i PNA etter hybridis-
ering av PNA og TNA. Dette oppnds ved & tilveiebringe en
enkelttrddet sekvens i PNA som er komplementar til et overheng
dannet i BNA-polymeren nadr den kuttes ut fra produksjonsvek-
toren.

Eksempel 3 - Fremstilling av HNA og anvendelse av disse for &

terminere BNA-polymerisering

HNA ifeglge foreliggende oppfinnelse fremstilles
ifelge fremgangsmater kjent innen faget for polynukleotidfrem-
stilling, som beskrevet i eksemplene 1 og 2 for PNA, hhv. BNA.
Ved fremstilling av HNA er imidlertid HNA-sekvensen spesifikt
utformet slik at en vesentlig del av HNA danner et selvkomple-
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mentart palindrom slik at en hdrnal dannes, samtidig som til-
strekkelig mange baser forblir i enkelttrddet form til at
hybridisering med enkelttradede sekvenser i den voksende DNA-
kjede muliggjsres, som beskrevet i eksempel 2.

I dette eksempel tilveiebringes en HNA med SEKV.ID
NR. 44 for & terminere forlengelsen av BNA til PNA i eksempel
2 etter tilsetning av BNA, SEKV.ID NR. 43. Dette oppnds da
SEKV.ID NR. 44 samtidig som den har en palindromsekvens som
danner en stabil harnal, ogsa har en sekvens i den 5' ende av
HNA som fullstendiggjer BamHI-sekvensen som dannes ved hybri-
disering mellom SEKV.ID NR. 42 og SEKV.ID NR. 43. Naturligvis
er terminering av polymeren etter tilsetning av kun 3 BNA kun
gjort for & forenkle denne demonstrasjon av oppfinnelsen. Som
beskrevet ovenfor, kan denne polymerisering fortsette praktisk
talt ubegrenset for amplifisering av signalet fra PNA-TNA-
hybridiseringsbegivenheten. Nar fgrst HNA hybridiserer til den
voksende BNA-kjede, termineres polymeren, og ingen ytterligere

forlengelse av polymeren er mulig.

Eksempel 4 - Fremstilling av TBA og BBA, merking og immobilis-

ering av disse
TBA og BBA som kan benyttes ifelge foreliggende opp-

finnelse, omfatter enhver forbindelse som spesifikt kan bindes
til TBR og BBR dannet ved hybridisering av PNA, TNA og BNA.
Anvendelse av DNA-bindende proteiner er ett eksempel pa slike
forbindelser. '

I dette eksempel er TBA dimeren av den DNA-bindende
del av p50, og BBA er cro-proteinet fra lambda. Disse pro-
teiner kan fremstilles ifelge fremgangsmater kjent innen
faget. Genene for begge disse proteiner er klonet. Disse pro-
teiner er felgelig fremstilt ved rekombinante midler og renset
ifglge fremgangsmédter kjent innen faget. Videre er begge pro-
teiner merket, enten med en radioaktiv isotop, f.eks. radioak-
tivt jod, eller med et enzym, f.eks. beta-galaktosidase eller
peroksidase fra pepperrot, eller med et fluorescerende farge-
stoff, f.eks. fluorescein eller rhodamin, ifwlge fremgangs-
médter velkjente innen faget. I tillegg kan én eller begge av
TBA og BBA vere immobilisert til en fast overflate, f.eks.
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overflaten i en mikrotiterplate eller overflaten av en kule,
f.eks. en farget kule med diameter mellom 0,01 og 10 um. Merk-
ingen pa TBA og BBA kan vere lik eller forskjellig.

I dette eksempel merkes TBA som inneholder det dimere
p50-DNA-bindende domene med rhodamin, mens BBA, cro, er merket
med fluorescein. Etter hybridisering mellom PNA, TNA, BNA og
HNA som beskrevet i foreliggende patentbeskrivelse og de fore-
gadende og pafelgende eksempler, settes de eventuelt dannede
nukleinsyrehybrider i forbindelse med et overskudd av merket
TBA og cro. Fluorescensmerkingen mdles ifwslge kjente frem-
gangsmater, og pavisning av begge signaler viser narver av
1/2 TBR-sekvenser i TNA. Forskjellen mellom signalet gitt av
fluorescensen av NF-kB og av cro er et mal pa i hvilken grad
polymerisering av BNA til PNA-TBA-hybridet har fert til for-
sterkning av signalet. Amplifisering fra én til over ett tusen
ganger omfattes av fremgangsmaten ifelge foreliggende oppfin-
nelse.

Eksempel 5 -~ Hybridisering av to PNA med en TNA og diskrimin-

ering mellom en TNA og en CNA
De anvendte PNA, PNAl, SEKV.ID NR. 40 og PNA2,
SEKV.ID NR. 45, benyttes i tilnarmet 10 ganger molart over-

skudd over konsentrasjonen av TNA i en analyseprgve. I dette
eksempel benyttes en isolert dupleks-HIV-LTR, hvori én trad
har sekvensen SEKV.ID NR. 37, vist i figur 7, og den andre
trdd er komplementar til sekvensen vist i figur 7, som TNA. I
dette eksempel benyttes ogsa en isolert dupleks-CNA hvor én
trad har samme sekvens som SEKV.ID NR. 37, bortsett fra at det
i det feorste NF-kB-bindingssete vist i figur 7, midt i bind-
ingssetet, posisjon 1 i figur 7, er en "A" istedenfor en "T",
slik at den komplementare trdd til denne vil gi uparede base-
par ved hybridisering med SEKV.ID NR. 40-PNA i denne posisjon.
SEKV.ID NR. 40 og SEKV.ID NR. 45 tilsettes til hver
sin reaksjon hvor den ferste inneholder den ovenfor beskrevne
TNA og den andre den ovenfor beskrevne CNA. Pregvene lgses i en
passende hybridiseringbuffer, f.eks. 10 mM Tris (pH 7,5), 1 mM
EDTA. Prevene oppvarmes til tilnarmet 90 °C i tilnarmet 5 min-
utter for a atskille trddene i de foreliggende dupleks-TNA og
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-CNA, hvoretter prevene avkjeles slik at trdder fra PNA, TNA
og CNA kan hybridisere.

Etter et tidsrom som gir fullstendig hybridisering,
og som kan bestemmes ifelge kjente fremgangsmdter, f.eks. ved
ad beregne tl/2 basert pa basesammensetning og annealerings-
temperatur ifglge kjente fremgangsmiter, polymeriseres PNA med
SEKV.ID NR. 40 ved tilsetning av BNA som i eksempel 2, og
PNAZ2-proben med SEKV.ID NR. 45 polymeriseres med BNA med -ut-
gangspunkt i overhenget i Sphl-gjenkjenningssetet. Etter til-
setning av BNA og en kort hybridiseringsperiode tilsettes
prevene hver for seg til kuler belagt med kovalent immobilis-
ert NF-kB, og NF-kB tillates & binde til eventuelt dannede TBR
i TNA- og CNA—ptzvene. Etter tilnermet 15 minutters binding
vaskes prevene to ganger med tilnermet tre volumer av en egnet
vaskebuffer, f.eks. 10 mM Tris, pH 7,5, 100 mM NaCl, eller en
annen buffer som pa forhdnd er vist ikke & interferere med
bindingsaktiviteten til NF-kB eller CI-repressorprotein fra
bakteriofag lambda. Etter hver vask fdr kulene synke til bunns
ved hjelp av tyngdekraften eller ved en kort sentrifugering.
Dette fjerner nukleinsyrer som ikke har et perfekt NF-kB-bin-
dingssete dannet ved hybridisering mellom PNAl- og TNA-sekven-
sene.

Etter siste vask tilsettes CI-repressorprotein fra
bakteriofag lambda, merket med en radiocaktiv isotop, £f.eks.
radioaktivt jod, eller med et enzym, f.eks. peroksidase fra
pepperrot, med fargede kuler eller med en fluorescensmerking
til hver preove. Provene vaskes sd flere ganger (tilnermet tre)
med flere volumer (tilnermet to) av en passende vaskebuffer,
f.eks. 10 mM Tris, pH 7,5, 100 mM NaCl, eller en annen buffer
som pa forhdnd er vist ikke & interferere med bindingsaktivi-
teten til NF-kB eller CI-repressorprotein fra bakteriofag
lambda. Etter hver vask fdr kulene synke til bunns ved hjelp
av tyngdekraften eller ved en kort sentrifugering. Etter siste
vask kvantiteres bundet merking ved & pavise bundet radioak-
tivitet, frigjort farge i en enzymanalyse, farge av bundne
kuler eller fluorescensdeteksjon. Alternativt kan et anti-CI-
antistoff tilsettes, og en vanlig "sandwich" enzymkoblet im~

munoanalyse eller radioimmunocanalyse utferes for a pavise bun-
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det repressor. Som negativ kontroll (bakgrunn) utferes i til-
legg alle manipulasjonene ovenfor parallelt med en preve hvor
det benyttes kuler som ikke tar immobilisert NF-kB.

Som et resultat av analysen ovenfor, har kontroll-
preven og den CNA-holdige preve lave signaler med tilsvarende
styrke, mens den TNA-holdige preve har et signal som ligger
godt over bakgrunnssignalet.

Eksempel 6 - Et analysesett for pavisning av HIV
A. Settets innhold:

1. Mikrotiterplate.

2. En legsning med 1 mg/ml av rekombinant fremstilt
NF-kB i tris-bufret saltvann.

3. Regr som inneholder enkelttradede HIV-PNA (en

blanding av oligonukleotider som koder for to
1/2 NF-kB-bindingsseter, dvs. en blanding av
SEKV.ID NR. 7 og 8).

4. Rer som inneholder enkelttradet, humant, genom-
isk PNA, SEKV.ID NR. 1.
Rer med nuklease (PstI).
Rer med protease.
Rer som inneholder prepolymerisert BNA,
100 repeterte enheter med bakteriofag lambda Oy
terminert med en HNA, men med frie 1/2 BBR til-
gjengelige for binding til PNA-TNA-hybrider.

8. Rer med cro konjugert med peroksidase fra pep-
perrot (hrp).

o. Rer med farget hrp-substrat.

10. Tris-bufret saltvann, 100 ml.

11. Sneppert.

12. Reaksjonsrer A, B og C, som alle inneholder
250 pl destillert vann.

13. Dréapeteller.

B. Analysefremgangsmate:

(a) Mikrotiterplaten (gjenstand 1) belegges med los-
ningen av rekombinant fremstilt NF-kB (gjenstand
2) ved en konsentrasjon pd 1 mg/ml i tris-bufret
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saltvann over natten ved 4 °C under omvipping.
Tre bloddraper fra analysepersonen erholdes ved
et stikk i fingeren med snepperten (gjenstand
11), og en bloddrape fordeles i hvert av reak-
sjonsrerene A, B og C (gjenstand 12).

En drdpe proteaselssning (reagens 6) tilsettes
til hvert rer med drapetelleren (gjenstand 12),
rpret omristes og inkuberes i 5 minutter.

En drdpe nuklease (gjenstand 5) tilsettes til
hvert av rerene A-C med drapetelleren, og rerene
omristes og inkuberes i 10 minutter.

En drape av gjenstand 3 tilsettes til reor A
(analysepreve), én drape av gjenstand 4 tilset-
tes til rer B (positiv kontroll), og én drape
saltvann (gjenstand 12) tilsettes til rer C som
en negativ kontroll. Rerene oppvarmes til 50 °C
i varmt vann og far sa avkjeles til romtempera-
tur over et tidsrom pd 1 time.

Mens hybridiseringen foregar i trinn (d) fjernes
overskudd av protein fra mikrotiterplatens over-
flate, fra trinn (a), og platen vaskes med tris-
bufret saltvann (rer 10).

Innholdet i rerene A-C fra trinn (e) overfores
til tre brenner i mikrotiterplaten og inkuberes
i 1 time pa et vippebrett.

Mikrotiterbrennene som inneholder materialet fra
rgrene A-C, vaskes med tris-bufret saltvann og
temmes.

En drdpe av gjenstand 7 tilsettes til hver brenn
og far hybridisere med eventuelle 1/2
BBR-seter bundet til pléten i 1 time, fulgt av
tre gangers vask med tris-bufret saltvann.

En dradpe av gjenstand 8 tilsettes til hver
brenn, og cro fir binde seg til eventuelle
bundne BNA i 10 minutter, fulgt av fem gangers
vask med 1 ml tris-bufret saltvann.

En dr3pe hrp-substrat tilsettes hver brenn, og
fargeutviklingen far forlepe.
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C. Resultater:
Dersom brenn A og B begge viser fargeutvikling, mens

brenn C ikke gjer det, er analysen gyldig, og pasienten er
HIV-infisert. Dersom kun brenn A viser fargeutvikling eller
dersom brenn C viser fargeutvikling, er analysen blitt utfert
pa ukorrekt madte og er ikke gyldig. Dersom bregnnene A og C
ikke viser fargeutvikling mens brenn B gjer det, er analysen

gyldig, og individet er ikke HIV-infisert.

Eksempel 7 - Fremstilling av forskjellige nye TBA

Nye TBA for anvendelse ifwlge foreliggende oppfinn-
else fremstilles som fglger:

(a) NFkB/NF-kB (HIV-Detect I). En nukleinsyre som
koder for en av sekvensene i SEKV.ID NR. 63-71 eller et til-
svarende NF-kB-DNA-bindende protein, fusjoneres med bibehold

av leserammen til en nukleotidsekvens som koder for en ansam-
lingssekvens, f.eks. cro, slik at NF-kB-DNA-gjenkjenningssek-
vensen kodes aminoterminalt eller karboksyterminalt for cro-
sekvensen. Om gnskelig, kan en koblingssekvens plasseres mel-
lom NF-kB-sekvensen og cro-sekvensen. I den andre ende av cro
kan, om enskelig, en kjernelokaliseringssignalsekvens, f.eks.
SEKV.ID NR. 72, plasseres. Videre kan, om enskelig, asymmetri-
sekvenser plasseres ved den ende av cro som ikke benyttes av
NF-kB-gjenkjenningssekvensen. Eksempler pa komplette TBA er

vist nedenfor.

(b) NF-kB/SP1 (HIV-Detect II). Pa tilsvarende mate

som beskrevet i (a) ovenfor, frembringes en rekombinant, kod-

ende sekvens som koder for et NF-kB-gjenkjenningsdomene. I et
annet konstrukt inngar, istedenfor SEKV.ID NR. 63-72, den kod-
ende sekvens for den DNA-gjenkjennende del av SPl. En slik
sekvens bgr kode for hele SEKV.ID NR. 73 som er den del av
transkripsjonsfaktoren SP1l som viser DNA-binding (se Kadonaga
et al. [1987], Cell 51:1079-1090), eller en funksjonell del av
denne. Den NF-kB-kodende vektor og den SPl-kodende vektor ko-

transfekteres sa inn i et egnet ekspresjonssystem av slike som
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er velkjente innen faget. En monomer NF-kB-gjenkjenningsenhet
tilsettes for & fullstendiggjsre NF-kB-gjenkjenningsdimeren
etter ansamling av SPl- og NF-kB-gjenkjenningsenhetene via
ledersekvensen. Asymmetrisekvensene hindrer dannelse av NF-kB-
dimerer og SPl-dimerer og styrer i stedet dannelsen av NFkB-
SPl-heterodimerer (dvs. HIV-Detect II) som sa isoleres fra
ekspresjonssystemet (pattedyrceller eller bakterieceller) ved

kjente fremgangsmater.

(c) SP1/SP1-TBA (HIV-Detect III). Som beskrevet i (b)
ovenfor, fremstilles et SPl-kodende TBA-konstrukt. Imidlertid

transfekteres kun dette konstrukt inn i ekspresjonssystemet,

og asymmetrisekvenser som tillater dannelse av SP1-SPl-

dimerer, inkluderes.

{d) SP1-TATA (HIV-Detect IV). Som beskrevet i (b)
ovenfor, fremstilles en SPl-kodende TBA-rekombinant. I tillegg
fremstilles en rekombinant som koder for en TBA med bindings-

sekvensen SEKV.ID NR. 74, eller en tilsvarende sekvens som
koder for en TATA-gjenkjenningsenhet, med asymmetrisekvenser
som er komplementare til dem som inngar i det SP1-TBA-kodende
konstrukt. Disse konstrukter kotransfekteres, og hetero-
dimerene isoleres ved gjengse fremgangsmater, heriblant affi-
nitetsrensing pd en DNA-kolonne med passende SP1-TATA-malbin-

dingsomrdder.

(e) SP1-E2 (HPV-Detect I). Et SPl-kodende konstrukt
fremstilles som i (b) ovenfor. Et E2-TBA-kodende konstrukt
fremstilles ved & benytte en sekvens som koder for enhver av
sekvensene i SEKV.ID NR. 75-84 og 94-98, som er DNA-gjenkjen-
ningsenheter fra E2 fra papillomavirus (se Hegde et al.
[1992], Nature 359:505-512) eller tilsvarende gjenkjennings-

enheter, og kotransformeres eller kotransfekteres sammen med
det SP1-TBA-kodende konstrukt. Monomer E2-gjenkjenningsenhet
tilsettes til den komplette E2-gjenkjenningsdimer etter aﬁsam—
ling av E2-SPl-gjenkjenningsenheten via ledersekvensen.
Heterodimeren HPV-Detect I isoleres ifelge kjente fremgangs-

mater.
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{(f) E2-E2 (HPV-Detect II). Som beskrevet ovenfor i
(e}, fremstilles et E2-TBA-kodende konstrukt, bortsett fra at

asymmetrisekvenser som tillater dannelse av E2-dimerer, inklu-

deres. De uttrykte dimerer isoleres s& ved kjente fremgangs-
mater, heriblant affinitet for et dimert E2-bindingssete i en
DNA-affinitetskolonne. '

(g) E2-TATA (HPV-Detect III). Som beskrevet ovenfor i
(e) og (d), fremstilles E2- hhv. TATA-bindende TBA, bortsett
fra at asymmetrisekvenser som fremmer dannelse av hetero-

dimerer snarere enn homodimerer, inkluderes. Disse konstrukter

ko-uttrykkes sa, og heterodimerene isoleres.

{h) TATA-TATA (HPV-Detect IV). Som beskrevet ovenfor
i (a) og (d), fremstilles et TATA-bindende, TBA-kodende kon-

" strukt som inneholder asymmetrisekvenser som fremmer dannelse

av denne homodimer, og homodimeren isoleres.

(i) Andre TBA. Som beskrevet ovenfor for HIV- og HPV-
TBA, kan TBA for ethvert gitt patogen eller enhver sykdomstil-

stand fremstilles ved & identifisere spesifikke' DNA-bindende
proteiner og utforme et ekspresjonskonstrukt som benytter
egnede koblingssekvenser, ansamlingssekvenser og asymmetrisek-

venser.

Eksempel 8

P4 tilsvarende mi&te som i analysen beskrevet i eksem-
pel 5, fremstilles en mer krevende analyse ved & benytte det
dimere NF-kB-SPl-bindende protein fremstilt ifslge eksempel 6.
Fozlgelig kan probene vist i figur 7 og benyttet i eksempel 5,
forlenges slik at interprobeavstanden reduseres, hvorved flek-
sibiliteten til DNA i TNA reduseres.

Eksempel 9 - Fremstilling av "hgyere ordens" TBA

Ved passende bruk av asymmetrisekvenser fremstilles
TBA som er dimerer, trimerer, tetramerer, pentamerer eller

heksamerer av gitte DNA-gjenkjenningsenheter. Pa denne mate



10

20

25

30

35

72

fremstilles en heksamer TBA ved & lage et fgrste dimert NF-kB-
p50-TBA ved & benytte asymmetrisekvenser som fremmer dimerdan-
nelse. I tillegg tillater asymmetrisekvensene tetramerisering
av p50-dimeren med en SP1-SPl-dimer. Endelig styrer ytter-
ligere asymmetrisekvenser dannelsen av en heksamer med en
dimer som inneholder kjernelokaliseringssekvenser. Dette opp-
nas ved f.eks. a innfere asymmetrisekvenser fra insulin, som
naturlig danner heksamerer. Denne heksamerdannelse styres av
sekvensene SEKV.ID NR. 85 (A) og 86 (B), 87 (A) og 88 (B), 89
(A) og 90 (B), og 91 (A) og 92 (B) (se figurene 13 og 14).

Grunnet den ekstremt heye affinitet for HIV-LTR som
kan oppnds ved & benytte en multimer TBA, betegnes forbindel-
sene som har denne struktur og som kan benyttes for dette for-
mal her, som "HIV-Lock".

En optimal "HIV-Lock" defineres ved "footprinting"
(ifelge fremgangsmater velkjente innen faget) av TBA bundet
til TBR i HIV-LTR for & bekrefte at bindingsaffiniteten til
hvert DNA-bindende protein som deltar i dannelsen av det mul-
timere TBA-kompleks, er redusert relativt til affiniteten for
den naturlige mdlsekvens (dvs. CNA) fra hvilken den DNA-bin-
dende gjenkjenningsenhet i TBA er avledet. Ethvert samtidig
tap av bindingsaffinitet for HIV-TBR blir mer enn kompensert
for ved dannelse av multimeren som beskrevet nedenfor.

Det kan vare konkurranse mellom binding av hver TBA-
bestanddel til sitt TBR og ansamling via asymmetrisekvenser
for dannelse av multimeren. Denne konkurranse reduseres ved a
justere koblingssekvensene mellom leder- og asymmetrisekven-
sene i hver TBA-bestanddel slik at disse konkurrerende be-
givenheter ikke lenger er koblet. Den resulterende reduksjon i
diffusjonsmuligheter (effektiv konsentrasjonsgkning) for asym-
metri- og ansamlingsbestanddelene i TBA ferer til effektiv
dannelse av det multimere kompleks.

Basert pa "footprinting" justeres lengder og sammen-
setning av koblingssekvensene slik at det oppnds optimal skil-
leevne mellom mal-HIV-sekvenser og naturlige sekvenser. Pa
denne mate vil det multimere kompleks, selv om hver TBA-be-
standdel vil ha lav affinitet for CNA og TBR-sekvenser, ha en
ekstremt hey affinitet for det nd utvidede TBR som gjenkjennes
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av det multimere kompleks (kvadratet av affiniteten til hvert

TBR som gjenkjennes av hver TBA-bestanddel i det multimere

TBA), samtidig som affiniteten for CNA er lav. Pa samme mate

fremstilles andre multimere TBA-komplekser enn "HIV-Lock".

TBA som kan dannes pad denne mdte, omfatter felgende

sekvenser som ansamles enten ved sammenkobling av protein-

subenhetene eller av nukleinsyresekvensene som koder for disse

subenheter, som felger:

Sett Koblingssekvenser fra gruppene
A I+ I + III

B IV + V + III

C IV + III

hvori gruppene I-V bestdr av sekvenser valgt fra:

Gruppe Valgt blant sekvensene

I Enhver av SEKV.ID NR. 85-92.

II Met Ser, koblet til enhver av SEKV.ID NR. 104-
106, som alle er koblet til SEKV.ID NR. 99.

ITISEKV.ID NR. 100 koblet til enhver av SEKV.ID NR.
75-84 eller 94-98, SEKV.ID NR. 101 koblet
til enhver av SEKV.ID NR. 74 eller SEKV.ID
NR. 93, eller SEKV.ID NR. 102 koblet til
enhver av SEKV.ID NR. 74 eller SEKV.ID NR.
93, eller enhver av SEKV.ID NR. 72, 103, 73

eller 63-71.
IVEnhver av SEKV.ID NR. 104-106.
\Y SEKV.ID NR. 99.

Spesifikke eksempler pd slike TBA er SEKV.ID NR. 109-

116, sammensatt som felger:

Sett SEKV.ID NR. Koblede SEKV.ID NR.

A 109 85 + Met Ser + 104 + 99 + 100 + 94
A 110 85 + Met Ser + 104 + 99 + 72

A 111 86 + Met Ser + 105 + 99 + 102 + 74
A 112 86 + Met Ser + 106 + 99 + 73
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A 113 89 + Met Ser + 106 + 99 + 63
C 114 106 + 64

C 115 105 + 64

B 116 106 + 99 + 73

P4 denne mate og ved & velge mellom passende asymme-
trisekvenser, ansamlingssekvenser og DNA-gjenkjenningsenheter,
kan mange forskjellige TBA utformes. Videre vil sett av disse,
f.eks. SEKV.ID NR. 114 og 115, assosiere med hverandre, mens
dimerer av SEKV.ID NR. 114 eller 115 ikke vil dannes grunnet
ladningsfrastetning i de muterte ansamlingssekvenser (SEKV.ID
NR. 104 er cro, SEKV.ID NR. 105 er et nytt, mutert, negativt
ladet cro, og SEKV.ID NR. 106 er et nytt, mutert, positivt
ladet cro).

Naturligvis kan en gjennomsnittsfagmann med utgangs-
punkt i aminosyresekvensen til disse TBA fremstille rekombin-
ante nukleinsyrekloner som koder for disse, og slike rekombin-
ante kloner danner naturligvis en integrert del av foreligg-

ende oppfinnelse.

Eksempel 10 - HIV-analyse ved & benytte "HIV-Lock"

Pa tilsvarende mdte som den benyttet i eksempel 6,
benyttes "HIV-Lock" fremstilt ifslge eksempel 9, som TBA,
reagens 2, med tilsvarende resultat.

Eksempel 11 - HIV-analyse med "HIV-Lock" ved analyse av donert
blod

Ndr mengden av blod som skal analyseres ikke er be-
grensende, f.eks. ved analyse for HIV-kontaminering av donerte
blodprever, benyttes analyser som tilsvarer den i eksempel 6,
bortsett fra at for hvert av rerene A-C sentrifugeres til-
nermet 5 ml blod i en bordsentrifuge. Mengden av andre rea-

genser oppskaleres etter behov for a handtere den stgrre

mengde TNA som foreligger i preven.

Eksempel 12 - "HIV-Lock" som et terapeutisk anti-HIV-middel
"HIV-Lock" fremstilt ifelge eksempel 9, utformes som

en 1 mg/ml lesning i liposomer og injiseres intravensst i en
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pasient som er analysert og hvor HIV-infeksjon er bekreftet.
En dose pd tilnezrmet 0,1 mg til 100 mg "HIV-Lock"/kg kropps-
masse infiseres over et tidsrom pa 24 timer, og konsentra-
sjonen av HIV-p24 i pasientens serum fglges. Behandlingen
gjentas etter behov, f.eks. nar mengden p24 i serum forhgyes.

Eksempel 13 - Benyttelse av et HIV-TBA-konstrukt som terapeut-
isk middel
En rekombinant retroviral eller tilsvarende vektor

benyttes for a3 innfere et konstrukt som koder for en HIV-LTR-
bindende TBA i en infisert pasient. Vektoren koder for en
ledersekvens, f.eks. cro, og sekvenser som koder for DNA-bin-
dende deler av p50. Samme vektor koder ogsd for en ledersek-
vens pd hvilken en SP1-TBA kan foldes. Asymmetrisekvenser til-
veiebringes slik at det ved koekspresjon av p50-TBA og SP1-TBA
i en enkelt HIV-infisert celle in vivo skjer en umiddelbar
assosiering mellom disse TBA, samtidig som enhver assosiering
mellom den DNA-bindende del av p50 og endogene p50- eller p65-
monomerer forhindres. NLS-sekvenser tilveiebringes ogsa i TBA
slik at TBA ved dimerdannelse umiddelbart forflyttes til cel-
lekjernen og bindes spesifikt til integrerte HIV-sekvenser
slik at transkripsjon fra dette locus forhindres.

For dette formdl er det @nskelig & velge sekvenser
som koder for DNA-bindende domener slik at de uttrykte mono-
merer ansamles i en TBA som ikke bindes til naturlige, humane
sekvenser. Saledes er det kun ved binding av TBA-bestanddelene
til deres malsekvenser at assosiering mellom alle TBA-bestand-
deler foregar slik at det dannes et kompleks som bindes tett
og spesifikt til HIV-LTR.

Eksempel 14 - Diagnostisk analysesett for humant papilloma-

virus

Denne diagnosefremgangsmdte for humant papillomavirus
utnytter den kjente forskjell mellom godartet og karsinogent
HPV for tilveiebringelse av en analyse som viser hvor utsatt
en pasient er for malign cellevekst. Papillomavirus er en
gruppe med smd DNA-virus forbundet med godartede, skvamgse

epitelcelletumorer hos hgyere vertebrater. Minst 27 atskilte,
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humane papiilomavirustyper (HPV) er funnet, hvorav mange er
forbundet med spesifikke, kliniske skader. Fire av disse, HPV-
6, HPV-11, HPV-16, HPV-18 og HPV-33, er forbundet med humane
genitalialesjoner. Generelt finnes HPV-6- og HPV-11-DNA for-
bundet med godartede lesjoner i genitalia. HPV-16, HPV-18 og
HPV-33 finnes ogsa forbundet med premaligne og maligne
lesjoner og transkriberes i de fleste cellelinjer som er etab-
lert fra cervixcarcinomer. HPV-16, HPV-18 og HPV-33 er sann-
synligvis bare to medlemmer av et stort sett HPV-DNA som er
forbundet med maligne, humane cervixcarcinomer.

Dyremodeller har vist at godartede papillomavirus-
lesjoner kan utvikles til maligne lesjoner i narver av et ko-
carcinogen. HPV-DNA er pavist i metastaser fra cervixcarcin-
omer. I maligne cervixlesjoner er HPV-DNA vanligvis integrert
i det humane genom, men ekstrakromosomalt HPV-DNA kan ogsé
foreligge. Integrering av HPV for dannelse av proviruset forer
vanligvis til oppbrytning av den apne leseramme (ORF) for det
virale E2. Trass i oppbrytning av E2-ORF har undersgkelse av
cellelinjer fra flere cervixcarcinomer vist transkripsjonelt
aktivt og integrert HPV-16 og HPV-18. Ved undersekelse av HPV-
l16-genomer som foreligger i de humane cervixcarcinomcelle-
linjer SiHa og CaSki, finnes forskjeller i integreringen av
HPV-16. I SiHa-linjen foregikk den enkle HPV-1l6-genomintegrer-
ing ved basene 3132 og 3384, slik at El- og E2-ORF ble opp-
brutt med en delesjon pd 0,3 kb. Ytterligere en delesjon pa
50 basepar i HPV-16-DNA fgrte til fusjon av ORF for E2 og E4.
Den 5' del av HPV-16-DNA som bestdr av den oppbrutte E2-ORF,
er ligert til kontinuerlige, humane, hgyreflankerende sek-
venser. I tillegg kan en enkel, innsatt guaninrest pavises ved
nukleotid 1138 midt i E1-ORF. Denne baseparaddering ferer til
fusjon mellom Ela- og Elb-ORF slik at en enkel E1-ORF dannes.

Det komplette HPV-lG-génom er tilgjengelig i GenBank
med aksesjonsbetegnelse K02718, det fullstendige HPV-33-genom
er tilgjengelig i GenBank med aksesjonsbetegnelse M12732, og
det fullstendige HPV-18-genom er tilgjengelig i GenBank med
aksesjonsbetegnelse X05015.

I en forelegpig underswkelse pavises HPV-infeksjon i

en gitt cervixbiopsipreve ved en enkel "ja/nei"-type analyse
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ved f.eks. a benytte nocen eller alle PNA-sekvensene i SEKV.ID
NR. 46-53 og en E2-TBA som beskrevet ovenfor (dvs. fragmenter-
ing av DNA, binding av PNA, immobilisering med TBA og pavis-
ning av signal med BNA og BBA).
Nar en biopsipreve viser seg & vare positiv for HPV,
erholdes ytterligere informasjon ndr det gjelder det maligne
potensial til HPV ved & analysere integreringsstatus for
viruset i det humane genom.
1.Fragmenter DNA i cervixbiopsipreven og hybridiser
med en blokkerende probe med SEKV.ID NR. 60.
Denne probe vil bindes til alle DNA-fragmenter
hvor fragmentet pa 0,3 kb ikke er utspleiset.

2.Tilsett PNA med sekvensen SEKV.ID NR. 61 til DNA i
biopsipreven. Denne probe vil kun bindes til
fragmenter hvor fragmentet pad 0,3 kb er delert
(blokkeringsproben vil forhindre lgkkedannelse
av de store delesjonssegmenter dersom disse
foreligger.

3.En PNA med SEKV.ID NR. 62 hybridiseres med SEKV.ID
NR. 41 slik at det dannes et BBR som vil bindes
til cro eller A CIl-repressor som en BBA, mens en
enkelttrddet del forblir tilgjengelig for
hybridisering med TATA-setet i SEKV.ID NR. 61.
Dette tilsettes slik at det dannes et TBR ved
den 5' ende av den store delesjon.

4.TBR immobiliseres med en TBA med en DNA-gjen-
kjenningsenhet fra TATA-bindende protein.

5.De bundne fragmenter pavises ved tilsetning av BNA
og BBA som beskrevet ovenfor.

Pavisning av signal i denne analyse viser at det

store fragment er delert i HPV som foreligger i TNA. Da denne

delesjon er korrelert med ondartethet, gir denne analyse inn-

syn i HPV-infeksjonens maligne potensial. Denne konklusjon kan

bekreftes ved & utfere en tilsvarende analyse basert pd dele-

sjon av fragmentet pa 52 basepar som ogsd er korrelert med

HPV-indusert ondartethet.

TBP-gjenkjenningsenheten som benyttes i TBA for denne
analyse, kan f.eks. velges fra en sekvens som SEKV.ID NR. 70
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eller SEKV.ID NR. 93.

Eksempel 15 - Rekombinant fremstilling av "HIV-Lock"
Fase én - Fremstilling av DNA for fremstilling av

"HIV-Lock". In vitro mutagenese av de kodende omrader i de
naturlig forekommende, klonede bestanddeler i "HIV-Lock" som
m3d modifiseres, utfores med et "MutaGene" fagmidsett. Den
modifiserte fremgangsmate omfatter benyttelse av et Blue-
script-plasmid som inneholder hver av de bindende bestanddeler
i “"HIV-Lock". Disse transformeres inn i kompetente celler, og
uracilholdige fagmider dyrkes. Enkelttradet DNA ekstraheres og
benyttes som templat for den mutageniserte trad. Oligonukleo-
tider som inneholder de @nskede mutasjoner, heriblant innfey-
ning av et nytt restriksjonssete, syntetiseres og behandles
med polynukleotidkinase og ATP. De kinasebehandlede oligonuk-
leotider hybridiseres til det enkelttradede templat, og en
mutagenisert trdd syntetiseres og ligeres ifglge "MutaGene"-
fremgangsmaten, bortsett fra at "Sequenase" 2.0 benyttes som
polymerase. Biblioteker gjennomsgkes ved & benytte bade g-3?p-
endemerkede nukleotider som inneholder sekvenser som er kom-
plement®re til de innfegrte mutasjoner, og ved & isolere plas-
mid-DNA og identifisere mutantene ved narver av det innferte
restriksjonssete. Mutasjonene bekreftes ogsa ved sekvensering
med et "Sequenase"-sett. "HIV-Lock"-DNA klones inn i baculo-
virusekspresjonssystemet med en polyhedronpromoter.

Fase to - Fremstilling av "HIV-Lock"-proteiner ved
hjelp av baculovirus. Sf-9-celler dyrkes til en pa forhand
bestemt tetthet (tilnarmet 1x10° celler/ml, logaritmisk vekst-
fase), infiseres med baculovirus som inneholder "HIV-Lock"-
kodende sekvens og hgstes for gjenvinning av de rekombinante
proteiner som utgjer "HIV-Lock". I den‘oppskalerte prosess
ekspanderes kulturer fra flasker til "spinner"-kulturer og
deretter til bioreaktorer. Etter infeksjon hestes cellene et-
ter 12, 24, 36 og 48 timer for proteinet. Cellenes levedyktig-
het fglges gjennom hele prosessen.

Fase tre - Rensing av "HIV-Lock"-proteinene. De hgs-
tede proteiner skilles ferst fra fast materiale ved gjennom-

stremnings-ultrasentrifugering for & lette den pafwslgende ren-
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sing. Det sentrifugerte produkt sterilfiltreres sa. Ekstrakter
sentrifugeres sa ved 40 000 rpm ved 4 °C i 30 minutter, og
porsjoner immunopresipiteres med polyklonalt antistoff fra
kanin rettet mot en av bestanddelene i "HIV-Lock". Immuno-
presipiterte proteiner analyseres sa pa en SDS-10% PAGE-gel.

Fase fire - Analyse av "HIV-Lock'"-proteiner mot HIV-
DNA. Mobilitetsskiftsanalyser utferes med en oligonukleotid-
probe som omfatter deler av den lange, terminale repetisjon
fra HIV og fragmenter som inneholder NFKB-bindende DNA forbun-
det med kappa-lettkjede og mikroglobulinregulering. Oligonuk-
leotidet hybridiseres til sin komplementzre trad og endemerkes
med g-3?p-ATP.

"Footprinting" oppnas ved a kombinere smd mengder
(1071® M) av radioaktivt merket HIV-LTR-DNA med en noe stgrre
mengde "HIV-Lock" i en buffer ved romtemperatur i 10 minutter.
Ditiotreitol tilsettes fer tilsetning av protein. Jern(II),
EDTA, hydrogenperoksid og natriumaskorbat tilsettes, og reak-
sjonsblandingen inkuberes. Et middel som stopper reaksjonen,
tilsettes, og produktene analyseres ved & benytte denaturer-
ende gelelektroforese. Dette utferes for forskjellige protein-
konsentrasjoner. Den resulterende gel synliggjeres ved a be-
nytte en "fosfoimager"-skanner, og den resulterende heyresolu-
sjons-bildefil analyseres for a beregne bindingsaffiniteten av
"HIV-Lock" overfor HIV-DNA, sammenlignet med cellulart DNA.

Flere runder med utforming og analyse kan benyttes
for & forfine bindingen av "HIV-Lock" og andre TBA til HIV og
andre organismer. Denne fremgangsmdte gjer det mulig & utforme
bindingsansamlinger slik at bindingsansamlingen ikke konkur-
rerer med villtypeprotein om enkle bindingsseter i genom-
prevene. Utvikling av TBA for andre organismer og TNA for sek-
venser i disse organismer kan utferes ved & benytte fremgangs-
maten beskrevet ovenfor. Denne fremgangsmdte er gyldig ved
fremstilling av bindingsansamlinger for alle nukleinsyre-TBR,
heriblant DNA-DNA-, DNA-RNA- og RNA-RNA-hybrider og kombina-

sjoner av disse hybrider.
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Eksempel 16 - Fremgangsmdte for identifisering av nukleinsyre-

bindende molekyler for fremstilling av TBA og BBA ifplge fore-

liggende oppfinnelse

I fremgangsmaten ifglge foreliggende oppfinnelse an-
samles mdlbindingsansamlinger og forsterkerbindingsansamlinger
ved 4 identifisere nukleinsyrebindende molekyler og sammen-
koble de nukleinsyrebindende deler av molekylene pa en slik
mite at det erholdes TBA som skiller mellom gitte malsekvenser
og selv nert beslektede sekvenser. En fremgangsmate for &
identifisere de nukleinsyrebindende molekyler omfatter felg-
ende trinn:

1. Erholdelse av en biologisk preve som inneholder mal-
nukleinsyren. Dette kan f.eks. vare en organisme
eller en ekstrakt av et vev infisert med et patogen.

2. Fragmentering av preven slik at nukleinsyrene ekspon-
eres og sterrelseskompleksiteten av nukleinsyrene i
preven reduseres.

3. A sette et forste uttak av de fragmenterte nuklein-
syrer i forbindelse med et kontrollbuffermedium, og &
sette et annet uttak av de fragmenterte nukleinsyrer
i forbindelse med kontrollbuffermediet som inneholder
en kjent profil av nukleinsyrebindende molekyler.

4, Analyse av de to porsjoner for a identifisere frag-
menter som har endret oppfersel i prgven som er satt
i kontakt med de malbindende molekyler, sammenlignet
med kontrollpreven. Dette oppnds ved endimensjonal
gelelektroforese, todimensjonal gelelektroforese,
heyytelsesvaeskekromatografi, papirkromatografi eller
ethvert annet middel som avslerer forskjellig oppfer-
sel til nukleinsyrefragmentene nar de er bundet til
et nukleinsyrebindende molekyl, sammenlignet med det
ubundne nukleinsyrefragment.

5. Identifisering og isolering av fragmenter som viser
endret oppfegrsel nar de er tilsatt det nukleinsyre-
bindende molekyl, og enten sekvenser av nukleinsyre-
fragmentet for & fastsld hvorvidt kjente motiver for
nukleinsyrebindende molekyler foreligger, eller

direkte identifisering av det nukleinsyrebindende
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molekyl som bindes til nukleinsyren. Dette kan f.eks.

oppnas ved & sette en todimensjonal matrise av nuk-

leinsyrene fraksjonert ved elektroforese, i forbin-
delse med forskjellig merkede antistoffer som bindes
til de forskjellige nukleinsyrebindende molekyler.

I denne fremgangsmate benyttes fortrinnsvis nuklein-
syremotiver for diagnostiske eller terapeutiske formdl hvor
malnukleinsyren har mer enn ett enkelt, utnyttbart mal for et
nukleinsyrebindende molekyl. Pa denne mate kan en kompleks
malbindingsansamling dannes som drar fordel av at motiver for
forskjellige nukleinsyrebindende molekyler ligger nzr hver-
andre for & gke spesifisiteten av TBA sammensatt av de for-
skjellige identifiserte, nukleinsyrebindende bestanddeler. De
forskjellige nukleinsyrebindende deler av de nukleinsyrebin-.
dende molekyler ansamles sd& inn i fullstendige TBA som be-
skrevet ovenfor, f.eks. for "HIV-Lock". '

Eksempel 17 - Fremgangsmdte for identifisering av spesifikke

RNA-sekvenser i en preve

Ifglge fremgangsmdtene og preparatene som beskrives i
foreliggende oppfinnelse, kan enhver nukleinsyresekvens iden-
tifiseres spesifikt. Identifisering av et mal-HIV-RNA i en
preve oppnds ved & erholde en preve av blod eller en annen
biologisk vaske eller en ekstrakt som kan inneholde HIV-RNA
fra en pasient, og analyse med hensyn til nerver av TAR-bin-
dende seter. Tat er en positiv regulator av HIV-replikasjon
som bindes til TAR-omradet i HIV-RNA. Den minste, naturlig
forekommende, fullt aktive form av HIV-Tat er 72 aminosyrer
lang, SEKV.ID NR. 118 heri. Tat inneholder minst to funksjon-
elle domener og transaktiverer genekspresjon fra den lange,
terminale repetisjon i HIV (HIV-LTR). Tat bindes til en RNA-
hdrndlsstruktur som dannes ved sélvhybridisering av sekvenser
i TAR som ligger like 5' for HIV-LTR. HIV-TAR-RNA danner en
dinukleotidbulk og to harnalsstrukturer (Rhim et al., 1994,
Virology 202, 202-211). Tat (SEKV.ID NR. 118) bindes til denne
struktur med lavere aviditet enn Tat-varianter hvori Ala58 er
en treoninrest eller hvor His65 er en Asp-rest. (Derse et al.,
1993, Virology: 194, 530-536). Utnyttelse av disse kjensgjern-
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inger i den foreliggende fremgangsmate oppnas ved:

1.

Fragmentering av en biologisk preve slik at nuklein-
syrene eksponeres og deres sterrelseskompleksitet
reduseres.

A sette preven i forbindelse med en TBA som gjenkjen-
ner kombinasjonen av et bindingssete for TAR-bindende
protein og en naerliggende sekvens i HIV-genomet. Den
TBA som benyttes for dette formdl, er ansamlet med
cro som ledersekvens og ved 3 benytte Tat som det
HIV-RNA-spesifikke bindingsmolekyl. For & oppnéd
spesifisitet og evne til a skille mellom HIV-TAR-
setet og nart beslektede TAR-seter som kan foreligge
grunnet andre patogener, f.eks. cytomegalovirus, har
TBA ogsa en antistoffbestanddel som gjenkjenner et
milbindende omr&de som bestdr av DNA-RNA-hybridet som
dannes nar en probenukleinsyre bindes til HIV-LTR-
RNA.

Forhindring av signaldannelse grunnet binding av Tat
til kontaminanter (beslektede RNA), f.eks. CMV-TAR-
sekvensen, ved a tilsette til reaksjonen et overskudd
av Tat-variant (enten Ala58 til Thr- eller His65 til
Asp-varianten) som bindes kraftigere. P& denne mate
vil enkeltbindingsbegivenheter grunnet TBA-binding
til et beslektet RNA utkonkurreres i nukleinsyre-
proven av Tat-varianten. Pa den annen side vil TBA
ikke forskyves fra samme malsekvenser dersom affini-
teten som oppnas ved den doble binding grunnet anti-
stoff og Tat, er valgt pd passende mate. Denne frem-
gangsmdte er illustrert i figur 16. I en annen utfer-
else av samme fremgangsmate kan TBA istedenfor Tat
inneholde et antistoff som gjenkjenner dette nuklein-
syresegment slik at den benyttede TBA er en TBA med
to forskjellige antistoffer.

I en alternativ versjon av denne fremgangsmdte kan en

probenukleinsyre som hybridiserer med HIV-LTR-RNA, benyttes.

Fglgelig kan et dobbelttrddet segment av spl-setene i LTR dan-

nes som del av det malbindende omrade. Dette omrdde i HIV-RNA

flankerer TAR-omradet som ligger 5' for LTR, men svart nar
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dette. En TBA som inneholder Tat og to Spl-bindingsenheter,
ledes slik at det oppnas Tat-binding til TAR og Spl-binding
til Spl-bindingssetene. Amplifisering og pavisning utferes sa
ved 3 tilsette passende BNA, BBA og HNA. Nok et alternativ er
4 benytte PNA med SEKV.ID NR. 38 og SEKV.ID NR. 39 (se figur
7). Det benyttes en TBA som inneholder én eller flere Spl-bin-
dingsenheter og en antistoffenhet som bindes til DNA-RNA-
hybridet som dannes fra RNA i pregven og PNA med SEKV.ID NR.
38. Passende BNA, BBA og HNA tilsettes sa for amplifisering av
signalet.

Naturligvis vil fagfolk forstéd at andre kombinasjoner
av TBA og TNA kan benyttes for & optimalisere fremgangsmatene
som eksemplifiseres heri.

Det bgr forstas at eksemplene og utferelsene som er
beskrevet heri, kun er ment a illustrere oppfinnelsen, og at
forskjellige modifikasjoner eller endringer av disse kan ut-
fores av fagfolk og er ment & omfattes innenfor foreliggende
oppfinnelses and og omrade, og omfattes av de vedlagte krav.
De ber forstas at sekvenser som tilveiebringes heri, kun er
ment som eksempler, og at andre, lignende sekvenser antydet av
disse, kan benyttes i fremgangsmatene ifelge foreliggende opp-
finnelse. Det bgr ogsd forstas at selv om en sekvens tilveie-
brakt heri kan veare betegnet som linear, kan den benyttes som
en sirkuler sekvens eller permutert pa en annen mate, og selv
om den er angitt ikke & vere en antisense-sekvens, kan den
benyttes 1 kodende eller ikke-kodende form, eller for binding
av kodende eller ikke-kodende, komplementare sekvenser.
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SEKVENSLISTE
(1) GENERELL INFORMASJON:
(i) SOKER:

SOKERS NAVN: THE GENE POOL, INC.
GATEADRESSE: 300 Queen Anne Ave. N.,

BY: Seattle
STAT/PROVINS: Washington
LAND: USA

POSTKODE: 98109-4599
TELEFON: (206) 526-8617
TELEFAKS:

(ii) OPPFINNELSENS TITTEL: Fremgangsmdte for pavisning av
nukleinsyrer med en bestemt sammensetning

(iii) ANTALL SEKVENSER: 118

(v) COMPUTER-LESBAR FORM:
(A) MEDIUMTYPE: diskett
(B) COMPUTER: IBM PC-kompatibel
(C) OPERATIVSYSTEM: PC-D0OS/MS-DOS
(D) PROGRAMVARE: PatentIn Release nr.
versjon nr. 1.25

(vi) RELEVANTE S@OKNADSDATA:
(A) SOKNADSNUMMER: 972611
(B) INNLEVERINGSDATO: 6. juni 1997
(C) KLASSIFIKASJON:

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 1:

{i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 13 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

Suite 392

1.0,
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(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(xi) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 1:
TGGGGATTCC CCA 13
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 2:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 13 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttrédet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: CcDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 2:
AAGGGACTTT CCC 13
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 3:
(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 13 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
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(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 3:
AGGGGACTTT CCG 13
(2) INFORMASJON OM SEKV.I1D NR. 4:
(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 15 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: CDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 4:
GCTGGGGACT TTCCA 15
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 5:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 15 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: lineer
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI
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(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 5:

ACAAGGGACT TTCCG
5 (2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 6:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 13 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre

10 (C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
15 (iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 6:
CCGGGTTTTC CCC

o

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 7:

25 (i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 27 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linezr

30

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
35 (iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 7:
AAGGGACTTT CCGCTGGGGA CTTTCCA
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 8:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 27 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(1ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.
AAGGGACTTT CCGCTGGGGA CTTTCCG
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 9:
(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
{A) LENGDE: 26 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
. (C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.
GCTGGGGACT TTCCAGGGAG GCGTGG

27

26
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 10:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 26 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linezr

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 10: .
GCTGGGGACT TTCCAGGGGA GGTGTG ’ : 26

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 1l1:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 26 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: CDNA

(1ii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 11:
GCTGGGGACT TTCCGGGGAG CGTGGC 26
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 12:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 26 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.

GCTGGGGACT TTCCGGGGAG GCGCGG

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 13:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 26 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.

GCTGGGGACT TTCCAGAGAG GCGTGG

12:

13;

26

26
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 14:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 26 basepar

5 (B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet

(D) TOPOLOGI: linezr

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

10

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

15 (ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 14:
GCTGGGGACT TTCCAGGGGA GGCGTG

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 15:
20
(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 26 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
25 (D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

30

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 15:
GCTGGGGACT TTCCAGGGAG GCGTGG

35

26

26
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 16:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
‘ (A) LENGDE: 26 basepar

5 (B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet

(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

10

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

15 . (ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 16:
GCTGGGGACT TTCCAGGGAG GCTGCC

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 17:
20
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 33 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
25 (D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

30

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 17:
TTTCCAGGGA GGCGTGGCCT GGGCGGGACT GGG
35

26

33
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18:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 33 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: lineazr

(ii) MOLEKYLTYPE: CcDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.
CGTGGCCTGG GCGGGACTGG GGAGTGGCGT CCC

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR.

19:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 45 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCT

SEKV.ID NR.

18:

19:

33

45
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 20:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 46 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 20:
CAGCAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGAGGTG TGGCCT
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 21:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 46 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 21:
CATCAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGAGGTG TGGCCT

46

46
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 22:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 46 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttridet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: CDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 22:

CARCAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGAGGTG TGGCCT

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 23:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 45 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttréadet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 23:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCAT

46

45
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 24:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 44 basepar
5 (B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: CDNA
10
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

15 (ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 24:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC GGGGAGCGTG GCCT

20 (2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 25:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 44 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre

2 (C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
30 (iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 25:

35
CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC GGGGAGGCGC GGCT
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 26:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 45 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(1iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 26:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGAGAGGCGT GGACT

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 27:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 46 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 27:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGAGGCG TGGACT
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 28:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 46 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 28:

CTACAGGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGGGAG 46

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 29:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 43 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 29:

CTACAGGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCTG CCT 43
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 30:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 48 basepar

5 (B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet

(D) TOPOLOGI: lineazr

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
10
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

15 (ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 30:

CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGG

20 (2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 31:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 45 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
25 (C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(1i) MOLEKYLTYPE: cCDNA
30 (iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 31:

35
TTTCCAGGGA GGCGTGGCCT GGGCGGGACT GGGGAGTGGC GTCCC
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 32:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 59 basepar

5 " (B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet

(D) TOPOLOGI: line®r

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
10
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

15 (ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 32:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGGG

20 (2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 33:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 59 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre

25 (C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
30 (iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 33:

35
TTITCCGCTGG GGACTTTCCA GGGAGGCGTG GCCTGGGCGG GACTGGGGAG TGGCGTCCC

59

59
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 34:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 70 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 34:

20

25

30

35

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTITCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGGGA

‘GTGGCGTCCC

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 35:

(1)

(ii)

(iii)

(iv)

(ix)
TATCACCGCC

T

SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 61 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

MOLEKYLTYPE: cDNA

HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

ANTISENSE: NEI

SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 35:

AGTGGTATTT ATGTCAACAC CGCCAGAGAT AATTTATCAC CGCAGATGGT

60

70

60

61
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 36:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 64 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 36:

TATCACCGCA AGGGATAAAT ATCTAACACC GTGCGTIGTTG ACTATTTTAC CTCTGGCGGT

GATA

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 37:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 70 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: lineazr

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 37:

CTACRAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGGGA

GTGGCGTCCC
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 38:

(i)‘SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 37 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linezr
(ii) MOLEKYLTYPE: CDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 38:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGG

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 39:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 22 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 39:

CGGGACTGGG GAGTGGCGTC CC

37

22
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 40:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 103 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 40:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTITCC AGGGAGGTAT CACCGCCAGT GGTATTTATG 60

TCAACACCGC CAGAGATAAT TTATCACCGC AGATGGTTCT GCA 103

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 41:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 62 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttrdadet
(D) TOPOLOGI: line®=r

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 41:

GAACCATCTG CGGTGATAAA TTATCTCTGG CGGTGTTGAC ATAAATACCA CTGGCGGTGA 60

TA . 62
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 42:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 71 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 42:

GATCCAACCA TCTGCGGTGA TAAATTATCT CTGGCGGTGT TGACATAAAT ACCACTGGCG

GTGATACTGC A

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 43:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 63 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 43:
GTATCACCGC CAGTGGTATT TATGTCAACA CCGCCAGAGA TAATTTATCA CCGCAGATGG

TTG
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 44:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 21 basepar
5 (B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttrédet
(D) TOPOLOGI: line=r

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
10

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

15 (ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 44:

GATCCGGGGG GATACCCCCC G

20 (2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 45:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 91 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
25 (C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linezr

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
30 (iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 45:

35 .
CGGGACTGGG GAGTGGCGTC CCTATCACCG CAAGGGATAA ATATCTAACA CCGTGCGIGT

TGACTATTTT ACCTCTGGCG GTGATAGCAT G

21

60

91
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 46:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 53 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cCDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 46:

CTAMGGGCGT AACCGAAATC GGTTGAACCG AAACCGGTTA GTATAAAAGC AGA

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 47:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 54 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 47:

35

AAAAGGGAGT AACCGAAAAC GGTCGGGACC GAAAACGGTG TATATAAARAG ATGT

54
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 48:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 54 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 48:

AGTAGGGTGT ARCCGAAAGC GGTTCAACCG AAAACGGTGC ATATATAAAG CAAA

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 49:
(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 24 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linezr
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 49:

GCTTCAACCG AATTCGGTTG CATG

54

24



10

25

35

109
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 50:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 24 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttrédet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 50:

TGTGCARCCG ATTTCGGTTG CCTT

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 51:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 24 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 51:

TATGCAACCG AAATAGGTTG GGCA

24

24
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 52:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 24 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(1v) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.

TGCCTAACCG TTTTCGGTTA CITG

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 53:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 24 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

GGACTAACCG TTTTAGGTCA TATT

52:

24

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 53:

24
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 54:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 52 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttrédet
(D) TOPOLOGI: lineazr
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 54:

GACGACTATC CAGCGACCAA GATCAGAGCC AGACACCGGA AACCCCTGCC AC

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 55:
(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 53 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttridet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: CDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 55:

35

GACGACACGG TATCCéCTAC TCAGCTTGTT AAACAGCTAC AGCACACCCC CTC

53°
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 56:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 60 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 56:

GACGACGACC TGCAGACACC ACAGACACCG CCCAGCCCCT TACAAAGCTG TTCTGTGCAG

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 57:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 68 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 57:

35

CATACCAANG CCGTCGCCTT GGGCACCGAA GAAACACAAC CACTAAGTTG TTGCACAGAG

ACTCAGTG

60
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 58:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 77 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 58:

TAATGTAATT GATTGTAATG ACTCTATGTG CAGTACCAGT ACCGTATTCC AGCACCGTGT

CCGIGGGCAC CGCAAAG

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 59:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 80 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 59:

ACAGACAACG- ATAACCGACC ACCACAAGCA GCGGCCAAAC ACCCCGCCTT GGACAATAGA

ACAGCACGTA CTGCAACTAA

60

77

60

80
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 60:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 266 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: line=r

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 60:

CATATGCAAT ACAATGCATT ATACAAACTG GACACATATA '.I.‘A'I.‘AT’.!.‘TGTG. AAGAAGCATC
AGTAACTGTG GTAGAGGGTC AAGTTGACTA TTATGGTTTA TATTATGTTC ATGAAGGAAT
ACGAACATAT TTTGTGCAGT TTAAAGATGA TGCAGAAAAA TATAGTAAAA ATAAAGTATG
GGAAGTTCAT GCGGGTGGTI.‘C AGGTAATATT ATGTCCTACA TCTGTGTTTA GCAGCAACGA

AGTATCCTCT CCTGAAATTA TTAGGC

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 61:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 95 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttréadet
(D) TOPOLOGI: linezr
(ii) MOLEKYLTYPE: CDNA

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEIL

60
120
180
240

266
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(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 61:

AGGATGTATA AAARAACANG GATATACAGT GGAAGTGCAG TTITGATGGAG ACATATGCTA

TTAGGCAGCA CITGGCCAAC CACCCCGCCGE CGACC

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 62:
(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 81 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) TRAD: dobbelttradet
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: CDNA
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 62:

CATGTTTTTT TATACATCCA TATCACCGCC AGTGGTATTT ATGTCAACAC CGCCAGAGAT

AATTTATCAC CGCAGATGGT T

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 63:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 322 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

60

95

60

81
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Met

Thr

Ile

Lys

Gly

Gln

Leu

Gly

Asp

Lys

145

Gln

Ile

val

Phe

225

Lys

Ala

116

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 63:

Ala Asp Asp Asp Pro Tyr Gly Thr

Ala
Pro
Gln
50

Gly

val

val

Lys
Met
130
Lys
Gly
Ala
Ile
val
210
Thr

Ala

Gly

Leu
Leu
35

Arg
Leu
Lys

Thr

BEis
115
val
val
Tyr
Glu
Arg
195
Arg
Arg

Pro

cys

Thr

20

Ser

Gly

Pro

Ile

AsSn
100

Cys

val

Phe

Asn

Gly

180

Gln

Leu

Arg

Asn

val
260

Thr

Phe

Ser Ile

Asp Gly

Arg Phe
S5

Gly Ala Sser

Cys
85

Gly

Glu
Gly
Glu
Pro
165
Gly
Ala
Met
Leu
Ala

245

Thr

70

Asn Tyr

Lys Asn

Asp Gly
Phe Ala
135

Thr Leu
150

Gly Leu
Gly Asp
Ala val
Phe Thr

215

Glu Pro
230

Sexr Asn

Gly Gly

Phe

Pro

40

Arg

Ser

val

Ile

val

120

Asn

Glu

Leu

Arg

Gln

Asn
25

TYr

Tyr

Glu

Gly

His

105

Cys

Leu

Ala

val

Gln

185

Gln

200 °

Ala

val

Leu

Glu

Phe

val

Lys

Glu
265

Gly Gln
10

Ala Glu
Leu Gln
val Cys

Lys Asn
75

Pro Ala
90

Leu His

Thr val
Gly Ile

Arg Met
155

His sér
170

Leu Thr
Thr Lys
Leu Pro

ser Asp
235

Ile val
250

Ile Tyr

Met

Leu

Ile

Glu

60

Lys

Lys

Ala

Leu

140

Thr

Asp

Asp

Glu

Asp

Phe
TYLr
Leu
45
Gly
Lys
val
His
Ala
125
His
Glu
Leu
arg
Met

205

Ser

220

Ala

Arg

Leu

Ile

Met

Leu

His Leu
15

Ser Pro
30

Glu Gln
Pro Ser
Ser Tyr
Ile val

95

Ser Leu
110

Gly Pro

val Thr

Ala cys

Ala Tyr

175

Glu Lys
190

Asp Leu
Thr Gly

Tyr Asp

AsSp Arg

asn
Glu
Pro
His
Pro
a0

Gln

val

Lys
Lys
Ile
160
Leu
Glu
Ser
Ser
Ser

240

Thr

255 °

Cys Asp
270

Lys
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val Gln Lys Asp'Asp Ile Gln Ile Arg Phe

275

Gly Gly val Trp Glu Gly Phe Gly Asp Phe

290

Arg Gln Phe ala Ile Val Phe Lys Thr Pro

305

Ile Thr

280

295

310

117

315

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 64:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 325 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre

(D) TOPOLOGI:

linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE:

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE:

intern

285

300

SEKV.ID NR.

64:

Tyr Glu Glu Glu Glu Asn

Ser Pro Thr Asp Val His

Lys Tyr Lys Asp Val Asn

320

Met Ala Glu Asp Asp Pro Tyr Leu Gly Arg Pro Glu Gln Met Phe His

1

Leu Asp Pro

Pro Gln Met
35

Glu Gln Pro
$0

Pro Ser His
65

Ser Tyr Pro

Ile val Gln

Ser
20

Ala

Lys

Gly

Gln

Leu
100

5

Leu

Leu

Gln

Gly

val

85

val

Thr

Pro
Axrg
Leu

70

Lys

Thr

HEis Thr

Thr Ala
40

Gly Phe
55
Pro Gly

Ile Cys

Asn Gly

Ile
25

Asp

Arg

Ala

Asn

Lys
105

10

Phe Asn

Gly Pro
Phe Arg

Ser Ser
75

Tyr Val
90

Asn Ile

Pro

Tyr
TYT
60

Glu

Gly

His

Glu

Leu

45

val

Lys

Pro

Leu

val

-30

Gln

cys

Asn

Ala

His
110

15

Phe Gln

Ile Leu

Glu Gly

Lys Lys
80

Lys val

95

Ala Ris
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Ser

Gly

val

145

Ala

Ala

Glu

Asp

Thx

225

Asp

cys

Glu

Asp
305

Leu

Pro

130

Thr

Cys

Tyr

Lys

Leu

210

Gly

Asp

Arg

Asp

Glu
290

val

Ile

val
115
Glu
Lfs
Ile
Leu
Glu
195
Ser
Ser
Ser

Thr

Lys
275

Asn
His

Asn

Gly Lys
Asp Cys
Lys Lys
Arg Gly

165

Gln Ala
180

Leu Ile
val val
Phe Thr
Lys Ala

245

Ala Gly
260

val Gln

Gly Gly
Arg Gln

Ile Thr
325

His

val

val

150

Ty

Glu

Arg

Arg

Arg

230

Pro

cys

Lys

val

Phe
310

118

Cys Glu Asp Gly
120

His Gly Phe Ala
135

Phe Glu Thr Leu
Asn Pro Gly Leu
170

Gly Gly Gly Asp
185

Gln Ala Ala Leu
200

Leu Met Phe Thr
215

Arg Leu Glu Pro
Asn Ala Ser Asn
250

val Thr cly Gly
265

Asp Asp Ile Gln
280

Trp Glu Gly Phe
295

Ala Ile val Phe

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 65:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE:

(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

Ile

Asn

Glu

155

Leu

Gln

Ala

val

235

Leu

Glu

Ile

Gly

Lys
315

268 aminosyrer

cys Thr
125

Leu Gly
140

Ala Arg

val His

Gln Leu

Gln Thr
205

Phe Leu
220

val ser
Lys Ile
Glu Ile

Arg Phe
285

Asp Phe
300

Thr Pro

val Thr

Ile Leu

Met Thr

Pro Asp

175

Gly Asp
190

Lys Glu
Pro Asp
Asp Ala
val Arg

255

Tyr Leu
270

Tyr Glu

Ser Pro

Lys Tyr

Ala

His

Glu

160

Leu

Arg

Met

Ser

Ile
240
Met

Leu

Glu

Thr

Lys
320
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(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.

Met Glu Pro Ala Asp Leu Leu Pro Leu Tyr Leu Gln
5

1

Glu Gln
Pro Lys

Ala Gly
50

Pro Thr
65

Ser Leu
val Gly
AsSp Arg

Lys Arg
130

Asn Pro
145

Ser Ala
Leu Cys
Ala Pro
Gly ser

210

Gln Lys
225

Lys Gly

Phe Arg

Glu
Gln
35

Ser
Ile
val
Arg
ser
115
Glu
Phe
val

Pro

Ser
195
Cys

Glu

Ser

Thr

Pro

20

Axg

Ile

Arg

Thr

His

100

Ile

Leu

Asn

Arg

Gly

Gly

Pro

val

Lys

85

Cys

His

Glu

val

Gly

Met

Gly

Ala

Arg

Glu

" 55

Asn

70

Asp

Gln

Ser

Ala

Pro

© 150

Leu

- 165

Leu

180

Thr

Gln

Asp

Phe

Pro

Ala

Gly

Ile

Ala

- 245

Pro
260

Pro

cys

Pro

Glu

Gly

Glu

230

Ala

Phe

His

Pro

His

Phe

Ala

135

Met

Phe

val

Leu

Thr Pro
25

Phe Arg
40

His Ser

TYyr Arg

Pro His

Gly Tyr
105

Gln Asn
120

val Ala

Glu Glu

Gln val

Leu Ser
185

Arg Ile

200

Asp
215
val

Ala

Arg

Glu Ile

Arg Phe

Asp val

10

Phe

Tyr

Thr

cly

Gly

Tyr

Lau

Glu

Arg

Trp

170

Gln

Leu

Phe

Trp

His

- 250

Glu Arg
265

Ser

val

Lys

Pro
75
Pro
Glu
Gly
Arg
Gly
155
val
Pro
Pro

Leu

Ala
235

Arg

Leu

Glu

cys

Ser

60

Gly

Eis

Ala

Ile

Ile

140

Ala

Asn

Ile

Gly

65:

Pro
Ile
Glu
45

Ala
Arg
Pro
Glu
Gln
125
Arg

Glu

Gly

Asp

~ 205

Leu
220
Glu

Gln

Arg

cys

Gly

val

Glu

Leu

30

Gly

Arg

val

His

Leu

110

cys

Thr

TYT

Pro

Asp

190

Arg

Asp

Ala

Trp
15
Glu
Arg
Thr
Arg
Glu
95
Ser
val
Asn
Asp
Gly
175
Asn
Asn
Lys

Glu

Ile
255

Gly
Gln
Ser
His
val
80

Leu
Pro
Lys
Asn
Leu
160
o1y
Arg
Ser
val
Ala

240

val
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 66:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE:

(B) TYPE: aminosyre

(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

263 aminosyrer

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE:

intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID

Met AsSp
1

Ser Gly

Arg Phe

Glu Arg
50

Gly Tyr
65

Pro Pro

Asp Gly

Phe Gln

Ala Ile
130

Ile Glu
145

Phe Gln

Asp Leu Phe Pro

Pro

Arg

a5

Ser

Thr

His

Tyr

Asn

115

Ser

Glu

val

Tyxr
20
YL
Thr
Gly
Arg
TYT
100
Leu
Gln

Gln

Thr

5

val

Lys

Asp

Pro

Pro

85

Glu

Gly

Arg

Arg

val
165

Glu

Cys

Thr

Gly

70

His

Ala

Tle

Ile

Gly

150

Arg

Leu Ile Phe Pro Ser

Ile

Glu

Thr

55

Thr

Pro

Asp

Gln

Gln
135

‘Asp

Asp

Ile

Gly

40

Lys

val

His

Leu

Cys
120

Pro

Glu
25

Arg
Thr
Arg

Glu

Cys
105
val
Asn

Asp

Ala

10

Gln

Ser

His

Pro

Ala

Pro

NR. 66:

Glu Pro Ala Gln
15

Lys Gln Arg Gly
30

Gly ser Ile Pro
45

Thr Ile Lys Ile
60

Ile ser Leu Val Thr Lys

Leu

90

Pro

Lys

Asn

Leu

Gly
170

75

val
Asp
Lys
Asn
Asn

155

Arg

Gly Lys Asp Cys
95

Arg Ser Ile His
110

Arg Asp Leu Glu
125

Pro Phe Hig val
140

Ala val Arg. Leu

Pro Leu Leu Leu
175

Ala

Met

Gly

Asn

Asp

80

Arg

Ser

Gln

Pro

Cys
160

Thr
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20

a0
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Pro Val Leu Ser His Pro Ile Phe Asp Asn Arg Ala Pro Asn Thr Ala
180 185 190

Glu Leu Lys Ile Cys Arg Val Asn Arg Asn Ser Gly Ser Cys Leu Gly
195 200 205

Gly Asp Glu Ile Phe Leu Leu Cys Asp Lys Val Gln Lys Glu Asp Ile
210 215 2?0

Glu val Tyr Phe Thr Gly Pro Gly Trp Glu Ala Arg Gly ser Phe Ser
225- 230 235 240

Gln Ala Asp val His Arg Gln val Ala Ile Val Phe Arg Thr Pro Pro
245 250 255

Tyr Ala Asp Pro Ser Leu Gln
260

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 67:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 263 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 67:

Met Asp Glu Leu Phe Pro Leu Ile Phe Pro Ala Glu Pro Ala Gln Ala
1 5 10 15

Ser Gly Pro Tyr Val Glu Ile Ile Glu Gln Pro Lys‘Gln Arg Gly Met
20 25 ) 30

Arg Phe Arg Tyr Lys Cys Glu Gly Arg Ser Ala Gly Ser Ile Pro Gly
35 40 45

Glu Arg Ser Thr Asp Thr Thr Lys Thr His Pro Thr Ile Lys Ilé Asn
50 55 60
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25

35

Gly Tyr
65

Pro Pro
Asp Gly
Phe €ln

Ala Ile
130

Ile Glu
145

Phe Gln

Pro val
Glu Leu

Gly Asp
210

Glu val
225

Gln Ala

TYr Ala

Thr

Bis

Phe

Asn

115

Ser

Glu

val

Leu

Lys

195

Glu

Tyr

Asp

Asp

Gly
Arg
TYyr
100
Leu
Gln

Gln

Thr

Pro
180
Ile
Ile
Phe

val

Pro
260

Pro

Pro

85

Glu

Gly

Arg

Arg

val
165

His

cys

Phe

Thr

His

245

Serx

Gly
70
His

Ala

Ile

Ile

Gly
150

Arg

Pro

Arg

Leu

Gly

230

Arg

Leu

Thr

Pro

Glu.

Gln
Gln
135

Asp

Asp

Ile
val
Leu
215
Pro

Gln

Gln

val

His

Leu

cys

120

Thr

TYyr

Pro

Phe
Asn
200

cys

Gly

val,

122

Arg

Glu

cys

105

Vval

Asn

Asp

Ser

Asp
185
Arg
Asp

Trp

Ala

Ile
Leu
90

Pro

Lys

Asn

Leu

Gly
170

Asn

Asn

Lys

Glu

Ile
250

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 68:

(i) SEKVENSKARAKTERIST IKA:
(A) LENGDE: 299 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI:

linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

Ser
75

val

Asp

Lys

Asn

Asn

155

Arg

Arg

Ser

val

Ala

235

val

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

ieu
Gly
Arg
Arg
Pro
140

Ala

Pro

Ala
Gly
Gln
220

Arg

Phe

val
Lys
Cys
Asp
125
Phe

val

Leu

Pro
ser
205
Lys
Gly

Arg

Thr
Asp
Ile
110

Leu

Gln

Axg

Asn
190
Cys
Glu
Ser

Thr

Lys

Cys

9s

His

Glu

val

Leu

Leu
175

Thr

Leu

Asp

Phe’

Pro
255

Asp

80

Arg

Ser

Gln

Pro

cys
160

Pro

Ala

Gly

Ile

Ser

240

Pro
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val

Gln

val

Glu

65

Pro

Pro

Cys

Leu
145

Gln

Pro

Leu

225

Thr

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE:

123

intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.

Phe Pro Asn

AsSp
Gln
Lys
50

cys
Glu
Ala
His
Thr
130
Gly
Arg
Phe
vall
Pro
210
val

Gln

Gly
Gln
35

Ile
Glu
Asn
val
Pro
115
Leu
Ile
Glu
Gln
Phe
195
val

Ile

Ile

Gln

20

Leu

Thr

Gly

Lys

val

106

His

Glu

Gln

Glu

Pro

180

Met

val

cys

Ile

Gln Asn Asn Gly

5

Gln

Glu

Arg

Thr

85

val

Asn

Ile

cys

Ile

165

Ser

Glu

Ser

Arg

Leu
245

ser
Gln
Gln
ser
70

TYIr
val
Leu
Asn
val
150
Arg
Ser
Ser
Glu
Leu

230

Leu

Leu

Ser

Pro

.85

Ala
Pro
Ser
val
ser
135
Lys
val
Ile
Glu
Pro
215

cys

cys

Asn

Thr-

40

Ala

Gly

Thr

cys

Gly

120

Glu

Lys

Asp

Asp

Gln

200

Ile

Ser

Glu

68:

Ala Ala Pro Gly Gln

TYyr
25

Lys
Gly
ser
Ile
val
105
Lys
Thr
Lys
Pro
Leu
185
Lys
Phe

Ccys

Lys

10

Asn

Lys

Ile

Glu

80

Thr

Glu

Met

ASp

Phe

170

Asn

Gly

Asp

Ser

val
250

Gly

val

Pro
75

Ile
Lys
Gly
Axrg
Ile
155
Lys
ser
Arg
Lys
Ala

235

Ala

Leu
Arg
Leu
60

Gly
val
Asp
cys
Ala
140
Glu
Thr
val
Phe
Lys
220

Thr

Lys

Pro
Lys
45

Arg
val
Gly
Thr
Lys
125
val
Ala
Gly
Arg
Thr
205
Ala

val

Glu

Gly

Ala

30

Lys

Phe

Asn

Tyr

Pro

110

Lys

Phe

ala

Phe

Leu

190

ser

Met

Phe

Asp

Pro
15

Gln
Pro
Arg

Ser

Lys
95

TYyx
Gly
Ser
Leu
Ser
175
Cys
Pro
Ser

Gly

Ile
255

Ala

Glin
Tyr
TYZ
Thr
80

Gly
Arg
val
Asn
Lys
160
His
Phe
Leu
Asp
Asn

240

Ser
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val Arg Phe Phe Glu Glu Lys Asn Gly Gln Ser val Trp Glu Ala Phe
260 . 265 : 270

Gly Asp Phe Gln His Thr Asp Val His Lys Gln Thr Ala Ile Thr Phe

275 280 285

Lys Thr Pro Arg Tyr His Thr Leu Asp Ile Thr
290 295

(2)

Met

TYyr

Thr

Gly
65

Lys

INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 69:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 261 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linezr

(1i) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 69:
Asp Phe Leu Thr Asn Leu Arg Phe Thr Glu Gly Ile
S 10

Ile Glu Ile Phe Glu Gln Pro Arg Glm Arg Gly Thr
20 25

Lys Cys Glu Gly Arg Ser Ala Glf Ser Ile Pro Gly
35 40 45

Asp Asn Asn Lys Thr Phe Pro Ser Ile Gln Ile Leu
50 55 60
Lys Val Lys Ile Arg Thr Thr Leu Val Thr Lys Asn

70 75

Pro His Pro His Asp Leu Val Gly Lys Gly Cys Arg
85 920

Ser

Glu

Asn

Glu

Asp

Glu
15
Phe

His

Tyr

Pro

Gly
95

Pro

Arg

Ser

Phe

Tyr
80

TYr
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Tyr Glu

Leu Gly

130

His Asn
145
Ala Phe

Leu Ile

Leu Arg

Ala

Ile

115

Ile

Ile

Leu

Ser

Ile

195

Asp Glu
210

val Arg
225

‘Ala Asp

Leu Gly

Ile

Phe

val

Asp

Glu Phe
100

Gln Cys

ser Lys

Asp Glu

Pro Asp
165

Asn Pro
180

Cys Arg

Phe Leu

val Leu

His Arg

‘245

Ile Thr
260

Gly

val

Lys

TYT
150
Glu
Ile
val
Leu
Gly

230

Gln

Pro Glu

Lys Lys
120

Asn Preo
135

Asp Leu

Eis Gly

Tyr Asp

Asn Lys
200

Cys Asp
215

Asn Trp

val Ala

125

arg
105
Lys

Phe

Asn

Asn

Asn

185

Asn

Lys

Glu

Ile

Gln

ASp

Asn

val

Tyr

170

Arg

cys

val

Ala

val
250

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 70:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

val
Leu

val

val
155
Thr
Ala
Gly
Gln
Lys

235

Phe

(A) LENGDE: 262 aminosyrer
(B) TYPE: aminos&re
(D) TOPOLOGI: linezr

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE:

intern

Leu

Lys

Pro
140

Arg

Leu

Pro

Ser

Lys

220

Gly

Arg

Ser
Glu
125

Glu

Leu
Ala
Asn
val
205
Asp

Ser

Thr

Phe
110

Ser

Glu

Cys
Leu
Thr
190
Lys
Asp
Phe

Pro

Gln
Ile

Gln

Phe
Pro
175
Ala
Gly
Ile'

Ser

Pro-
255

Asn
ser

Leu

Gln
160
Pro
Glu
Gly
Glu
Gln

240

Phe
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Met

Tyr

TYX

Thr

Leu
Leu
Leu
145
Gln
Pro
Glu
Gly
Glu
225

Gln

Phe

126

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID

Asp Phe Leu Thr Asn Leu Arg Phe

Ile

Lys

Asp

50

Lys

Pro

Glu

Gly

Arg

130

His

Ala

Leu

Leu

ASp

210

val

Ala

Leu

Glu
Cys
35

Asn
val
His
Ala
Ile
115
Ile
AsSn
Phe
Ile
Axrg
195
Glu
Arg

Asp

Gly

5
Ile Phe
20
Glu Gly

Asn Lys

Lys Ile

Glu

Arg

Thr

Arg

70

Pro His
85

Glu Phe
100

Gln Cys
ser Lys
Ile Asp

Leu Pro
165

Ser Asn
180

Ile Cys
Ile Phe
Phe val
val His

245

Asp Ile
260

Asp

Gly

Val

Lys

Glu

150

Asp

Pro

Arg

Leu

Leu
230

Arg

Thr

Gln

Ser

Phe

55

Leu

Pro

Lys

Ile
135

Tyr

Glu

Ile

val

Leu

215

Gly

Gln

Pro

Ala

40

Pro

Thr

val

Glu

Lys

120

Asn

Asp

His

TYr

Asn

200

cys

Asn

val

Arg
25

Gly
ser
Leu
Gly
Axrg
108
Lys
Pro
Leu
Gly
Asp
185
Lys
Asp

Trp

Ala

Thr

10

Gln

Sex

Ile

val

Lys

90

Gln

Asp

Phe

Asn

170

Asn

Asn

Lys

Glu

Ile
250

Glu

Arg

Ile

Gln

Thr

75

Gly

val

Leu

Asn

val
155

Arg

Cys

val

Ala

235

val

NR.

Gly

Gly

Pro

Ile

60

Lys

cys

Leu

Lys

val

140

val

Ala

Gly

Gln

220

Lys

Phe

70:

Ile

Met

Gly

Leu

Asn

Arg

Ser

Glu

<125

Pro

Arg

Leu

Pro

Ser

205

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

30

Glu

Asn

Glu

Asp

Phe

110

Ser

Glu

Leu

Ala

Asn

190

val

Asp

Ser

Thr

Glu

15

Phe

His

TYyr

Pro

Gly

Gln

Ile

Glu

Cys

Leu

175

Thr

Lys

Asp

Phe

Pro
255

Pro

Arg

Ser

Phe

Tyr

80

Asn

Ser

Gln

Phe

160

Pro

Gly

Ile

Ser

240

Pro
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Met

Ser

Leu

Glu

Glu
65

Leu

val

-Lys

Gly

Arg
145

127
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 71:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 314 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre

(D) TOPOLOGI:

linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE:

Ser
Gln

Ala

TYX
50

Ile
Phe
Lys
His
Lys
130

Ser

(v) FRAGMENTTYPE:

Asn Lys

Gly val
20

val Gly
35

Pro éln
Asn-Glu
val ser
Asp Asp

100

Gln Gly
115

Arg Gly

His Asn

intern

SEKV.ID NR.

71:

Lys Gln Ser Asn Arg Leu Thr Glu Gln His

5

Ile

Glu

Ala

Asn

8s

Tyxr

Lys

Asp

Ile

Gly

val

Ser

Leu

70

Ser

Gly

aAsp

Gln

Ser
150

Ile

Ser

Phe
55

Lys
Ser
Glu
Ile
Asp

135

Glu

Phe

Lys
40

Arg

Lys

Ile

Trp

Ile

120

Leu

Ile

Gly
25

Leu

Tyxr

Ile

Lys

Arg

‘105

AsSn

Met

Ala

10

ASp Tyr
Vval Lys
Arg Asp
Asp Pro

75

Pro Asp
90

val val
Ile Arg

Ala Ala

Asn Phe
155

Ala

Lys

ser
60

Asp

Gly

Leu

Asn

Gly

140

Met

Lys
Ala
45

Ile

Leu

Gly

val

Gly

125

Asn

Leu

Ala
30

Leu
Lys
Gly
Ile
ala
110
Leu

Ala

Ser

Lys Leu
15

His asp
Ser §an
Lys Thr
Gly Thr

80

val Glu
95

Glu Ala
Leu Val

Ile Glu

Glu Ser
160
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35

His

Asn

Asn

Ser

val

225

Leu

Asn

Ser

Phe

Arg
305

Phe Pro Tyr Val

Ile ser

Ser Gly
195

Asn Phe
210

Val Asn
Thr Ala
Lys Phe
Ile Tyr

275
Glu Ile

290

Asp Leu

Ile’

180

sSer

Leu

Leu

Ala

val

260

Thr

Met

Phe

165

Thr

Glu

Thr

Glu

Asn

245

Asn

Gln

Phe

Glu

Leu

Ser

Glu

TYr
230
TYCD
His

Gly

asp

Gln

" 310

Phe

Pro

His

Asn

215

Asn

Gly

Lys

Asp

Ile
295

Leu

Leu

Asp

Phe

200

Ile

Ser

Met

Asp

Gly

280

Ser

Thr

128

Glu

Gly

185

Pro

Ser

Gly

Pro

Lys

265

Arg

Thr

Ser

Gly
170

Arg

Ile
Ile
Ile
250
Ser

Glu

Thr

Lys

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 72:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE:
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI:

Ser

val

val

Thr

Leu

235

Asn

Ile

Trp

Ser

17 aminosyrer

linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER:

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

NEI

Asn

val

Leu

Arg

220

Asn

Sex

Met

Asp

Leu
300

Phe

Asn

Phe

205

Pro

Arg

Asn

Leu

Ser

285

Arg

Leu

Leu

190

Leu

Asp

Leu

Leu

Gln

270

Lys

val

Thr

175

Glu

Glu

Gly

Asp

cys

255

Ala

Ile

Leu

Glu

Tyr

Gly

Arg

Arg

240

Ile

Ala

Met

Gly
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(ix) SEKRVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 72:

1

Thr

Cys Asp Thr Asp Asp Arg His Arg Ile Glu Glu Lys Arg Lys Arg Lys
’ 5

10 15

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 73:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE:

(B) TYPE: aminosyre

(D) TOPOLOGI: linezr

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

168 aminosyrer

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE:

intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 73:

Gly Asp Pro Gly Lys Lys

1

Gly Lys Vval

His Thr Gly
35

Arg Phe Thr
50

Gly Glu Lys
65

Ser Asp His

Gly Pro Gly

S

TYr Gly
20

Glu Arg

Arg Sser

Lys Phe

Leu Ser
85

val Ala
100

Lys

Pro

Asp

Ala
70

Lys

Leu

Lys Gln

Thr Sser

Phe Met

40

Glu Leu
55

Cys Pro

His Ile

Ser Val

His

His

25

Cys

Gln

Glu

Lys

Gly
105

Ile Cys His Ile Gln Gly Cys
10 15

Leu Arg Ala His Leu Arg Trp
30

Thr Trp Ser Tyr Cys Gly Lys
45

Arg His Lys Arg Thr His Thr
60

Cys Pro Lys Arg Phe Met Arg
75 80

Thr His Gln Asn Lys Lys Gly
90 : 9s

Thr Leu Pro Leu Asp Ser Gly
110
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15

20

25

3o

35

130

Ala Gly Ser Glu Gly Ser Gly Thr Ala Thr Pro Ser Ala Leu Ile Thr
120

115

125

Thr Asn Met Val Ala Met Glu Ala Ile Cys Pro Glu Gly Ile Ala aArg
130

135

140

Leu Ala Asn Ser Gly Ile Asn Val Met Gln Val Ala Asp Leu Gln Ser
155

145

150 .

Ile Asn Ile Ser Gly Asn Gly Phe -
165 '

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 74:

Ser

Gly

Glu

Pro

Gly

65

Ile

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE:

(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI:

linea®r

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

181 aminosyrer

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE:

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 74:

intern

Gly Ile Val Pro Gln Leu Gln Asn

Cys Lys

Tyr Asn

Ala Lys

val val

Gln Asn

Leu

20

Pro

Thr

Ser

Gln

Met
100

5

Asp

Lys

Ala

Glu

Lys
85

val

Leu

Leun
Glu
70

Leu

Gly

Lys

Phe

Ile

55

Gln

Gly

Ser

Thr

aAla

40

Phe

Ser

Phe

cys

Ile

25

Ala

Ser

Arg

Pro

Asp
105

Ile
10

Ala
val

Ser

Leu

Ala
90

val

val
Leu
Ile
Gly
Ala
75

Lys

Lys

160

Ser Thr val Asn

Arg
Met
Lys
60

ala

Phe

Phe

Ala
Arg
45

Met

Arg

Len

Pro

15

Arg Asn
30

Ile Arg

val cys

Lys Tyr

Asp Phe

95

Ile Arg
110

Leu

Ala

Glu

Thr

Ala

80

Lys

Leu
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Glu Gly Leu Val Leu Thr His Gln Gln Phe Ser Ser Tyr Glu Pro Glu
115 120 125

Leu Phe Pro Gly Leu Ile Tyr Arg Met Ile Lys Pro Arg Ile Vval Leu

130 135 140

Leu Ile Phe Val Ser Gly Lys Val Val Leu Thr Gly Ala Lys val Arg

145 150 155

160

Ala Glu Ile Tyr Glu Ala Phe Glu Asn Ile Tyr Pro Ile Leu Lys Gly

165 170

Phe Arg Lys Thr Thr
180

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 75:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 85 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 75:

Ser Cys Phe Ala Leu Ile Ser Gly Thr Ala Asn Gln
1 5 10

Arg Phe Arg val Lys Lys Asn His Arg His Arg Tyr
20 25

Thr Thr Trp Phe Thr val Ala Asp Asn Gly Ala Glu
35 40

Ala Gln Ile Leu Ile Thr Phe Gly Ser Pro Ser Gln
50 55 60

Leu Lys His val Pro Leu Pro Pro Gly Met Asn Ile
65 70 75

Ala Ser Leu Asp Phe
85

val

Glu

Arg

Arg

Ser

175

Lys Cys Tyr
15

Asn Cys Thr
30

Gln Gly Gln

Gln Asp Phe

Gly Phe Thr
80
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 76:

cys
His
Gly
His

65

val

(2)

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 87 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 76:

Pro Cys Leu Leu Ile Gly Thr Ser Gly Asn Gly Asn Gln Val Lys
5 10 15

Tyr Ser Phe Arg Val Lys Arg Trp His Asp Arg Asp Lys Tyr His
20 25 30

Thr Thr Thr Trp Trp Ala Val Gly Gly Gln Gly Ser Glu Arg Pro
35 40 45

Asp Ala Thr val Ile Val Thr Phe Lys Asp Gln Ser Gln Arg Ser
50 55 60 :

Phe Leu Gln Gln Val Pro Leu Pro Pro Gly Met Ser Ala His Gly
70 75 80

Thr Met Thr Val Asp Phe
85

INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 77:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 84 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
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(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 77:

Pro Pro Val Ile Cys Leu Lys Gly Gly EHis
1 5 10

Arg Tyr Arg Leu Lys Ser Lys His Ser Ser
20 25

Thr Thr Trp Ser Trp val Asp Thr Thr Ser
3s 40

Gly Arg Met Leu Ile Lys Phe Ala Asp Ser
50 55

Leu Ser Arg Val Pro Leu Pro Ser Thr Thr
65 : 70 )

Phe Tyxr Gly Leu

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 78:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

Asn Gln Leu Lys

Leu Phe Asp Cys
30

Thr Cys Arg Leu

45

Glu Gln Arg Asp
60

Gln val Phe Leu
75

(A) LENGDE: 84 aminosyrer

(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linezr

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

Cys Leu
15

Ile Ser
Gly ser

Lys Phe

Gly Asn
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(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 78:

Pro Pro val Ile Leu Val Arg Gly Gly Ala Asn Thr-Leu L&s Cys fhe
1 ’ 5 10 ‘ 15

Arg Asn Arg Ala Arg Val Arg Tyr Arg Gly Leu Phe Lys Tyr Phe Ser
20 25 30

Thr Thr Trp Ser Trp Val Ala Gly Asp Ser Thr Glu Arg Leu Gly Arg
’ 35 40 45

Ser Arg Met Leu Ile Leu Phe Thr ser Ala Cys Gln Arg Glu Lys Pro
50 ' 55 60

Asp Glu Thr Vval Lys Tyr Pro Lys Gly Val Asp Thr Ser Tyr Gly Asn
65 70 75 80

Leu Asp Ser Leu
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 79:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 84 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 79:

Pro Pro Val val Cys val Lys Gly Gly Ala Asn Gln Leu Lys Cys Léu
1 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Lys Ala Ser Thr Gln Val Asp Phe Asp Ser Ile Ser
20 25 30

Thr Thr Trp His Trp Thr Asp Arg Lys Asn Thr Glu Afg Ile Gly Ser
a5 40 - 45

Ala Arg Met Leu Val Lys Phe Ile Asp Glu Ala Gln Arg Glu Lys Phe
50 55 60

Leu Glu Arg Val Ala Leu Pro Arg Ser Val Ser Val Phe Leu Gly Gln
65 . 70 75 80

Phe Asn Gly Ser .
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 80:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 84 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: lineazr

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 80:

Thr Pro Ile Val Gln Leu Gln Gly Asp Ser Asn Cys Leu Lys Cys Phe
1 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Asn Asp Lys Tyr Lys His Leu Phe Glu Leu Ala Ser
20 25 30

Ser Thr Trp His Trp Ala Ser Pro Glu Ala Pro His Lys Asn Ala Ile
35 40 45

val Thr Leu Thr Tyr Ser Ser Glu Glu Gln Arg Gln Gln Phe Leu Asn
50 §5 60
sor Val Lys Ile o Pro Thr Ile Arg His Lys Val Gly Phe Met ser
75
80

Leu-His Leu Leu

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 81:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 84 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: line&r

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
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(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.

Thr Pro Ile Val Gln Phe Gln Gly Glu Ser Asn Cys
1 5 10

Arg Tyr Arg Leu Asn Arg Asp His Arg His Leu Phe
20 25 .

Ser Thr Trp His Trp Ala ser ser Lys.Ala Pro His
35 40

val Thr val Thr Tyr Asp Ser Glu Glu Gln Arg Gln
50 55 60

val val Lys Ile Pro Pro Thr Ile Ser His Lys Leu
65 7¢ 75

Leu His Leu Leu
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 82:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 80 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: line®r
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

81:

Leu Lys Cys Phe
15

Asp Leu Ile Ser
30

Lys His Ala Ile
45

Gln Phe Leu Asp

Gly Phe Met ser
80
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(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 82:

Thr Pro Ile Ile His Leu Lys
1 5

Arg Tyr Arg Leu Arg Lys His
20

Thr Trp His Trp Thr Gly.Ala
© 35

Val Thr Tyr His Ser Glu Thr

Gly Asp Arg Asn Ser Leu Lys Cys Leu
10 15

Ser Asp His Tyr Arg Asp Ile Ser Ser
25 30

Gly Asn Glu Lys Thr Gly Ile Leu Thr
40 45

Gln Arg Thr Lys Phe Leu Asn Thr val

S0 55 60
Ala Ile Pro Aép Ser Val Gln Ile Leu Val Gly Tyr Asn Thr Met Tyr
65 70 75 80
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 83:
(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 80 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern
(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 83:
Thr Pro Ile Val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr Leu Lfs Cys Leu
1 5 10 15
Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr Ala Val Ser Ser
20 25 30
Thr Trp His Trp Thr Gly His Asn Tyr Lys His Lys Ser Ala Ile Val
35 40 45
Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln Phe Leu Ser Gln
50 55 60
val Lys Ile Pro Lys Thr Ile Thr val ser Thr Gly Phe Met Ser Ile
65 70 75 80
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. B84:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 81 aminosyrer
5 (B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
10 (iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern
15
(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 84:

Ala Pro Ile Val His Leu Lys Gly Glu Ser Asn Ser Leu Lys Cys Leu
1 5 10 15

20 Arg Tyr Arg Leu Lys Pro Tyr Asn Glu Leu Tyr Ser Ser Met Ser Ser
20 - 25 30

Thr Trp His Trp Thr Ser Asp Asn Lys Asn Ser Lys Asn Gly Ile val
35 40 45

Thr val Thr Phe Val Thr Gly Gln Gln Gln Gln Met Phe Leu Gly Thr
50 55 . 60
25 :
Val Lys Ile Pro Pro Thr Val Gln Ile Ser Thr Gly Phe Met Thr Leu
65 70 75 80

val

30
(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 85:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 21 aminosyrer
35 (B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
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(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 85:

Gly Ile val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

1l 5 10

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 86:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 30 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 86:

Phe Vval Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu
1 5 ’ 10

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys
20 25

Ala Leu Tyr

Thr
30

15

15
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 87:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 21 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
~ (v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 87:

Gly XIle val Glu Gln Cys Cys Ala Ser Val Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 S 10 . 15

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 88:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 30 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern



10

15

20

25

30

35

141

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.

Phe val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu TYyr

5 10

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

20 - 25

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 89:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 24 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.

Gln Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His Vval Gly Cys Ile

1 -5 10

Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys
20

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 90:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 33 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre

(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

88:

89:

30

15

15
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(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 90:

Asp Ser Trp Met Glu Glu Val Ile Lys Ile

1 5

Arg Ala Gln Ile Ala Ile Cys Gly Met Ser Thr Trp Ser Lys.Arg Ser

20 25

Leu

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR.

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA

10

91

(A) LENGDE: 24 aminosyrer

(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 91:

Glu Glu Lys Met Gly Thr Ala Lys Lys Cys cys Ala Ile Gly Cys Ser

1 5

Thr Glu Asp Phe Arg Met Val Cys
20

10

NEI

30

Cys Gly Arg Glu Leu val

15

15
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(2) INFORMASJON OM SEKV.

1

ID NR.

43
92

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 40 aminosyrer

(B) TYPE: ami
(D) TOPOLOGI:

nosyre

linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER:

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE:

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 92:

Arg Pro Asn Trp Glu Glu Arg Ser Arg Leu Cys Gly Arg Asp Leu Ile

1 5

Arg Ala Phe Ile Tyr Leu Cys Gly Gly Thr Arg Trp Thr Arg Leu Pro

20

Asn Phe Gly Asn Tyr Pro Ile
35

intern

. 10

25

Met
40

NEI

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 93:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 182 aminosyrer

(B) TYPE: ami
(D) TOPOLOGI:

(ii) MOLEKYLTYPE: p

nosyre
linear

eptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE:

intern

30

15
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Ser

Asp

Glu

Pro

Gly

65

Arg

Ile

Glu

Leun

Leu

145

Asp

Phe

144

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 93:

Gly Ile
Cys Lys

Tyr Asn
35

Lys Thr
50

Ala Lys
Ile Val
Gln Aén
Giy Leu

115
Phe Pro
130
Ile Phe

Glu Thr

Arg Lys

val

Leu
20

Pro

Thr

Ser

Gln

Ile

100

Ala

Gly

val

TYyr

Ile
180

Pro Thr
5

Asp Leu

Lys Arg

Ala Leu

Glu Asp
70

Lys Leu
85

val Gly

TYr Ser

Leu Ile
Ser Gly
150

Lys Ala
165

Gln Gln

Leu

Lys

Phe

Ile

55

Phe

Gly

Ser

His

TYIr

135

Lys

Phe

Gln

Ala

Ala

40

Phe

Ser

Phe

Cys

Ala

120

Arg

Ile

Glu

Asn

Ile

25

Ala

Ala

Lys

Pro

Asp

105

Ala

Met

val

Asn

Ile
10

Ala
val
Ser
Met
Ala
90

val
Phe
Lys

Ile

Ile
170

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 94:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 84 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre

(D) TOPOLOGI: line®r

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

val Ser

Leu Gln

Ile Met

Gly Lys

60

Ala Ala
75

Lys Phe

Lys Phe

Ser Ser

val Pro
140

Thr Gly
155

Tyr Pro

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

Thr

Ala

Arg

Met

Arg

Lys

Pro

TYr

125

Lys

Ala

val

val
Arg
30

Ilg
val
Lys
Asp
Ile
110
Glu
Ile

Lys

Leu

Asn
15

Asn

Arg

cys

TYyr

Phe

95

Arg

Pro

val

Met

Ser
175

Leu

Ala

Glu

Thr

Ala

80

Lys

Leu

‘Glu

Leu

Arg
160

Glu
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(v) FRAGMENTTYPE: intern
(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 94:

-Asn Ser Asn Ser Thr Pro Ile Val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr
1 5 10 15

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr
20 25 30

Ala val ser Ser Thr Trp His Trp Thr Gly His Asn Val Lys His Lys
35 40 45

Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln
50 55 ) 60

Phe Leu Ser Gln Val Lys Ile Pro Lys Thr Ile Thr val Ser Thr Gly
65 70 75 80

Phe Met Sser Ile

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 95:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 84 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: line&r

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 95:

Asn Ser Asn Thr Thr Pro Ile val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr
1 5 10 15

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr
- 20 25 ) : ’ 30

Ala Val Ser ser Thr Trp His Trp Thr Gly His Asn Val Lys His Lys
35 40 45
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Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln

ser Ala Ile Val Thr Leu o

50 55

Lys Ile Pro Lys Thr Ile Thr Vval Ser Thr Gly

Gln val
Phe Leu se; 70 75 80

65

Phe Met ser Ile

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 96:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 83 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linezr

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 96:

Ser Gly Asn Thr Thr Pro Ile Ile His Leu Lys Gly Asp Arg Asn Ser
1 5 10 ’ 15

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Leu Arg Lys His Ser Asp His Tyr Arg
20 25 30

Asp Ile ser Ser Thr Trp Bis Trp Thr Gly AlaiGly Asn Glu Lys Thr
35 40 45

Gly Ile Leu Thr val Thr Tyr His Ser Glu Thr Gln Arg Thr Lys Phe
50 55 60

Leu Asn Thr val Ala Ile Pro Asp Ser Val Gln Ile Leu Val Gly Tyr
65 70 75 80

Met Thr Met
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 97:

Ser

Leu

Ser

Asn

Phe

65

Phe

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 84 aminosyrer

(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: line®r

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 97:

Gly Asn Thr Ala Pro Ile Val Eis
5

Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Leu Lys
20 25
Met Ser Ser Thr Trp His Trp Thr

35 40

Gly Ile val Thr val Thr Phe Val
50 55

Leu Gly Thr val Lys Ile Pro Pro
70

Met Thr Leu

Leu Lys Gly Glu Ser Asn Ser
10 15

Pro Tyr Lys Glu Leu Tyr Ser
30
Ser Asp Asn Lys Asn Ser Lys

45

Thr Glu Gln Gln Gln Gln Met
60

Thr val Gln Ile Ser Thr Gly
75 80

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 98:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 89 aminosyrer

(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
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(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 98:

Ser Gly Asn Thr Ser Cys Phe Ala Leu Ile Ser Gly Thr Ala Asn Gln
1 5 10 15

Val Lys Cys Tyr Arg Phe Arg Val Lys Lys Asn His Arg His Arg Tyr
20 25 30

Glu Asn Cys Thr Thr Thr Trp Phe Thr val Ala Asp Asn Gly Ala Glu
35 ’ 40 45

Arg Gln Gly Gln Ala Gln Ile Leu Ile Thr Phe Gly Ser Pro Ser Gln
50 55 60

Arg Gln Asp Phe Leu Lys His Val Pro Leu Pro Pro Gly Met Asn Ile
65 70 75 80

Ser Gly Phe Thr Ala Ser Leu Asp Phe
85

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 99:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 7 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: C-terminal

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 99:

Ser Asn Lys Lys Thr Thr Ala
1l 5
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 100:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 4 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.I1D NR.

Asn Ser Asn Thr
1

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 101:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 4 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: lineazr
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.

Ser Gly Asn Thr
1

100:

101:
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 102:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 6 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linezr
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 102:

Ser ser Gly ser ser Gly
1 5

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 103:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 15 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
{iv) ANTISENSE: NEI

{v) FRAGMENTTYPE: intern

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 103:
Cys Tyr Pro Glu Ile Lys Asp Lys Glu Glu Val Gln Arg Lys Arg
1 5 10 15
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 104:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 66 aminosyrer
5 (B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: protein
10 (iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

15

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 104:

Met Glu Glmn Arg Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln

1 5 10

15

20  chr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys

20 25 - 30

Ala Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly

a5 40 45
25 Ser Val Tyr ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
50 . 55 60 :
Thr Ala

65

30

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 105:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 66 aminosyrer
35 . (B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: protein
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(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 105:

Met Glu Gln Glu Ile Thr Leu Lys Asp f;r Ala Met Arg Phe Gly Gln
1 5 10 15

Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asnzala'Asp Gly
35 40 45 .

Ser val Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
50 © 85 60

Thr Ala
65

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 106:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 66 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: protein
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal
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Met

Thr

Ala

Ser

Thr
65

153
(1x) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 106:

Arg Gln Arg Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln

5

10

15

Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln ser Ala Ile Asn Lys

20

25

30

Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly

35

40

45

val Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr

50

Ala

55

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR.

sSer

Arg

Gln

Ala

Leu

€5

Ala

107:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 96 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI:

linear

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER:

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

NEI

60

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 107:

Thr Lys Lys Lys Pro Leu Thr Gln Glu Gln
5

Leu

Glu

Leu

50

aAla

Arg

Lys

Ala

- 20

Ser
35

Phe

Lys

Glu

val

Asn

Ile

Ile

Ile

Ala

Gly

Leu

TYyr
85

TYr

Asp

Ile

Lys

70

Glu

Glu

Lys

Asn

55

val

Met

Lys

Met

40

Ala

Ser

Tyr

Lys
25

Gly
Leu

val

Glu

10

Lys

Met

Asn

Glu

Ala
90

Asn

Gly

Glu
75

val

Leu

Glu

Gln

TYx
60

Phe

Ser

Glu Asp Ala Arg
15

Leu Gly Leu Ser
30

ser Gly Vval Gly
45

Asn Ala Ala Leu
Ser Pro Ser Ile
80

Met Glu Pro Ser
95
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 108:
(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 96 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear
(ii) MOLEKYLTYPE: peptid
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEIL

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV,ID NR.

Ser Thr Lys Lys Lys Pro Leu Thr Gln Glu Gln
1 5 10

Arg Leu Lys Ala Ile Tyr Glu Lys Lys Lys Asn
20 25

Gln Glu Ser val Ala Asp Lys Met Gly Met Gly
35 40

Ala Leu Phe Asn Gly Ile Asn Ala Leu Asn Ala
50 55

Leu Ala Lys Ile Leu Lys Val ser val Glu Glu
65 70 75

Leu

Glu

Gln

Tyr
60

Phe

108:

Glu Asp

Leu Gly
30

Ser Gly
45

Asn Ala

Ser Pro

Ala

15

Leu

val

Ala

Ser

Arg

Ser

Gly

Leu

Ile
80

Ala Arg Glu Ile Tyr Glu Met Cys Glu Ala val Ser Met Glu Pro Ser

85 90

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 109:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 180 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: protein

85
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(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI -

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 109:

Gly Ile val Glu Gln

1

Glu

TYyr

TYTr

Leu

65

Phe

Asn

Len

Ala

Ser

145

Phe

Phe

Asn Tyr

Ala Met
35

Gln Ser
50

Thr Ile

Pro Ser

Ser Asn

Lys Cys

115
val ser
130
Ala Ile

Leu Ser

Met Ser

Cys

20

Arg

Ala

Asn

Asn

Thr

100

Leu

Ser

val

Gln

Ile
180

5

Asn

Phe

Ile

Ala

Lys

85

Thr

Arg

Thr

Thr

val
165

cys

Met

Gly

Asn

Asp

70

Lys

Pro

Tyr

Trp

Leu

150

Lys

cys

Ser

Gln

Lys

55

Gly

Thr

Ile

Arg

His

135

Thr

Ile

Met Glu
25

Thr Lys
40

Ala Ile

Ser Vval

Thr Ala

val His

105
Phe Lys
120
Trp Thr

Tyr Asp

Pro Lys

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR.

10

Gln

Thr

His

Tyxr

ser

90

Leu

Lys

Gly

Ser

Thr
170

110:

(1) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 113 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI:

linear

Arg

aAla

Ala

Ala

75

Asn

Lys

His

His

Glu

155

Ile

Ile

Lys

Gly

60

Glu

Lys

Gly

Cys

Asn

140

Trp

Thr

Thr

Asp

45

Arg

Glu

Lys

Asp

Thr

125

val

Gln

val

Leu

30

Leu

Lys

val

Thr

Ala

110

Leu

Lys

Arg

Ser

Thr ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln

15

Lys

Gly

Ile

Lys

Thr

95

Asn’

Tyr

His

AsSp

Thr
175

Leu

Asp

val

Phe

Pro

80

Ala

Thr

Thr

Lys

Gln

-160

Gly
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Gly

Glu

TYr

Leu
65
Phe

cys

Thr

(ii)
(iii)
(iv)
(v)

(ix)

FRAGMENTTYPE:

ANTISENSE: NEI

SEKVENSBESKRIVELSE:

156

MOLEKYLTYPE: peptid

HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

N-terminal

Ile val Glu Gln Cys Cys Thr sSer Ile Cys

Asn

Ala

Gln

50

Thr

Pro

Asp

YL

Met

35

ser

Ile

ser

Thr

cys

20

Arg

Ala

Asn

Asn

AsSp
100

S

Asn Met
Phe Gly
Ile Asn

Ala Asp
70

Lys Lys
85

Asp Arg

Ser
Gln
Lys
55

Gly

Thr

His

Met

Thr

40

Ala

Ser

Thr

Arg

10

Glu Gln Arg
25

Lys Thr Ala
Ile His Ala
val Tyr Ala

75

Ala Sser Asn
90

Ile Glu Glu
105

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 1ll11:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(A) LENGDE: 292 aminosyrer.
(B) TYPE: aminosyre

(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: protein

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

Ser Leu

Ile Thr

Lys Asp
45

Gly Arg
60
Glu Glu

Lys Lys

Lys Arg

SEKV.ID NR. 110:

Tyr

Leu

30

Leu

Lys

val

Thr

Lys
110

Gln
15

Lys
Gly
Ile
Lys
Thr

95

Arg

Leu

Asp

val

Phe

Pro

80

Ala

Lys
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(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 11l:

s Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Met Ser
20 25 30

Met Glu Gln Glu Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln
35 40 45
10 ] ’
Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
50 55 60

Ala Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly
65 70 ) 75 80

s Ser Val Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
85 90 95

Thr Ala Ser Asn Lys Lys Thr Thr Ala Ser Ser Gly Ser Ser Gly Ser
100 105 110

Gly Ile Val Pro Gln Leu Gln Asn Ile Val Ser Thr Val Asn Leu Gly
115 120 125
20
- Cys Lys Leu Asp Leu Lys Thr Ile Ala Leu Arg Ala Arg Asn Ala Glu
130 135 140

Tyr Asn Pro Lys Arg Phe Ala Ala Val Ile Met Arg Ile Arg Glu Pro
145 150 155 160

Arg Thr Thr Ala Leu Ile Phe Ser sSer Gly Lys Met Val Cys Thr Gly
25 165 170 . 175

Ala Lys Ser Glu Glu Gln Ser Arg Leu Ala Ala Arg Lys Tyr Ala Arg
180 185 190

Val Vval Gln Lys Leu Gly Phe Pro Ala Lys Phe Leu Asp Phe Lys Ile
195 200 205
3¢ Gln Asn Met val Gly Ser Cys Asp Val Lys Phe Pro Ile Arg Leu Glu
210 215 220

Gly Leu val Leu Thr His Gln Gln Phe Ser Ser Tyr Glu Pro Glu Leu
225 230 235 240

Phe Pro Gly Leu Ile Tyr Arg Met Ile Lys Pro Arg Ile Val Leu Leu

3 245 250 255

Ile Phe Val Ser Gly Lys Val val Leu Thr Gly Ala Lys Val Arg Ala
260 265 270
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Glu Ile Tyr Glu Ala Phe Glu Asn Ile Tyr Pro Ile Leu Lys Gly Phe
285

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 112:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

275

280

(A) LENGDE: 273 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI:

linear

(ii) MOLEKYLTYPE: protein

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 112:

Phe Vval Asn Gln

1

Leu Val

Met Arg

Thr Lys

50

Ala Ile
65

Ser Val
Thr Ala

Gln His

Ser His
130

Ccys

Gln

35

Thr

His

Tyr

Ser

Ile

115

Leu

Gly
20

Arg
Ala
Ala
Ala
Asn

100

Arg

Bis
5
Glu
Ile
Lys
Gly
Glu
85
Lys

His

Ala

Leu Cys Gly Ser His

Arg

Thr

Asp

Arg

70

Glu

Lys

His

Gly

Leu

Leu

55

Lys

val

Thr

Gln

Leu
135

Phe

Lys

40

Gly

Ile

Lys

Thr

Gly

120

Arg

Phe
25

Asp
val
Phe
Pro
Ala
105

cys

Trp

10

Tyr
TYXr
TYyr
Leu
Phe
90

Gly

Gly

His

Leu Vval

Thr

Ala

Gln

Thr

75

Pro

Asp

Lys

Thr

Pro

Met

Ser

60

Ile

ser

Pro

val

Gly
140

Glu aAla

Lys
Arg
45

Ala

Asn

Gly

Tyr
125

Glu

Thr
30

Phe
Ile
Ala
Lys
Lys
110

Gcly

Arg

Leu
15

Met
Gly
Asn
Asp
Lys
95

Lys

Lys

Pro

Tyr

Ser

Gln

Lys

Gly

80

Thr

Lys

Thr

Phe
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Met
145

Leu

Pro

Ile

val

Thr

225

Ala

val

Phe

Cys Thr

Gln Arg

Glu Cys

Lys Thr
195

Gly Thr
210
Ala Thr

Ile cys

Met Gln

Trp

His

Pro
180

His

Leu

Pro

Pro

val
260

Ser

Lys

165

Lys

Gln

Pro

Ser

Glu

245

Ala

Tyr
150

Arg

Asn
Leu
Ala
230

Gly

Asp

159

Cys Gly Lys

Thr His Thr

Phe Met Axg
185

Lys Lys Gly
200

Asp Ser Gly
215

Leu Ile Thr

Ile Ala Arg

Leu Gln Ser
265

Arg

Gly

170

Ser

Gly

aAla

Thr

Leu

250

Ile

Phe
155
Glu
Asp
Pro
Gly
Asn
235

Ala

ABn

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 113:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 421 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre

(D) TOPOLOGI:

(ii) MOLEKYLTYPE: protein

linezr

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

Thr

Lys

His

Gly

Ser

220

Met

Asn

Ile

Arg Ser Asp Glu
160

Lys Phe Ala Cys
175

Leu Ser Lys His
190

val Ala Leun Ser'
205

Glu Gly ser Gly
Val Ala Met Glu
240

Ser Gly Ile Asn
255

Ser Gly Asn Gly
270
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Gln

Lys

Leu

Leu

Lys
65

~Val

Thr

His

ser
Glu
145

Pro

Ser

Ile

Ser

Gly

225

val

Ala

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 113:

Leu

Arg

Lys

Gly

50

Ile

Lys

Thr

Leu

Pro
130
Gln
Ser
TYr
val
Leu
210
Pro

Thr

cys

Tyr

Ser

Asp

35

val

Phe

Pro

Ala

Asn
115

Glu

Pro

His

Pro

Gln

195

val

Lys

Lys

Ile

Ser

Leu
20

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Met
100

Thr

Ile

Lys

Gly

Gln

180

Leu

Gly

AsSp

Lys

Arg
260

Ala
Ala
Ala
Gln
Thr
Pro

85

Ala

Ala

Pro
Gln
Gly
165
val
val
Lys
Met
Lys

245

Gly

Leu

Arg-

Met
Ser
Ile
70

Ser

Asp

Leu

Leu
Arg
150

Leu
Lys
Thr
His
val
230

val

TYX

Ala

Phe

Arg

Ala

55

Asn

Asn

Asp

Thr

Ser
135
Gly
Pro
Ile
Asn
Cys
215
val

Phe

Asn

Asn
cys
Phe
40

Ile
Ala
Lys
Asp

His
120

Thr
Phe
Gly
Cys
Gly
200
Glu
Gly

Glu

Pro

160

Lys

Met

25

Gly

Asn

Asp

Lys

Pro
105

Ser

Asp

Arg

Ala

Asn

cyé
10

Ser
Gln
Lys
Gly
Thr
90

TYr

Ile

Gly
Phe

Ser
170

Tyr

185

Lys

Asp

Phe

Thr

Gly
265

Asn

Gly

Ala

Leu

250

Leu

cys

Met

Thr

Ala

Ser

75

Thr

Gly

Phe

Pro
Arg
155
Ser

val

Ile

val

Asn
235

Glu

Leu

His

Arg

Lys

Ile

60

val

Ala

Thr

Asn

TYX
140
TYr
Glu
Gly
His
cys
220
Leu

Ala

val

val
Gln
Thr
45

His
TYTX
Ser

Gly

Ala
125

Leu
val
Lys
Pro
Leu
205
Thr
Gly

aArg

His

Gly

Arg

30

Ala

Ala

Ala

Asn

Gln
110

Glu

Gln

cys

Asn

Ala

190

Bis

val

Ile

Met

Ser
270

Cys
15

Ile
Lys
Gly
Glu
Lys
95

Met

Leu

Ile
Glu
Lys
175
Lys
Ala
Thr
Leu
Thr

255

Asp

Ile
Thr
Asp
Arg
Glu
80

Lys

Phe

Tyr

Leu
Gly
160
Lys
val
His
Ala
His
240

Glu

Leu
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Ala Tyr
Glu Lys
290

ASp Leu
305

Thr Gly
fyr Asp
Asp Arg
Cys Asp

370

Glu Glu
385

Asp val

Asp Val

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 114:

Leu

275

Glu

Ser

Ser

Ser

Thr

355

Lys

Asn

His

Asn

Gln

Ile

val

Phe

Lys

340

Ala

val

Gly

Arg

Ile
420

Ala

Ile

val

Thr

325

Ala

Gly

Gln

Gly

Gln
405

Glu

Arg

Arg

310

Arg

cys

Lys

val

390

Phe

Thr

Gly

Gln

295

Leu

Arg

Asn

val

Asp

375

Trp

Ala

161

Gly Gly Asp Arg Gln

280

Ala Ala

Met Phe

Leu Glu

Ala Ser

345
Thr Gly
360
Asp Ile

Glu Gly

Ile val

val
Thr
Pro
330
Asn
Gly
Gln

Phe

Phe
410

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 391 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI:

linear

(ii) MOLEKYLTYPE: protein

Gln

Ala

315

val

Leu

Glu

Ile

Gly

395

Lys

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

Gln

300

Phe

val

Lys

Glu

Arg

380

Asp

Thr

Leu

285

Thr

Leu

Ser

Ile

Ile

365

Phe

Phe

Pro

Thr

Lys

Pro

Asp

val

350

Tyr

TYr

Ser

Lys

Asp

Glu

Asp

Ala

335

Arg

Leu

Glu

Pro

TYT
415

Aryg

Met

Ser

320

Ile

Met

Leu

Glu

Thr

400

Lys
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(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 114:

Met Arg Gln Arg Ile Thr Leu Lys

1

Thr Lys Thr

Ala Ile EHis
35

Ser Val Tyr
50

Thr Ala Met
65

Phe His Leu
Phe Gln Pro
Ile Leu Glu

115

Glu Gly Pro
130

Lys Lys Ser
‘145

Lys val Ile

Ala His Ser
Thr Ala Gly
195

Leu His val
210

Thr Glu Ala
225

Asp Leu Ala

Asp Arg Glu

Glu Met Asp
275

Ala

20

Ala

Ala

Ala

Asp

Gln

100

Gln

Ser

TYIL

val

Leu
180

Pro

Thr

cys

‘myr

Lys
260

Leu

5

Lys

Gly

Glu

Glu

Pro

8s

Met

Pro

His

Pro

Gln

165

val

Glu

Lys

Ile

Leu
245

Glu

Ser

Asp

Arg

Glu

Asp

70

Ser

Ala

Lys

Gly

Gln

150

Leu

Gly

Asp

Lys

Arg

230

Gln

Leu

val

Len

Lys

val

55

Asp

Leu

Leu

Gln

Gly

135

val

val

Lys

cys

Lys

215

Gly

Ala

Ile

val

Gly

Ile

40

Lys

Pro

Thr

Pro

Arg

120

Leu

Lys

Thr

His

val

200

val

Tyr

Glu

Arg

Arg
280

Asp Tyr Ala Met Arg

val
25
Phe

Pro

His

Thr

105

Gly

Pro

Ile

Asn

cys

185

His

Phe

Asn

Gly

Gln
265

Leu

10

TYyr
Leu
Phe
Leu
Thr
90
Ala
Phe
Gly
cys
Gly
170
Glu
Gly
Glu

Prd

Gly
250

Ala

Met

Gln
Thr
Pro
Gly
75

Ile
Asp
Arg
Ala
Asn
155
Lys

Asp

Phe

Thr

Gly

235

Gly

Ala

Phe

Ser

Ile

Ser

60

Arg

Phe

Gly

Phe

ser

140

TYX

AsSn

Gly

Ala

Leu

220

Leu

Asp

Leu

Thr

Ala

Asn

45

Asn

Pro

Asn

Arg

125

Ser

Val

Ile

Ile

Asn
205
Glu

Leu

arg

Gln

Ala
285

Phe
Ile
30

Ala
Lys
Glu
Pro
TYr
110
Tyr
Glu
Gly
His
Cys
190
Leu
Ala

val

Gln

Gln
270

Phe

Gly
15

Asn
Asp
Lys
Gln
Glu
95

Leu
val
Lys
Pro
Leu

175

Thr

Gly

Arg

His

Leu
255

Thr

Leu

Gln

Lys

Gly

Thr

Met

80

val

Gln

Cys

Asn

Ala

160

His

val

Ile

Met

Pro

240

Gly

Lys

Pro
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Asp

Ala

305

Leu

Glu

Pro

Tyr
385

Ser Thr Gly
290

Ile Tyr Asp
Met Asp Arg
Leu Cys Asp

340

Glu Glu Glu
355

Thr Asp val
370

Lys Asp Ile

Ser

Ser

Thr

325

Lys

Asn

His

Asn

Phe

Lys

310

Ala

val

Gly

Arg

Ile
390

Thr
295
Ala
Gly
Gln
Gly
Gln

375

?hr

163

Arg Arg

Pro Asn

Cys Val

Lys Asp
345

val Trp
360

Phe Ala

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR.

Met Glu Gln Glu Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln

1

Leu

Ala

Thr

330

Asp

Glu

Ile

115:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 391 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI:

linear

(ii) MOLEKYLTYPE: protein

Glu

Ser

315

Gly

Ile

Gly

val

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

Pro

300

Asn

Gly

Gln

Phe

Phe
380

val

Leu

Glu

Ile

Gly

365

Lys

val ser

Lys Ile

Glu Ile
335

Arg Phe
350

Asp Phe

Thr Pro

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 115:

5

10

15

Asp

val

320

Tyr

Tyr

Ser

Lys

Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys

20

25

30
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Ala

Ser

Thr

65

Phe

Phe

Ile

Glu

Lys

145

Lys

Ala

Thr

Leu

Thr

225

Asp

Asp

Glu

AsSp

Ala
305

Ile

val

50

Ala

His

Gln

Leu

Gly

130

Lys

val

His

Ala

His

210

Glu

Leu

Arg

Met

Ser
290

Ile

Met

His

35

Tyr

Met

Leu.

Pro
Glu
115
Pro
Ser
Ile
Ser
Gly
195
val
Ala
Ala
Glu
Asp
275
Thr

Tyr

Asp

Ala

Ala

Ala

Asp

Gln

100

Gln

Ser

val
Leu
180
Pro
Thr
Cys
TYX
Lys

260

Leu

Gly

Asp

Gly

Glu

Glu

Pro

85

Met

Pro

His

Pro

Gln

165

val

Glu

Lys

Ile

Leu

245

Glu

Ser

Ser

Ser

Thr
325

Arg
Glu
Asp
Ser
Ala
Lys
Gly
Gln
150
Leu
Gly
Asp
Lys
Arg
230
Gln
Leu
val
éhe
Lys

310

Ala

Lys
val
55

Asp
Leu
Leu
Gln
Gly
135
val
val
Lys
Cys
Lys
215
Gly
Ala
Ile

val

Thr
295

Ala

Gly

Ile

40

Lys

Pro

Thr

Pro

Arg

120

Leu

Lys

Thr

His

val

200

val

Tyxr

Glu

Arg

Arg

280

Arg

Pro

Cys

164

Phe Leu Thr

Pro
TYT
His
Thr
105
Gly
Pro
Ile
Asn
cys
185
His
Phe
Asn
Gly
Gln

265

Leu
Arg
Asn

val

Phe
Leu
Thr
90

Ala

Phe

Gly

Gly
170
Glu
Gly
Glu
Pro
Gly
250
Ala
Met
Leu
Ala

Thr
330

Pro
Gly
75

Ile
Asp
Arg
Ala
Asn
155
Lys
Asp
Phe
Thr
Gly
235
Gly
Ala
Phe
Glu
Ser

315

Gly

Ile

Ser

60

Arg

Phe

Gly

Phe

Ser
140

Tyr

Asn

Gly

Ala

Leu

220

Leu

Asp

Leu

Thr

Pro
300

Asn

Gly

Asn
45

Asn
Pro
Asn
Pro
Axg
125
Ser
val
Ile
Ile
Asn
205
Glu
Leu
Arg

Gln

Ala
285

val
Leu

Glu

Ala

Lys

Glu

Pro

TYr

110

TYXr

Glu

Gly

His

cys

130

Leu

Ala

val

Gln

Gln

270

Phe

val

Lys

Glu

Asp
Lys
Gln
Glu
95

Leu
val
Lys
Pro
Leu
175
Thr
Gly
Arg
Bis
Leu
255
Thr
Leu
ser
Ile

Ile
335

Gly

Thr

Met

80

val

Gln

cys

Asn

Ala

160

His

val

Ile

Met

Pro

240

Gly

Lys

Pro

Asp

val
320
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Leu Leu Cys

Glu Glu Glu

340

355

Pro Thr Asp

370

Tyr Lys Asp

385

165

345

360

375

Ile Asn Ile Thr

390

350

365

380

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 116:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 241 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: linear

(ii) MOLEKYLTYPE: protein

(1ii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 116:

Met Arg Gln Arg Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly

Thr Lys

Ala Ile

Ser val
50

Thr Ala

Gln His

Thr

His

35

TYyr

Ser

Ile

Ala
20

Ala

Ala

5

Lys

Gly

Glu

Lys

His
85

Asp Leu
Arg Lys
Glu val

55

Lys Thr
70

Ile Gln

Gly
Ile
40

Lys

Thr

Gly

val

25

Phe

Pro

Ala

cys

10

Tyr Gln

Leu Thr

Phe Pro

Gly Asp

75

Gly Lys
90

Ser Ala Ile
30

Ile Asn Ala
45

Ser Asn Lys
60

Pro Gly Lys

val Tyr Gly

15

Asn

Asp

Lys

Lys

Lys
95

Asp Lys Val Gln Lys Asp Asp Ile Gln Ile Arg Phe Tyr
Glu Asn Gly Gly Val Trp Glu Gly Phe Gly Asp Phe Ser

val His Arg Gln Phe Ala Ile val Phe Lys Thr Pro Lys

Gln

Lys

Gly

Thr

Lys

80

Thr
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Ser

Leu

Pro

145

Ile

val

Thr

Ala

val

225

Phe

(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 117:

His

cys

Gln

130

Glu

Lys

Gly

Ala

Ile

210

Met

Leu

Thr

115

Arg

cys

Thr

Thr

Thr

195

cys

Gln

Arg

100

Trp

His

Pro

His

Leu

180

Pro

Pro

val

Ala His
Ser Tyr
Lys Arg
Lys Arg

150

Gln Asn
165

Pro Leu
Ser Ala

Glu Gly

Ala Asp
230

Leu

cys

Thr

135

Phe

Lys

Asp

Leu

Ile

215

Leu

Gly
120
His
Met
Lys
ser
Ile
200

Ala

Gln

166
Arg Trp His

105

Lys
Thr
Arg
Gly
Gly
185
Thr

Arg

Ser

Arg

Gly

Ser

Gly

170

Ala

Thr

Leu

Ile

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:

(ii) MOLEKYLTYPE: cDNA

(A) LENGDE:

(B) TYPE:
(C) TRAD:

(D) TOPOLOGI:

10 basepar

nukleinsyre
dobbelttradet

linear

Thr

Phe

Glu

Asp

155

Pro

Gly

Asn

Ala

Asn
235

(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI

(iv) ANTISENSE: NEI

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR.
GGGAMTNYCC

Gly
Thr
Lys
140
His
Gly
ser
Met
Asn

220

Ile

Glu Arg
110

Arg Ser
125

Lys Phe
Leu Ser
val Ala
Glu Gly

130

val Ala
205
Ser Gly

ser Gly

117:

Pro

Asp

Ala

Lys

Leu

175

Ser

Met

Ile

Asn

Phe

Glu

Cys

His

160

Ser

Gly

Glu

Asn

Gly
240

10
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(2) INFORMASJON OM SEKV.ID NR. 118:

(i) SEKVENSKARAKTERISTIKA:
(A) LENGDE: 72 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOGI: liner

(ii) MOLEKYLTYPE: protein
(iii) HYPOTETISKE SEKVENSER: NEI
'(iv) ANTISENSE: NEI
(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal

(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEKV.ID NR. 118:

Met Glu Pro Val Asp Pro Arg Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser
1 : 5 10 15

Gln Pro Lys Thr Ala Cys Thr Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe
’ 20 25 - 30

His Cys Gln Val Cys Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly Ile Ser Tyr Gly
35 40 45

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Ala His Gln Asn Ser Gln Thr
50 55 60

His Gln Ala Ser Leu Ser Lys Gln
65 70
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Panentkrayvw

1. Fremgangsmate for pavisning av en mdlnukleinsyre,
karakterisert ved at den omfatter a:

(a) fremskaffe en preve som inneholder en hybrid som skal bli
pavist, eller en preve som inneholder en malnukleinsyre og en
probenukleinsyre som hybridiserer slik an et probe-mdlhybrid
dannes, og

{b) bringe hybriden i trinn (a) i kontakt med et
nukleinsyrebindende molekyl eller ansamling (TBA), der TBA er
i stand til & binde til og stabilisere hybriden pa en
sekvensspesifikk mate, og videre'der TBA er i stand til A&
skille mellom en hybrid som er dannet av proben og
mdlnukelinsyren, og en hybrid som har én eller flere
feilaktige baseparinger som er dannet mellom proben og en nart
beslektet eller ubeslektet sekvens.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1,
karakterisert ved at den ytterligere
omfatter & bringe hybriden i trinn (a) eller (b) i kontakt med
én eller flere markerer som spesifikt binder til nukleinsyren

som er bundet av TBA.

3. Fremgangsmate ifeglge krav 1,
karakterisert ved at den ytterligere
omfatter 4 bringe hybriden i trinn (a) eller (b) i kontakt med
ett eller flere merker som spesifikt binder til TBA.

4. Fremgangsmate ifglge krav 2 eller 3,
karakterisert ved at nevnte merke(r)
ytterligere omfatter en indikator som er valgt fra gruppen som
bestdr av: proteinindikatorer, radionuklider, fluoroforer og

fargede kuler.

5. Fremgangsmate ifwelge krav 1, 2, 3 eller 4,
karakterisert ved at den ytterligere

omfatter a:
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{a) fragmentere nukleinsyren i malnukleinsyrepr@ven,

(b) under hybridiseringsbetingelser, bringe den fragmenterte
nukleinsyren i kontakt med en probenukleinsyre som er
komplementer med den spesielle nukleinsyresekvensen av
interesse, der nevnte probenukleinsyre, ved hybridisering med
nevnte spesielle nukleinsyresekvens av interesse, danner en

madlbindende region der TBA bindes spesifikt.

6. Fremgangsmdte ifelge krav 1, 2, 3 eller 4,
karakterisert ved at den ytterligere
omfatter a4 fragmentere preven som inneholder m&dlhybriden som
skal bli pavist, og bringe de fragmenterte malhybridene i
kontakt med en TBA, der TBA er i stand til & binde til og.
immobilisere malhybridfragmenter men ikke til andre fragmenter
i preven. '

7. Fremgangsmate ifelge krav 1, 2, 3, 4, 5 eller 6,
karakterisert ved at den ytterligere
omfatter trinnet med & overvake endringen av mobilitet for
nukleinsyrer i mdlnukleinsyrepreven som en funksjon av
storrelsen, slik at binding av TBA til et spesielt fragment i

preven modifiserer mobiliteten til fragmentet.

8. Fremgangsmate ifglge krav 1, 2, 3, 4, 5, 6 eller 7,
karakterisert ved at hybriden eller
probemalhybriden omfatter ett eller flere nukleinsyrebindende
proteingjenkjenningsseter som binder minst en TBA.

9. Fremgangsmate ifwlge krav 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 eller
8,

karakterisert ved at nevnte TBA er ett eller
flere DNA-bindende proteiner, nukleinsyrebindende proteiner,
DNA-RNA-hybridbindende proteiner eller RNA-bindende proteiner.

10. Fremgangsmate ifslge krav 9,
karakterisert ved at nevnte ett eller flere
DNA-bindende proteiner, nukleinsyrebindende proteiner, DNA-
RNA-hybridbindende proteiner eller RNA-bindende proteiner er
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valgt fra gruppen som bestar av: NF-kB-papillomavirus-E2-
protein, transkripsjonsfaktor SP1l, inaktive restriksjons-
enzymer, antistoffer, TATA-bindende proteiner, CI-repres-
sorprotein fra lambdabakteriofag og cro-protein fra lambda-
bakteriofag.

11. Fremgangsmdte ifelge krav 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9
eller 10,

karakterisert v ed at den ytterligere
omfatter & bringe hybriden i kontakt med en forsterker-
nukleinsyre som binder til en del av probenukleinsyren som
ikke er bundet til malnukleinsyren.

12. Fremgangsmate ifelge krav 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10 eller 11,

karakterisert v e d at nevnte TBA binder til
et nukleinsyregjenkjenningssete som er til stede 1 genomet til
et patogen, et nukleinsyregjenkjenningssete som er assosiert
med en patogen tilstand i et vertebratgenom, eller et nuklein-
syregjenkjenningssete som er til stede i genomet til en
organisme som forurenser en fermenteringsprosess.

13. Fremgangsmiate ifelge krav 12,
karakterisert ved at nevnte TBA binder til
et nukleinsyregjenkjenningssete som er til stede i genomet til
et patogen, og der nevnte nukleinsyregjenkjenningssete er HIV-
LTR eller en del derav.

14. Fremgangsmate ifglge krav 1,
karakterisert v ed at nevnte probenukleinsyre
ytterligere omfatter en forsterkerbindingsregion.

15, Fremgangsmite ifelge krav 1,
karakterisert ved at nevnte TBA omfatter et
chaperon i kombinasjon med ett eller flere av de fslgende
elementer: én eller flere DNA-gjenkjenningsenheter, linker-
sekvenser, ansamlingssekvenser, assymetri- eller PILOT-TNA-
sekvenser og én eller flere OSA-enheter, der nevnte TBA er i
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stand til & skille mellom en paret hybrid og en hybrid som har
uparede nukleotider.
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