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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein neues Erfassungssystem, das neue Primer und ein in-
tegriertes Signalisierungssystem aufweist. Das System wird verwendet bei der Erfassung von Target-Nuklein-
sauresequenzen.

[0002] Verflgbare Verfahren fiir die Amplifizierung und Erfassung von Target-Nukleinsduresequenzen enthal-
ten die Verwendung der Polymerasekettenreaktion (PCR), z. B. wie in den US-Patenten Nrn. 4683195 und
4683202 beschrieben.

[0003] Eine bedeutsame Verbesserung bei der obigen Amplifizierung und den Erfassungsverfahren ist das
Amplification Refractory Mutation System (ARMS), wie es in unserem Europaischen Patent Nr. 0 332 435 (Ze-
neca Limited) und dem entsprechenden US-Patent Nr. 5 595 890 beansprucht ist.

[0004] ZweckmaRige auf einer Probe basierende Erfassungssysteme enthalten Tagman (wie in den US-Pa-
tenten Nrn. 5210015 und 5487972 offenbart) und Molecular Beacons (wie in WO 95/13399 offenbart). Bei Tag-
man hybridisiert ein Probenmolekiil, das Fluorophor/Quencher-Spezies aufweist, in PCR-Amplifizierungspro-
dukte und wird zersetzt durch die 5'-3'-Exonukleaseaktivitat einer Polymerase. Dies flhrt zu der Freigabe von
nicht geléschtem Fluorophor und einem entsprechenden erfassbaren Signal. In Molecular Beacons erweitert
sich ein Probenmolekil mit einer Stammschleifenstruktur, das Fluorophor und Quencher-Spezies in enger
Nahe halt, bei der Bindung mit seinem komplementaren Target, worauf das Fluorophor nicht geléscht wird, was
zu einem erfassbaren Signal fihrt.

[0005] Nazarenko et al (NAR 1997, 25, 2516-2521) offenbaren so genannte "Sunrise"-Primer. Dies sind Pri-
mer, die Haarnadelschleifen an ihren 5'-Enden bilden, um ein Fluorophor- und Quencherpaar zusammenzu-
bringen, wodurch eine geringe Fluoreszenz sichergestellt wird. Wenn diese Primer in ein PCR-Produkt einge-
bracht wurden, werden die Schwanze doppelstranging und die Haarnadel wird aufgetrennt, was eine Zunahme
der Fluoreszenz bewirkt. Jedoch ist die Signalerzeugung nicht amplikonabhangig, jedes doppelstrangige Am-
plikon (enthaltend Primerdimere) kann den Sunrise-Primer aufnehmen und somit ein unechtes Signal erzeu-
gen.

[0006] US-A-5 573 906 (Bannwarth et al) beschreibt einen Prozess, der einen 5'-markierten Primer enthal-
tend eine selbstkomplemtéare Sequenz in einem Amplifizierungs- oder Erweiterungsprozess verwendet, zu-
sammen mit einem nachfolgenden Erfassungsschritt, der eine 3'-markierte Probe fur den amplifizierten oder
erweiterten Bereich verwendet. Die Markierungen kénnen radumlich nahe beieinander sein nach dem Hybridi-
sieren der Probe nahe dem kurzen Stiick der doppelstrangigen DNA, das sich ergibt aus der Riickfaltung des
selbstkomplementaren Bereichs des Primers, der in dem amplifizierten oder erweiterten Produkt aufgenom-
men ist.

[0007] Jedoch sind die Pegel der Sequenzspezifizitdt und der Erfassungssensitivitat sowie die Geschwindig-
keit des Signalsauftretens, die unter Verwendung der obigen Amplifizierungs- und Erfassungsverfahren erziel-
bar sind, begrenzt. Daher existiert weiterhin das Bedurfnis nach weiter verbesserten diagnostischen Verfahren.
[0008] Wir haben nun ein neues Erfassungssystem gefunden, das einen mit einem Schwanz versehenen Pri-
mer und ein integriertes Signalisierungssystem verwendet. Der Primer hat einen Template-Bindungsbereich
und einen Schwanz, der einen Koppler und einen Target-Bindungsbereich aufweist. Bei der Verwendung hyb-
ridisiert der Target-Bindungsbereich in dem Schwanz an einer komplementaren Sequenz in einem Erweite-
rungsprodukt des Primers. Dieses targetspezifische Hybridisierungsereignis ist mit einem Signalisierungssys-
tem gekoppelt, in welchem die Hybridisierung zu einer erfassbaren Anderung fiihrt.

[0009] Daher sehen wir bei einem ersten Aspekt der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur Erfassung ei-
ner Target-Nukleinsaure vor, welches Verfahren das Kontaktieren von Template-Nukleinsaure von einer Probe
mit (i) einem Signalisierungssystem und (ii) einem mit einem Schwanz versehenen Nukleinsdure-Primer mit
einem Template-Bindungsbereich, wobei der Schwanz einen Koppler und einen Target-Bindungsbereich auf-
weist, in Anwesenheit von geeigneten Nukleosid-Triphosphaten und einem Mittel zur Polymerisation hiervon,
unter solchen Bedingungen, dass der Template-Bindungsbereich des Primers hybridisiert wird an eine kom-
plementare Sequenz in der Template-Nukleinsdure und erweitert wird zur Bildung eines Primererweiterungs-
produkts, und das Trennen jedes derartigen Produkts von der Template, worauf der Target-Bindungsbereich in
dem Schwanz des Primers an eine Sequenz in dem Primererweiterungsprodukt entsprechend der Target-Nu-
kleinsaure hybridisiert, enthalt, und wobei jede derartige targetspezifische Hybridisierung eine erfassbare An-
derung in dem Signalisierungssystem bewirkt, derart, dass die Anwesenheit oder Abwesenheit der Target-Nu-
kleinsaure in der Probe erfasst wird durch Bezugnahme auf die Anwesenheit oder Abwesenheit einer erfass-
baren Anderung in dem Signalisierungssystem.

[0010] Das Erfassungsverfahren nach der Erfindung hat eine Anzahl von bedeutsamen Vorteilen. Diese ent-
halten die folgenden. Nur ein einziges Primer/Detektor-Spezies ist erforderlich. Dies bedeutet Einfachheit und
liefert eine erhdhte Spezifizitat auf der Grundlage der bereiten Verfigbarkeit des Target-Bindungsbereichs fir
die Hybridisierung mit dem Primererweiterungsprodukt. Das neu zusammengesetzte Primer-Erweiterungspro-
dukt ist das Target-Spezies, so dass das erhaltliche Ausgangssignal direkt auf die Menge des erweiterten Pri-

2/63



DE 698 16 488 T2 2004.04.22

mers bezogen ist, Es ist nicht abhangig von zusatzlichen Hybridisierungsereignissen oder enzymatischen
Schritten (wie der TagMan-Spaltung). Der Intra- und Interstrang-Wettbewerb fiir die Probenstelle ist begrenzt,
so dass die Probenausbildung vereinfacht wird. Wir haben gefunden, dass Proben, welche unter Standardpruf-
bedingungen in getrenntem Probenformat keine Bindung eingehen, bei unserer Erfindung gut arbeiten. Die Er-
findung ermdglicht auch, dass homogene Prifformate einfach verwendet werden kénnen. Ein noch weiterer
Vorteil besteht darin, dass die Wechselwirkung einmolekular ist, die Signalisierungsreaktion sehr schnell ist,
was erhdhte Zyklusgeschwindigkeiten ermdglicht. Dies ist ein bedeutsames Merkmal fir Prifanordnungen.
[0011] Wilton et al (Human Mutation, 1998, 11, 252-258) offenbaren ein analytisches Verfahren, das als
Snapback Single Stand Conformation Polymorphism (SSCP) bezeichnet wird. Dieses enthalt die Verwendung
eines mit einem Schwanz versehenen Primers, um eine sekundare Struktur in einen Einzelstrang eines Amp-
likons einzufuihren. Die Primer bestehen aus Standard-3'-Enden mit kurzen Schwanzen an dem 5'-Ende. Diese
Schwanze sind komplementéar zu einem internen Bereich des Amplikons in einigem Abstand von dem Primer
und kénnen verwendet werden zum Prifen der Struktur der Einzelstrange, die nach dem Erwarmen und Kih-
len gebildet wurden. Die durch eine Mutation an der Probenkomplementarstelle eingeflihrten Strukturanderun-
gen werden durch Migrationsgeschwindigkeitsdnderungen auf einem Polyacylamidgel, das mit Silber verfarbt
ist, erfasst. Jedoch gibt es keine Vorwegnahme der Merkmale oder Vorteile der vorliegenden Erfindung.
[0012] Bei dem Erfassungsverfahren nach der Erfindung kann die Primererweiterung ein oder mehrere Male
wiederholt werden, wie bis zu 5, bis zu 10, bis zu 15, bis zu 20, bis zu 30, bis zu 40, bis zu 50 oder daruber.
Zweckmafig wird der neue Primer nach der Erfindung als ein Amplifizierungsprimer in einem Amplifizierungs-
system wie der Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendet. In diesem Fall sind der Target-Bindungsbereich
und der Schwanzbereich vorteilhaft so angeordnet, dass der Schwanzbereich einstrangig, d. h. unkopiert ver-
bleibt. Somit ist der Schwanzbereich in den PCR-Amplifizierungsprodukten nicht amplifizierbar. Diese Facette
der Primerausbildung ist in unserem Europaischen Patent Nr. 0 416 817 (Zeneca Limited) und dem entspre-
chend US-Patent Nr. 5 525 494 beansprucht. Zweckmaflig weist der Koppler eine Blockierungseinheit auf, die
eine Polymerase-vermittelte Kettenerweiterung auf der Primer-Template verhindert. Eine bevorzugte Blockie-
rungseinheit ist ein Hexethylenglykol(HEG)-Monomer. Alternativ weist der Primerschwanz Material wie 2-O-Al-
kyl-RNA auf, welches keine Polymerase-vermittelte Wiederholung eines komplementaren Stranges zulasst.
Alternativ weist der Schwanz eine auf 5'-3'-gesetzte Nukleinsaure an dem 5'-Ende des Primers auf, d. h. die
beiden Sequenzen sind "Ricken-an-Ricken" angeordnet, wobei bei diesem Ausfiihrungsbeispiel davon aus-
gegangen wird, dass die 5'-3'-Nukleinsdure des Schwanzes sowohl als der Koppler als auch als der Target-Bin-
dungsbereich dient. Eine getrennte und unterscheidbare Kopplereinheit ist nicht wesentlich.

[0013] Der Template-Bindungsbereich des Primers hybridisiert an eine Template-Nukleinsaure einer Probe.
Der Bereich ist von jeder zweckmafigen Ausbildung, die einem Fachmann verfugbar ist, und ist nur durch
praktische Erwagungen beschrankt. Er kann DNA, RNA oder etwas anderes sein, vorausgesetzt, dass er ein
Substrat fur eine Polymerase-vermittelte Primererweiterung ist. Die Templatebindung kann mit jeder ge-
wilinschten Starke bewirkt werden, d. h. unter angemessenen Hybridisierungsstarkebedingungen, unter denen
der Template-Bindungsbereich des Primers an den Template-Bereich (wenn in der Template vorhanden) mit
dem Ausschluss anderer Bereiche hybridisieren kann. Alternativ kann die Templatebindung mit verringerter
Starke bewirkt werden, um den Primer auf jede zweckmaflige Anzahl von bezogenen Templatesequenzen zu
erweitern, wie z. B. menschliche Leukozytantigen(HLA)-Gene oder andere aufbewahrte Gene, insbeProbere
bakterielle oder ribosomale RNA-Gene. Es kénnen Primer vorgesehen werden, bei denen die Template-Bin-
dungsbereiche Glieder eines Satzes von zufalligen Hexamersequenzen sind. Somit ist beabsichtigt, dass der
Ausdruck "eine komplementare Sequenz" alle vorstehend umrissenen Sequenzen enthalt, vorausgesetzt,
dass der Template-Bindungsbereich und die Hybridisierungsbedingungen den gewlinschten Grad von Se-
quenzunterscheidung ermoglichen. Beispielsweise kann der Template-Bindungsbereich 100, bis zu 95%, bis
90%, bis zu 85%, bis zu 80%, bis zu 75% oder bis zu 70% komplementar zu der entsprechenden Templatese-
quenz sein. Der Template-Bindungsbereich ist zweckmaRig aus 6-50 Nukleotiden wie 10-40 Nukleotiden,
15-30 Nukleotiden, insbeProbere 20-30, 17-22, 16-23 oder 15-24 Nukleotiden. Jeder der obigen Bereiche ist
ein getrenntes und unabhangiges Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung. Alles Vorstehende gilt in analoger Weise
fur den Target-Bindungsbereich des Primers unter der Voraussetzung, dass der Target-Bindungsbereich im All-
gemeinen kurzer als der Template-Bindungsbereich ist, wobei Beispiele fir zweckmafige und bevorzugte Be-
reich nachfolgend angegeben werden. Es ist darauf hinzuweisen, dass die Gesamtselektivitat des Verfahrens
nach der Erfindung in einer Allele-spezifischen oder mehrfachen allelen Weise fir den Template-Bindungsbe-
reich oder Target-Bindungsbereich unabhangig angewendet werden kann. Jede Permutation ist ein beProbe-
rer Aspekt der Erfindung.

[0014] Wie vorstehend dargelegt ist, kann, falls erwiinscht, der Target-Bindungsbereich eine nicht kopierbare
Spezies wie 2'-O-Methyl-RNA, Peptidnukleinsaure (PNA) und Varianten von diesen aufweisen. In diesem Fall
ist ein separat identifizierbarer Koppler nicht erforderlich, und es wird davon ausgegangen, dass der Tar-
get-Bindungsbereich einen Koppler aufweist, der den Template-Bindungsbereich und den Target-Bindungsbe-
reich trennt. Der Target-Bindungsbereich kann kirzer sein als diejenigen, die herkémmlicherweise flr die Hy-
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bridisierung an Amplikonen (Amplifizierungsprodukte) ausgebildet sind, da die Amplikon-Target-Wechselwir-
kungen nach dieser Erfindung einmolekular sind und daher kinetisch (und thermodynamisch) gegenuber bi-
molekularen Wechselwirkungen bevorzugt sind. Bei einem nicht beschrankenden Beispiel kann der Tar-
get-Bindungsbereich nicht mehr als 6, nicht mehr als 7, nicht mehr als 8, nicht mehr als 9 oder nicht mehr als
10 Nukleotide aufweisen.

[0015] Es ist darauf hinzuweisen, dass der Schwanz des Primers zusatzliche Nukleotide enthalten kann, die
komplementéar zu einem Teil des Template-Bindungsbereichs in dem Primer sind. Diese kénnen verwendet
werden fur eine "Feinabstimmung" der Affinitdt des Primerschwanzes fir komplementare Sequenzen.

[0016] Der Koppler trennt den Template-Bindungsbereich und den Target-Bindungsbereich. Optimale Eigen-
schaften des Kopplers kdnnen durch routinemaRige Experimente bestimmt werden. Wahrend wir nicht win-
schen, durch theoretische Betrachtungen gebunden zu sein, kann der Koppler nicht mehr als 200 Nukleotide
oder weniger wie 100 oder 50 Nukleotide aufweisen. Im Allgemeinen werden diese Bereiche nahe beieinander
gehalten, da wir glauben, dass dies eine Hybridisierung des Target-Bindungsbereichs an dem Targetbereich
beginstigen kann. Bei einem bevorzugten Aspekt weist der Koppler eine nicht amplifizierbare Einheit wie HEG
auf, allein oder mit weiteren Nukleotiden kombiniert, bevorzugterweise allein. Wenn der Template-Bindungs-
bereich und der Schwanzbereich des Primers so angeordnet sind, dass das Polymerase-vermittelte Kopieren
des Primerschwanzes verhindert wird, kann der Koppler eine direkte Bindung sein.

[0017] Gemal einem weiteren Aspekt der Erfindung sehen wir Nukleinsaureprimer entsprechend den unab-
hangigen Ansprichen 10 und 11 vor.

[0018] Der Template-Bindungsbereich und der Schwanzbereich sind vorzugsweise so angeordnet, dass der
Schwanzbereich in den PCR-Amplifizierungsprodukten einstrangig bleibt. Bevorzugter befindet sich eine Blo-
ckierungseinheit zwischen dem Template-Bindungsbereich des Primers und dem Schwanzbereich, welche
Einheit eine Polymerase-vermittelte Kettenkopierung des Schwanzbereichs der Primer-Template verhindert.
Eine beProbere Blockierungseinheit ist ein Hexethylenglykol(HEG)-Monomer. Der Target-Bindungsbereich ist
vorzugsweise so ausgewahlt, dass er an eine komplementare Targetsequenz in dem Primererweiterungspro-
dukt weniger als 200, wie weniger als 100 Basispaare, wie weniger als 50 Basispaare, wie weniger als 40 Ba-
sispaare, weniger als 30 Basispaare, weniger als 25 oder weniger 20 Basispaare wie sowenig wie 15, 10 oder
sogar 5 von einer Sequenz, die komplementar zu dem Template-Bindungsbereich in dem Primer ist, hybridi-
siert.

[0019] Die Hybridisierung des Target-Bindungsbereichs in dem Schwanz des Primers an eine komplementare
Sequenz in dem Primererweiterungsprodukt entsprechend der Target-Nukleinsaure bewirkt eine erfassbare
Anderung in dem Signalisierungssystem. Jedes zweckmaRige Signalisierungssystem kann verwendet wer-
den, mittels eines nicht beschréankenden Beispiels beziehen wir uns auf die Messung der Anderung der Fluo-
reszenzpolarisation einer fluoreszierend markierten Spezies (Europaisches Patent Nr. 0 382 433 — Zeneca Li-
mited), DNA-Bindungsproteine, Schaffung von Beschrankungsstellen in Duplex-Spezies flir Endpunkterfas-
sung, das Zusammenbringen von Elementen, um eine Targetstelle zu geben, die Aufnahme von erfassbaren
(modifizierten) dNTPs in Primererweiterungsprodukte und weitere Probenspezies. Zusatzlich kann jede
zweckmafige sequenzspezifische Spezies verwendet werden; Beispiele enthalten Einlagerungen wie wellen-
langenspezifische Einlagerungen, auch Spezies, die zur Bildung von Triplexstrukturen verwendet werden.
Zweckmalige Einlagerungen sind fiir den Fachmann offensichtlich (siehe Higuchi et al, BioTechnology, 1992,
10, 413-417).

[0020] Weitere Systeme enthalten Zweikomponentensysteme, bei denen ein Signal geschaffen oder aufge-
hoben wird, wenn die beiden Komponenten in enge Nahe zueinander gebracht werden. Alternativ wird ein Si-
gnal geschaffen oder aufgehoben, wenn die beiden Komponenten der Bindung des Target-Bindungsbereichs
folgend getrennt werden.

[0021] Beide Elemente des Zweikomponentensystems kénnen auf denselben oder unterschiedlichen Mole-
kilen vorgesehen sein. Beispielhaft befinden sich die Elemente auf verschiedenen Molekulen, wobei die Tar-
get-spezifische Bindung eines der Molekile in Lésung versetzt, was zu einem erfassbaren Signal fihrt.
[0022] ZweckmaRige Zweikomponentensysteme kdnnen auf der Verwendung von Energielibertragung ba-
sieren, z. B. zwischen einem Fluorophor und einem Quencher. Gemaf einem beProberen Aspekt der Erfin-
dung weist das Erfassungssystem ein Fluorophor/Quencher-Paar auf. ZweckmaRige und bevorzugte Anbrin-
gungspunkte fir Energietibertragungspartner kénnen durch routinemafige Experimente bestimmt werden.
Eine Anzahl von zweckmaRigen Fluorophor/Quencher-Paaren sind im Einzelnen in der Literatur aufgefiihrt (z.
B. Glazer et al, Current Opinion in Biotechnology, 1997, 8, 94-102) sowie in Katalogen wie denjenigen von Mo-
lecular Probes, Glen and Applied Biosystems (ABI). Jedes fluoreszierende Molekdl ist geeignet fur die Signa-
lisierung, vorausgesetzt, es kann durch die verfigbaren Instrumente erfasst werden. Am bevorzugtesten sind
solche, die mit dem 488 nm-Laser des ABI PRISM 7700 kompatibel sind (Fluorescein- und Rhodamin-Deriva-
te). Der Quencher muss in der Lage sein, die fragliche Farbe zu I6schen und dies kann Uber einen Fluore-
scence Resonance Engergy Transfer (FRET)-Mechanismus erfolgen, der ein zweites Rezeptorfluorophor ein-
bezieht, oder bevorzugter iber einen Kollisionsmechanismus, der einen nicht-fluorogenen Quencher wie DA-
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BCYL einbezieht, welches ein "Universeller" Quencher fiir die Fluoreszenz ist. Weiterhin ist bevorzugt, dass
die ausgewahlten Fluorophore und Quencher leicht in die Oligonukleotide aufgenommen werden kénnen, am
zweckmaligsten tber Phosphoramiditchemie. ZweckmafRige Donoren enthalten FAM, HAX und TET.

[0023] Wirfanden iberraschend, dass ohne den Einschluss eines bestimmten Quenchers der Schwanz allein
ein ausreichendes Loschen der Fluoreszenz liefern kann. Wenn der Target-Bindungsbereich an eine komple-
mentare Sequenz in dem Primererweiterungsprodukt hybridisiert, wird ein klares Fluoreszenzsignal beobach-
tet. Der optimale Punkt der Anbindung des Fluorophors kann durch routinemafige Experimente bestimmt wer-
den. Bei einem weiteren Aspekt der Erfindung weist das Signalisierungssystem ein Fluorophor auf, das an dem
Schwanzbereich des Primers angebunden ist, zweckmaRig an oder benachbart dem 5'-Ende des Primers.
Wahrend wir nicht wiinschen, durch theoretische Betrachtungen beschrankt zu werden, kann jede G-reiche
Sequenz von zumindest 5 Basispaaren wie zumindest 10 oder zumindest 15, wie zumindest 20 Basispaaren
als Quencher-Spezies verwendet werden.

[0024] Bei einem weiteren beProberen Ausflihrungsbeispiel enthalt der Primerschwanz einen interkalieren-
den Farbstoff, wobei die Hybridisierung des Target-Bindungsbereichs bewirkt, dass der Farbstoff zwischen den
Basen der doppelstrangigen DNA aufgenommen wird, und somit fluoresziert. Der Farbstoff sollte vorzugswei-
se eine geringe Fluoreszenz haben, wenn er nicht eingefligt ist, und eine starke Fluoreszenzerhéhung nach
der Einfigung. Die bevorzugten Molekile sollten wieder leicht an die Olegonukleotide anfiigbar sein durch
Festphasenchemie oder durch einfache Postsyntheseaddition.

[0025] Es ist darauf hinzuweisen, dass die Gesamtlange des Primerschwanzes im Wesentlichen bestimmt
wird durch die beabsichtigten Funktionen seiner individuellen Komponenten. Im Allgemeinen hat der Primer-
schwanz zumindest 10 Basispaare wie zumindest 20, 30, 40 oder 50 Basispaare, z. B. 10-30 oder 15-25 Ba-
sispaare.

[0026] Es ist wiinschenswert, dass alle Farbstoffe, Quencher, Koppler/Blockierer wiederholte Runden von
PCR ertragen, welche ein mehrfaches Ausgesetztsein gegeniiber hohen Temperaturen enthalten.

[0027] Bei einem bevorzugten Aspekt der Erfindung ist zumindest eine Komponente des Signalisierungssy-
tems und der Nukleinsaureprimer eine integrale Spezies.

[0028] Die Template-Nukleinsaure ist jede zweckmaRige Nukleinsaure fur die Analyse. Am allgemeinsten
wird dies DNA von einer Amplifizierungsreaktion wie der PCR sein. Dieses DNA-Target kann von einer umge-
kehrten Transkriptionsreaktion (RT) abgeleitet sein. Tatsachlich kann der Primer nach der Erfindung in der
RT-Reaktion selbst verwendet und direkt verwendet werden ohne weitere Amplifizierung. Andere in Vitro-Am-
plifizierungstechniken wie die Ligase-Kettenreaktion (LCR), OLA, NASBA und Strand Displacement Amplifica-
tion (SDA) kénnen auch geeignet sein. Es ist jedoch wichtig, dass es ein einstrangiges Zwischenglied gibt, wel-
ches dem Target-Bindungsbereich ermdglicht, an eine komplementéare Sequenz in dem Primererweiterungs-
produkt zu hybridisieren. Im Allgemeinen wird das Verfahren nach unserer Erfindung als der letzte (Erfas-
sungs-) Schritt bei den vorgenannten Verfahren verwendet. Es ist darauf hinzuweisen, dass eine Optimie-
rung/Umgestaltung erforderlich sein kann, aber die relevanten Schritte sind fir den Fachmann augenschein-
lich.

[0029] Quellen fir Nukleinsaureproben enthalten menschliche Zellen wie zirkulierendes Blut, Mundepithelzel-
len, kultivierte Zellen und Tumorzellen. Auch anderes Saugetiergewebe, -blut und kultivierte Zellen sind geeig-
nete Quellen fir Template-Nukleinsauren. Zusatzlich kénnen Viren, Bakteriophagen, Bakterien, Pilze und an-
dere Mikroorganismen die Quelle fur Nukleinsaure fir die Analyse sein. Die DNA kann genomisch sein oder
sie kann in Plasmiden, Bakteriophagen, kunstlichen bakteriellen Chromosomen (BACs), kuinstlichen Hefech-
romosomen (YACs) oder anderen Vektoren geklont sein. RNA kann direkt von den relevanten Zellen isoliert
sein oder sie kann durch in Vitro-Primen aus einem geeigneten RNA-Promotor oder durch in Vitro-Tanskription
erzeugt sein.

[0030] Die vorliegende Erfindung kann fir die Erfassung der Veranderung in genomischer DNA sein, wobei
sie menschlich, tierisch oder anderer Herkunft sein kann. Sie findet beProbere Verwendung bei der Analyse
von ererbten oder erworbenen Krankheiten oder Fehlfunktionen. Eine beProbere Verwendung ist die Erfas-
sung von ererbten Krankheiten. Es ist darauf hinzuweisen, dass die Target-Nukleinsaure direkt oder indirekt
mit der Sequenz oder dem interessierenden Bereich fur die Analyse gekoppelt ist. Bei einem bevorzugten As-
pekt wird der Primer nach der Erfindung verwendet als der gemeinsame Primer in einer PCR kombiniert mit
einem ARMS-Primer (wie z. B. in EP-B1-0 332 435 offenbart ist). Dies ist ein Beispiel der indirekten Kopplung
an die Sequenz oder den interessierenden Bereich. Alternativ wird die Sequenz oder der interessierende Be-
reich identifiziert, wenn sie/er in Wechselwirkung mit dem spezifischen Templatebereich in einer allelespezifi-
schen Weise steht, vorzugsweise als ein ARMS-Primer (siehe oben). Alternativ kann die Sequenz oder der in-
teressierende Bereich identifiziert werden durch allelespezifische Wechselwirkung mit dem Target-Bindungs-
bereich in dem Primerschwanz. Weiterhin kann die Sequenz oder der interessierende Bereich eine Kombina-
tion eines Targetbereichs und einer Template-Bindungssequenz in dem Primer sein, vorausgesetzt, dass die
Hybridisierung des Target-Bindungsbereichs in dem Primerschwanz abhangig ist von der Bildung eines Prime-
rerweiterungsprodukts.
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[0031] Zusatzlich zu der auf Genen basierenden Diagnostik der vererbbaren menschlichen Krankheit ist die
Erfindung nutzlich bei der Erfassung von Amplikons aus anderen Quellen. Eine beProbere Verwendung be-
steht in der Erfassung von ansteckenden Mitteln (Bakterien, Viren usw.) wie HIV, bei der die Kombination von
allelespezifischem Primen und alleler Unterscheidung Gber den Target-Bindungsbereich Gelegenheit bietet,
das Auftreten von beProberen Varianten von HIV in einer Viruspopulation bei einem Patienten zu tberwachen.
Andere Ansteckungsmittel, fur die quantitative Daten (gemessen durch Echtzeit-PCR) hilfreich waren, enthal-
ten das Hepatitis-C-Virus und andere.

[0032] Bei anderen medizinisch-mikrobiologischen Anwendungen ist es wichtig, in der Lage zu sein, bePro-
bere Spezien von Mikroorganismen zu erfassen und zu quantifizieren. Die Verwendung von fluroreszenten
Scorpions-Primern erleichtert dies erheblich.

[0033] Die Anwesenheit von Bakterien in Nahrungsmitteln oder anderen Produkten kann ebenfalls nitzlich
Uberwacht werden unter Verwendung der Echtzeit-PCR mit Scorpions-Fluoreszenzverfahren. Die Spezifizitat
der Probenerfassung kann modifiziert werden, um die Erfassung von verwandten Targets zu ermdéglichen oder
auszuschlielRen.

[0034] Ein beProberer Vorteil besteht darin, dass die neuen Primer nach der Erfindung nicht mit einer
100%igen Primerkonzentration verwendet werden missen, d. h., dass das Erfassungsverfahren selbst dann
gut arbeitet, wenn nur ein kleiner Anteil von neuem zu herkdmmlichem Primer verwendet wird. Wahrend wir
nicht wiinschen, durch theoretische Betrachtungen gebunden zu sein, glauben wir, dass nur wenige Prozent,
z. B. bis zu 10%, bis zu 20%, bis zu 30%, bis zu 40% oder bis zu 50% oder 60% neuer Primer verwendet wird.
Alternativ werden zumindest 50%, 60%, 70%, 80%, 90% oder 100 neuer Primer verwendet.

[0035] Der/die Primer kann/kdnnen in jeder zweckmaRigen Stufe in einer Amplifizierungsreaktion hinzugefiigt
werden, z. B. in dem letzten Amplifizierungszyklus, wobei alles, was gefordert ist, eine oder mehrere Primerer-
weiterungsreaktionen sind. Fiir homogene Erfassungssysteme ist es bevorzugt, den/die Primer am Beginn je-
des Amplifizierungsvorgangs hinzuzufligen.

[0036] Der Primerschwanz kann in einer Anzahl von unterschiedlichen Wegen ausgebildet sein, wobei das
einzige Erfordernis darin besteht, dass der Target-Bindungsbereich in dem Schwanz nach der Primererweite-
rung verfugbar ist, um mit einer komplementaren Sequenz (falls vorhanden) in dem Primererweiterungspro-
dukt zu hybridisieren. In seiner einfachsten Form ist der Primerschwanz zufallig gewunden, wenn Fluoreszen-
zerfassungsmittel verwendet werden, ist der Primer selbst geléscht vor der Hybridisierung des Target-Bin-
dungsbereichs.

[0037] Der Primer kann einen oder mehrere Bereiche von interner Hybridisierung enthalten, welche helfen,
das Signalisierungssystem in einer gegebenen Position, d. h. einer beProberen Konfiguration zu stabilisieren.
Solche(r) Bereich(e) ist/sind zweckmaRig innerhalb des Primerschwanzes angeordnet und kann/kénnen je-
weils aus zwei oder mehr Basenpaaren bestehen. Die erworbenen Konfigurationen sind nur durch praktische
Erwagungen begrenzt und kdnnen die Verwendung von einer oder mehreren Strukturen enthalten, die aus
Haarnadeln, Armen, Ellenbogen, Stdmmen, Blasen und Schleifen ausgewahlt sind. Wenn zweckmaRige Struk-
turen gefunden wurden, kénnen diese als gemeinsame Merkmale in den mit einem Schwanz versehenen Pri-
mern nach der Erfindung verwendet werden.

[0038] Der Target-Bindungsbereich kann jede zweckmalfige Anzahl von zusatzlichen Basen an seinem 5'-En-
de haben. Alle oder einige dieser zusatzlichen Basen kdnnen einen Teil von irgendeinem Bereich von interner
Hybridisierung sein.

[0039] Gemal einem weiteren Aspekt der Erfindung kann der Primer einen Aufnahmebereich aufweisen. Die-
ser kann an jeder zweckmafigen Stelle, vorzugsweise an dem Primerschwanz angeordnet sein. Der Aufnah-
mebereich kann eine zusammenhangende oder verzweigte Struktur haben (siehe Fig. 8c). Der Aufnahmebe-
reich hybridisiert an der komplementaren Sequenz auf beispielsweise einer festen Phase.

[0040] Jede zweckmaRige Template-abhangige Polymerase kann verwendet werden, dies ist vorzugsweise
ein thermostabiles Polymeraseenzym wie Taq, bevorzugter Tag Gold.

[0041] In gleicher Weise kénnen jede geeigneten Nukleosid-Triphosphate fir herkémmliche Basenpaarung
verwendet werden. Falls erforderlich, kdnnen diese fur die Fluoreszenz modifiziert werden. Da diese die Poly-
merisationsgeschwindigkeiten beeintrachtigen kbénnen, werden nur bis zu etwa 1 von 20 verwendeten dNTPs
fur die besten Ergebnisse modifiziert.

[0042] Weitere Einzelheiten von zweckmaligen Polymerasen, Nukleosid-Triphosphaten, anderen PCR-Rea-
genzien, der Primerausbildung, der Instrumente und der Verbrauchsstoffe sind gegeben in "PCR" von C. R.
Newton und A. Graham (The Introduction to Biotechniques series, zweite Ausgabe 1997, ISBN 1 85996 011
1, Bios Scientific Publishers Limited, Oxford). Weitere Informationen kénnen gefunden werden in "Laboratory
protocols for mutation detection”, herausgegeben von UIf Landegren, veréffentlicht durch die Oxford University
Press, Oxford, 1996, ISBN 0 190 857795 8.

[0043] Die Erfindung wird nun weiterhin illustriert durch die folgende nicht beschrankende beProbere Be-
schreibung, in der die mit einem Schwanz versehenen Primer nach der Erfindung als Scorpions-Primer be-
zeichnet werden.
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[0044] Die Ausbildung von Scorpions-Primern kann bekannten Richtlinien fir PCR-Amplimer folgen; das
3'-Ende des Scorpions-Primers und/oder der Target-Bindungsbereich kann direkt beispielsweise von einer be-
stehenden PCR- oder ARMS-Probe genommen werden.

[0045] Target-Bindungsbereiche sind typischerweise etwa 17 Basen (DNA), obgleich (abhangig von der Tem-
peratur, bei der die Messungen durchgefiihrt werden) kiirzere (6 bis 10 Basen) Target-Bindungsbereiche ver-
wendet werden kénnen. In diesem Zusammenhang ist festzustellen, dass nicht natirliche Nukleinsauren wie
PNA oder 2'-O-Alkyl-RNA (insbeProbere 2'-O-Methyl-RNA) nitzlich sind, da sie hdhere Tms haben, wenn sie
an ihre Targets gebunden sind. Der Abstand auf einem DNA-Strang zwischen dem Amplicon-Bindungsbereich
und seiner komplementaren Sequenz innerhalb des Amplicon kann so klein wie 30 Basen (das ist direkt an-
grenzend an den Primerbereich) oder kann so grol3 wie etwa 200 — 300 Basen sein. Es wird erwartet, dass der
Wirkungsgrad der einmolekularen Wechselwirkung abnimmt, wenn dieser Abstand zunimmt.

[0046] Wenn Stammbereiche verwendet werden, kdnnen sie im Bereich von 2 Basen (insbeProbere niitzlich
fur 2'-O-Methyl-RNA oder PNA) bis etwa 6, 8, 10 oder mehr Basen liegen. Das Gleichgewicht zwischen der
Stammlange und der Amplicon-Bindungslange ist wichtig: der Proben-Targetkomplex sollte eine starkere (ne-
gativere) AG (freie Energie) haben als das Stammduplex bei der Versuchstemperatur.

[0047] Jede Polymerisations-Blockierungsgruppe wie die in unserem EP-B1-0 416817 (Zeneca Limited) be-
schriebene ist geeignet. Jedoch bevorzugen wir, dass sie leicht durch Festphasen-Oligonukleotidchemie auf-
genommen werden sollte und auch ein Substrat fir eine weitere Erweiterung nach derselben Chemie bilden
sollte. ZweckmaRige Beispiele enthalten Hexethylenglykol (HEG)- und Tetraethylenglykol (TEG)-Phosporami-
dite.

[0048] Der Bereich von Prifungen, die unter Verwendung der Scorpions-Primer durchgefihrt werden kénnen,
ist weit. Die Erfassung kann beispielsweise nach der PCR-Amplifizierung und bei Raumtemperaturen bewirkt
werden, da die einmolekularen Hybridisierungsvorgange rasch erfolgen und fir langere Perioden (zumindest
Uber Nacht) stabil sind. Weiterhin sind positive Fluoreszenzsignale so hoch und Hintergrundstérungen so nied-
rig, dass die Fluoreszenz mit dem Auge bei zweckmafiger Beleuchtung und bei Umgebungstemperatur beo-
bachtet werden kann. Dies sind bedeutsame Vorteile.

[0049] Wenn eine allele Unterscheidung als ein Endpunkt verwendet wird, kann dies die Verwendung einer
Temperatursteuerung erfordern, um ein fehlangepasstes Target selektiv zu destabilisieren.

[0050] Die Scorpions-Primer nach dieser Erfindung sind beProbers geeignet fir Echtzeit-Prifungen, da die
Signalerzeugung schnell ist und nur eine einmolekulare Wechselwirkung erfordert. Zusatzlich sind Hinter-
grundstérungen niedrig und die Signale sind hoch, was eine grofRe Flexibilitat bei der Ausbildung der Prifung
ermdglicht. Eine kontinuierliche Uberwachung der Fluoreszenz durch PCR ist mit der zweckmaRigen Ausstat-
tung maglich.

[0051] Scorpions-Primer haben auch wesentliche Vorteile fir in-situ-Techniken wie der in-situ-PCR (ISPCR)
und der geprimten in-situ-Synthese (PRINS). Nur Primereignisse, die das gewlinschte Produkt erzeugen, er-
geben ein Signal, und dies liefert wesentliche Vorteile gegeniiber anderen Techniken zum Erfassen von Pro-
dukten innerhalb einer Zelle.

[0052] Es ist allgemein wiinschenswert, die Scorpions-Primer am Beginn der Reaktion einzufligen und die
Fluoreszenz in dem geschlossenen Rohr (homogen) entweder kontinuierlich oder post-PCR zu messen. Alter-
nativ kann der Scorpions-Primer in einer spateren Stufe der Amplifizierung hinzugefiigt werden; das einzige
Erfordernis besteht darin, dass der Scorpions-Primer einer einzelnen Erweiterungsrunde unterzogen wird und
das einmolekulare Schwanz/Target-Duplex erzeugt.

[0053] Bei Verwendung geeigneter Signalisierungssysteme (z. B. unterschiedliche Fluorophore) ist es mog-
lich, die Ausgangssignale von mehreren Scorpions-Primern in einer einzigen Reaktion zu kombinieren (Multi-
plex). Die Anzahl von Primern, die verwendet werden kénnen, ist nur durch experimentelle Erwagungen be-
grenzt.

[0054] Wir offenbaren jetzt die folgenden nicht beschrankenden Ausfiihrungsbeispiele:

Fluorphor/Quencher-Ausfiihrungsbeispiel

[0055] Siehe Fig. 1. Das Léschen (Quenchen) wird erreicht durch das zuféllige Falten des Schwanzes, das
das Fluorophor/Quencher(F/Q)-Paar zufallig in die Nahe bringt (Fig. 2). Um dieses Quenchen zu maximieren,
ist es bevorzugt, aber nicht wesentlich, das Fluorophor in der Mitte des Molekiils zu haben, wobei der Quen-
cher am 5'-Ende ist. Das Signal "Einschalten" ist durch denselben Verlust des Quenchens bewirkt durch die
Hybridisierung der Probe (Fig. 3). Bei diesem Ausfiuihrungsbeispiel ist es nicht kritisch, dass F und Q an ent-
gegengesetzten Enden der Probe sind, und es kann vorteilhaft sein, sie innerhalb des Probenbereichs enger
zusammen anzuordnen. Es ist dennoch wichtig, die Target-Bindungsfunktion des Schwanzes nicht zu zerst6-
ren durch Einfihrung volumindser, keine Basenpaare bildender Elemente, aber sowohl Fluorophor als auch
der Quencher kénnten auf Uracil-Monomeren eingefiihrt werden, wodurch Thymidine in der Probe ersetzt wer-
den. Wir glauben, dass dieses Ausflihrungsbeispiel am besten als ein Amplikon-Detektor arbeiten kann.
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Einfligungs-Ausflhrungsbeispiel

[0056] Bei diesem Ausfiuhrungsbeispiel ist die Ausbildung des Scorpion-Primers weiter vereinfacht, da kein
Quencher einbezogen ist. Statt dessen tragt der Schwanz einen interkalierenden Farbstoff, der in der Lage ist,
zwischen den Basen eines doppelstrangigen Nukleinsduremolekiils eingefiigt zu werden, worauf er stark flu-
oreszierend wird. Auf diese Weise wird eine sequenzspezifische Einflugung erzielt (Fig. 4a, b). Im Gegensatz
zu dem bei dem vorhergehenden Ausflhrungsbeispiel beschriebenen "Kein-Stamm"-Verfahren wird das inter-
kalierende Fluorophor besser an dem 5'-Ende des Scorpions-Molekils oder als ein interner Teil der Schleife
angeordnet. Das interne Falten innerhalb des Primers ist am besten minimiert, um die Abwesenheit von dop-
pelstrangiger DNA sicherzustellen, die dann eingefigt werden kann, was zu einem hohen Hintergrundrau-
schen fuhrt. Wenn der Farbstoff innerhalb des Schleifenbereichs des Molekils angeordnet ist, kann es mdglich
sein, eine Haarnadelstruktur zu haben (was die Allele-Spezifizitat der Hybridisierung vergréfiern wirde). Der
verwendete Farbstoff ist vorzugsweise nicht ein Standardfluorophor Probern eher ein eingefligtes Mittel mit ge-
ringer Fluoreszenz in Abwesenheit eines doppelstrangigen Targets und einer starken Vergréf3erung, wenn er
eingefugt ist. Geeignete Fluorophore enthalten die Zyaninfarbstoffe, die von Molecular Probes entwickelt wur-
den, Ethidium Bromid, Acridin und andere. Es kann erforderlich sein, dass die Farbstoffe modifiziert werden,
um ihre sichere Anbindung an den Scorpions-Primer oder die Aufnahme Uber Phosphoramidid (Festpha-
sen)-Chemie sicherzustellen.

FRET-Ausfuhrungsbeispiel

[0057] Bei dieser Modifikation des Grundsystems bilden die verwendeten Farbstoffe ein Energielibertra-
gungspaar. Einer der Farbstoffe ist nahe dem 3'-Ende des Target-Bindungsbereichs positioniert, wahrend sich
der andere nahe dem 3'-Ende des Amplikon-Bindungsbereichs befindet (siehe Fig. 5a, b). Die Probe muss
sehr nahe an dem Primer hybridisieren, wodurch das FRET-Paar zusammengebracht wird und ein verstarktes
Fluoreszenzsignal erzeugt wird.

Kein-Quencher-Ausfiihrungsbeispiel

[0058] Ein Fluorophor ist an den Schwanz des Scorpions-Primer angebunden (siehe Fig. 6(a), (b) & (c)). Die
zufallige Faltung des Scorpion-Primers um das Fluorophor herum ergibt ein ausreichendes Quenchen des Flu-
orophors. Wir glauben, dass dies hauptsachlich aufgrund des Nukleotids Guanylsaure erfolgt. Um das Quen-
chen zu maximieren, ist es bevorzugt, aber nicht wesentlich, dass das Fluorophor in oder um die Mitte des Pri-
mers ist, mit ausreichender zusatzlicher DNA, um wirksam zu quenchen. Der Quenchwirkungsgrad ist abhan-
gig von der Sequenz der umgebenden DNA. Die Bindung des Target-Bindungsbereichs des Schwanzes an
dem Targetbereich andert die Struktur der DNA ausreichend, um dieses Quenchen zu beseitigen. Wir bevor-
zugen dieses Ausflihrungsbeispiel als ein Amplikon-Detektor.

Bimolekulares Ausfihrungsbeispiel

[0059] Das Fluorophor und der Quencher kdnnen auf zwei getrennten, aber komplementaren Molekulen ein-
gefuhrt werden (Fig. 7a). Das Fluorophor und der Quencher kdnnen an jeweils einem Ende der Probe oder
der komplementaren Strange sein, vorausgesetzt, dass die Hybridisierung der beiden Strange das Fluoro-
phor/Quencher-Paar in enge Nahe bringt. Nach einer Runde der Denaturierung, des Glihens und der Erwei-
terung bleibt das Fluorophor gequencht, wenn sich die bimolekulare Einheit wieder bildet (Fig. 7b). Der
Nicht-Scorpion, freie Strang ist im Uberschuss, um sicherzustellen, dass diese bimolekulare Wechselwirkung
stattfindet und aus diesem Grund ist bevorzugt, dass dieses Molekil den Quencher tragt, um Hintergrundsto-
rungen zu minimieren. Jedoch nach einer weiteren Runde der Denaturierung und des Glihens bildet sich der
selbstpriifende Strang (Fig. 7c) und der freie Quencher (oligo) ist nicht in der Lage, kinetisch oder thermody-
namisch mit diesem Ereignis zu konkurrieren, was zu einer Zunahme der Fluoreszenz fihrt.

[0060] Falls erforderlich, kann eines der Molekiile eine sekundare Struktur wie eine Haarnadelstruktur aufwei-
sen, um die Anbindung von z. B. Mehrquencher-Spezies fiir ein wirksameres Quenchen eines Fluorophors auf
dem anderen Molekil zu ermdglichen.

Aufnahmeprobe-Ausflihrungsbeispiel
[0061] Zusatzlich zu den vorstehend diskutierten Ausfiihrungsbeispielen kénnen Amplikons beProbers auf-
genommen und geprft werden unter Verwendung desselben nicht amplifizierbaren Schwanzes (siehe Fig. 8a

& 8b). Bei einem weiteren beProberen Ausfihrungsbeispiel sind die Aufnahme und die Schwanzsequenzen
vorgesehen als nicht zusammenhangende Merkmale, d.h. zusammen mit dem Template-Bindungsbereich bil-
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den sie eine verzweigte Primerstruktur (siehe Fig. 8c). Nach der Amplifizierung kann das Amplikon auf einer
festen Oberflache aufgenommen werden, wahrend die Signalerzeugung amplikonspezifisch bleibt. Alternativ
kénnen die Aufnahmesequenzen und das Signalisierungssystem an den entgegengesetzten Enden des Am-
plikons sein. Auf diese Weise kdnnen generelle "Chips" mit denselben Aufnahmesequenzen verwendet wer-
den, um viele verschiedene Targets zu analysieren — die Aufnahmebereiche bleiben unverandert, wahrend der
Amplifizierer und die Probenelemente sich andern.

Stamm-Ausfuhrungsbeispiel

[0062] Bei diesem Ausfiihrungsbeispiel weist der Primerschwanz selbstkomplementare Stamme auf (auch
DNA, RNA, 2'-O-Methyl-RNA, PNA und ihre Varianten), die den Amplikon-Bindungsbereich flankieren und die
ein Fluorophor/Quencher-Paar tragen, derart, dass eine Haarnadelformation durch die beiden Stamme das
F/Q-Paar zusammenbringt was bewirkt, dass die Fluoreszenz im Wesentlichen gequencht wird ("aus"). Das
Fluorophor und der Quencher kdnnen jeweils auf einem Arm angeordnet sein, abhangig von der Bevorzugung
oder der Einfachheit des Kunststoffs; wir bevorzugen, dass der Quencher auf dem 3'-Armist (d. h. benachbart
dem Blockierer in der Mitte des Molekuls).

[0063] Bei hohen Temperaturen wird der Stammduplex unterbrochen und das Fluorophor ist nicht gequencht
(d. h. "ein" Fig. 9a); bei niedrigeren Temperaturen bildet sich jedoch der Stammduplex und die Fluroreszenz
ist im Wesentlichen aus (Fig. 9b).

In einem Amplifizierungszyklus

[0064] Nach anfanglicher Denaturierung, Glihen und Erweiterung weist das Scorpions-Amplikon einen Be-
reich auf, der komplementar zu dem Schleifenbereich an seinem 5'-Ende ist (Fig. 10a). Nach einer zweiten
Runde der Denaturierung (Fig. 10b) und des Glihens hybridisiert der Schwanz an dem neu zusammengesetz-
ten Bereich mit groRem Wirkungsgrad (eine einmolekulare Wechselwirkung) und die Fluoreszenz bleibt unge-
quencht (Fig. 10c). Nicht erweiterte Primer fahren jedoch fort, ihre gequenchte Struktur zu bilden. Unterdessen
hat der "umgekehrte" Primer an demselben Strang hybridisiert und die Synthese geht weiter. Wir glauben, dass
der Schwanz (zumindest teilweise) durch die Tag-Polymerase versetzt wird und der Rest leicht wegschmilzt,
da die Proben kurz sind. In dieser Stufe beendet die Tag-Polymerase die Synthese dieses Stranges, bis sie
auf den Amplifizierungsblockierer trifft. Da die Signale stark sind und die Primfunktion identisch mit der
Nicht-Scorpionsvariante ist, missen nicht alle Primer in der Scorpions-Form sein. Tatsachlich haben wir starke
Signale erhalten, wenn 10% oder weniger des Primers in der Scorpions-Form waren. Dies ermdglicht kosten-
glnstigere Reaktionen und ermdglicht auch den Ausgleich von Signalstarken, wenn zwei unterschiedliche Flu-
orophore verwendet werden.

[0065] Die Scorpions-Primer nach der Erfindung kdnnen anstelle von herkbmmlichen Amplifizierungsprimern
wie PCR-Primern verwendet werden und es wird nicht erwartet, dass sie ihre Amplifizierungsfunktion stéren.
Bei einer Zweirohr-ARMS-Prifung (normal und mutant) kann der Scorpions-Primer zweckmafig der gemein-
same Primer sein (Fig. 11a), mit der Erzeugung des Signals in Abhangigkeit von der ARMS-Amplifizierung.
[0066] Jedoch ist es in gleicher Weise lebensfahig, die SignalisierungsgréRe auf den ARMS-Primern anzu-
ordnen. Jeder ARMS-Primer kann mit unterschiedlichen Fluorochromen (F1, F2) markiert werden, wodurch
eine Einrohr-Genotypisierung (STG) ermoglicht wird — d. h., beide Reaktionen laufen in demselben Rohr ab
und die Amplikons werden durch ihre charakteristische "Farbe" unterschieden (Fig. 11b). Alternativ kann die
Signallisierungsgrofie die allele Spezifizitat tragen (siehe Beispiel 2): die Primer sind Standardprimer (nicht
ARMS) und zwei unterschiedliche Probensequenzen zum Anpassen der beiden allelen Varianten werden auf
zwei Varianten von einem der Primer eingefuhrt (Fig. 12a, b). Es wurde gefunden, dass Proben, die Haarna-
deln bilden kénnen, in der Abwesenheit eines Targets bessere Unterscheidungen von Einzelbasen-Fehlanpas-
sungen geben als die Versionen derselben Proben ohne Schwanz. Bei einer anderen Demonstration kénnen
Proben fir jede Variante auf jedem der beiden Amplimere eingefiihrt werden (Fig. 12¢, d), wodurch unter-
schiedliche Strange der Reaktion gepriift werden. Schliellich sind Kombinationen dieser Ideen mdglich. Ein
Subsatz von Scorpions-Primern kann fir eine allele Unterscheidung verwendet werden, wahrend andere Pri-
mer in derselben Mischung als Kontrollproben wirken kénnen, um das Amplikon selbst zu erfassen ( Fig. 12e).
Eine Unterscheidung zwischen diesen Ereignissen wird erreicht entweder durch Fluoreszenzwellenlange oder
alternativ durch die Verwendung von Probenelementen mit demselben Fluorophor aber unterschiedlichem
T.s, die dann unterschieden werden kénnen durch Messen der Fluoreszenz lber einen Temperaturbereich.
[0067] Die Erfindung wird nun illustriert, aber nicht beschrankt durch Bezugnahme auf die folgenden Figuren
und Beispiele, in denen:

[0068] Fig. 1 zeigt die grundsatzlichen Merkmale einer herkdmmlichen Primerausbildung, wobei der Templa-
te-Bindungsbereich durch den schattierten Pfeil angezeigt ist, der Schwanzbereich eine Blockierungsgruppe
aufweist, die durch H angezeigt ist, und auch ein Quencher und ein Fluorophor gezeigt sind, und der Tar-
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get-Bindungsbereich in dem Bereich ist, der durch die ausgezogene Linie zwischen dem Quencher und dem
Fluorophor angezeigt ist.

[0069] Fig. 2 zeigt das durch zufallige Windung des Schwanzes erzielte Quenchen, bei dem der Schwanz das
Fluorophor/Quencher-Paar in enge Nahe bringt.

[0070] Fig. 3 zeigt die Hybridisierung des Target-Bindungsbereichs an eine komplementare Sequenz in dem
Primererweiterungsprodukt entsprechend dem Targetbereich.

[0071] Fig. 4(a) zeigt den Einschluss eines interkalierenden Fluorophors (IF) in dem Schwanz des Primers
und die Primererweiterung auf einer Probentemplate, (b) zeigt die Interkalierung nach der Hybridisierung des
Target-Bindungsbereichs an einer komplementaren Sequenz in dem Primererweiterungsprodukt entspre-
chend dem Targetbereich.

[0072] Fig. 5(a) zeigt die Verwendung von Farbstoffen (R & F), die in dem Primer aufgenommen sind und die
ein Energielibertragungspaar bilden, (b) zeigt ihre relative Position nach der Hybridisierung.

[0073] Fig. 6(a) zeigt die Verwendung eines Primers mit einem einzelnen Fluorophor (F), das an das 5'-Ende
angebunden ist, eine Blockierungsgruppe (H) ist gezeigt und der Target-Bindungsbereich ist durch den Pfeil
nach rechts angezeigt, (b) zeigt die zufallige Windung und das Quenchen des Fluorophors in Lésung, und (c)
zeigt die Hybridisierung eines Target-Bindungsbereichs nach der Primererweiterung.

[0074] Fig. 7(a) zeigt das bimolekulare Ausfiihrungsbeispiel der Erfindung, das Fluorophor und der Quencher
sind auf getrennten Spezies vorgesehen, in (b) ist der Primer auf derselben Template erweitert, und in (c) ist
die Trennung des Fluorophors und des Quenchers bei der Hybridisierung des Target-Bindungsbereichs ge-
zeigt.

[0075] Fig. 8(a) zeigt das Aufnahmeprobe-Ausflihrungsbeispiel der Erfindung, in (b) sind Amplikons auf einer
festen Phase aufgenommen und geprift unter Verwendung desselben nicht amplifizierbaren Schwanzes, in
(c) weist der Primer eine verzweigte Struktur des Schwanzes und der Aufnahmesequenzen auf.

[0076] Fig. 9 zeigt das Stamm-Ausfiihrungsbeispiel nach der Erfindung, (a) bei hohen Temperaturen ist der
Stammduplex unterbrochen und das Fluorophor ist ungequencht, d.h. "ein"; (b) bei niedrigeren Temperaturen
bildet sich jedoch der Stammduplex und die Fluoreszenz ist im Wesentlichen aus.

[0077] Fig. 10 zeigt den Primer, wie er in einem Amplifizierungszyklus verwendet wird; (a) nach anfanglicher
Denaturierung, Glihen und Erweitern, weist das Scorpions-Amplikon einen Bereich komplementar zu dem
Schleifenbereich an seinem 5'-Ende auf; (b) nach einer zweiten Runde der Denaturierung und des Glihens
hybridisiert der Schwanz (¢) zu dem neu zusammengesetzten Bereich mit hohem Wirkungsgrad (eine einmo-
lekulare Wechselwirkung) und die Fluoreszenz bleibt ungequencht (Fig. 10c). Nicht erweiterte Primer jedoch
fahren fort, ihre gequenchte Struktur zu bilden.

[0078] Fig. 11 zeigt die Verwendung des Primers als (a) einen gemeinsamen Primer bei einer Zwei-
rohr-ARMS-Prifung und (b) als allelspezifische Primer "a" und "b" bei einer Einzelrohr-ARMS-Prifung.
[0079] Fig. 12 zeigt die Verwendung des Primers, bei der die Hybridisierung des Target-Bindungsbereichs in
einer allelspezifischen Weise erfolgt, in (a) gibt die Primererweiterung ein Produkt entsprechend dem Allel "a"
oder "b", in (b) ist die Hybridisierung allelspezifisch oder fehlangepasst, in (c) und (d) sind Proben fir jede Va-
riante auf jedem der beiden Amplimere vorgesehen, wodurch unterschiedliche Strange der Reaktion geprift
werden, und in (e) kénnen unterschiedliche Primer in derselben Mischung flr eine allele Unterscheidung und
als Kontrollprimer fir eine Amplikonerfassung verwendet werden.

[0080] Fig. 13 zeigt eine Echtzeit-Erfassung der Amplifizierung, das Fluoreszenzsignal wird erzeugt bei der
Hybridisierung eines angepassten Target-Bindungsbereichs im Gegensatz zu einem fehlangepassten Target.
[0081] Fig. 14 zeigt eine Allelunterscheidung, das fluoreszente Signal wird erzeugt bei Hybridisierung eines
angepassten Target-Bindungsbereichs im Gegensatz zu einer Nichttemplate-Kontrolle und einem fehlange-
passten Target.

[0082] Fig. 15 zeigt eine Primertitration, das fluoreszente Signal wird erzeugt bei Hybridisierung eines ange-
passten Target-Bindungsbereichs im Gegensatz zu einem fehlangepassten Target. Die folgenden Anteile von
Scorpion-Primer wurden verwendet: (a) 100%), (b) 80%, (c) 50%, (d) 20% und (e) 10%.

[0083] Fig. 16 zeigt eine Heteroplasmie-Analyse, wobei verschiedene Mischungen von C-Homozygot und
A-Homozygot wie gezeigt verwendet wurden und Messungen nach 40 Zyklen der PCR durchgefihrt wurden.
[0084] Fig. 17 zeigt einen Vergleich zwischen dieser Erfindung und einem bimolekularen Aquivalent. In (a)
zeigen fehlangepasste Targets keine merkliche Amplifizierung, in (b) und (c) wird ein erhebliches allelspezifi-
sches Signal nur bei den angepassten Scorpions-Primern erzeugt. In Fig. 17 sind unter Verwendung von Scor-
pions-Primern erhaltene Ergebnissen als Dreiecke und Kreuze gezeigt.

[0085] Fig. 18 zeigt die Verwendung des Kein-Quencher-Ausfiihrungsbeispiels nach der Erfindung, ein fluo-
reszentes Signal wird erzeugt bei Hybridisierung eines angepassten Target-Bindungsbereichs im Gegensatz
zu einer Keine-Template-Steuerung.

[0086] Fig. 19 zeigt, dass eine zufallige Windung eines Primers nach der Erfindung ausreichend ist, um das
Fluorophor und den Quencher zusammenzubringen.

[0087] Fig. 20 zeigt das bimolekulare Ausfiihrungsbeispiel nach der Erfindung, wobei unterschiedliche Men-
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gen von Quencher-Oligonukleotid hinzugefiigt wurden, (a) keine, (b) 0,5 uM, (c) 2 uM und (d) 20 uM.
[0088] Fig. 21 zeigt (a) den Anteil von frei schwebendem Quencher zu dem Scorpions-Primer, d. h. 40X, 4X,
1X bzw. 0X, und (b) die Wirkung bei Fehlen eines Quenchers.

Beispiele
Materialien
Primer/Scorpions-Primer:

B2098-BRCA-Scorpions: FAM-
CGCACGATGTAGCACATCAGAAGCGTGCG-MR-HEG-
TTGGAGATTTTGTCACTTCCACTCTCAAA

[0089] Die unterstrichenen Bereiche sind die Haarnadelbildungsteile, FAM ist der Fluorescein-Farbstoff, MR
ist ein nichtfluorogenes Fluorophor, das an ein Uracil angebunden ist, HEG ist das replikationsblockierende He-
xethylenglykol-Monomer. Die Probe ist der "C-Variante" des BRCA2-Polymorphismus angepasst und der
"A-Variante" nicht angepasst.

R186-98: Aquivalenz ohne Schwanz von B2098:

TTGGAGATTTTGTCACTTCCACTCTCAAA

[0090] R187-98: Entgegengesetzter Primer zu R186-98 und den aquivalenten Scorpions.
Z3702: das Probensegment der Scorpions B2098:

FAM-CGCACGATGTAGCACATCAGAAGCGTGCG-MR

[0091] Template-DNA: Vorher genotypisierte DNA, die durch Proteinase K und Phenol/Chlorophorm-Extrak-
tion hergestellt wurde, wurde mit 50 ng pro 50 pl-Reaktion verwendet. Genotypen waren typischerweise ein
homozygotes A/A, ein homozygotes C/C und ein heterozygotes (A/C).

[0092] Puffer (1 x): 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 1,2 mM oder 3,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, dNTPs (jeweils bei 100
pM), Gelatine bei 0,01 (w/v).

[0093] Enzyme: AmpliTag Gold (Perkin-Elmer/ABI) war in der Reaktionsmischung mit 2 Einheiten/50 pl-Re-
aktion enthalten.

Beispiel 1
In Echtzeit erfasste Amplifizierung

[0094] Um das Leistungsvermdgen eines Scorpions-Primers in einer homogenen Amplifizierungsreaktion zu
Uberwachen, wurde eine PCR durchgefihrt unter Verwendung von Primern, die einen Polymorphismus in dem
BRCA2-Gen flankieren. Die gewahlte Targetsequenz wurde vorher verwendet fur eine allele Unterscheidung
der beiden Varianten, aber war zu kurz fir eine Echtzeit-Erfassung (die Probe hybridisierte nicht bei 60°C — der
niedrigsten Temperatur in dem Thermozykluslauf). Die (oberer Strang) Probeneinheit wurde synthetisiert als
Teil eines unteren Strangprimers mit einer Blockierung HEG zwischen den beiden Funktionalitaten. Die Tar-
get-DNA konnte ausgewahlt werden, um ein Amplikon zu erzeugen, das der Probe angepasst oder nicht an-
gepasst ware.

[0095] Reaktionsbedingungen: Nach der Zugabe von Template-DNR wurden die Rohre versiegelt und Reak-
tionen wurden zyklisch durchgefihrt unter den folgenden Bedingungen: 20 min. bei 94°C, um das Amplitaq
Gold zu aktivieren; und 40 Zyklen {94°C wahrend 45 s, 60°C wahrend 45 s}. Die Reaktionen wurden in einer
ABI PRISM 7700 Fluoreszenz-PCR-Maschine durchgefihrt.

[0096] Ergebnisse: Siehe Fig. 13. Es ist sehr klar, dass, wenn sich das Amplikon akkumuliert, ein fluoreszen-
tes Signal erzeugt wird. Es gibt mehrere Fluoreszenzmessungen zu jedem Zeitpunkt, und die scharfe, schritt-
weise Natur des Signalanstiegs reflektiert die schnelle Erzeugung des Probe/Target-Duplex in dem frihen Teil
der Thermozyklus-Verweilzeit. Dies ergibt sich aufgrund der einmolekularen Art der Wirkung eines Scorpi-
on-Primers, wodurch die sofortige Erkennung eines zweckmaRigen Amplikons ermdglicht wird.
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Beispiel 2
Allele Unterscheidung

[0097] Materialien und Verfahren wie vorstehend.

[0098] Ergebnisse: Siehe Fig. 14. Bei diesem Experiment war die Probe den Amplikons bei der polymorphen
Basis angepasst oder nicht angepasst. Beide Amplifizierungen waren gleichermalfien wirksam (wie betrachtet
durch Agarosegels [Ergebnisse sind nicht gezeigt ), aber das angepasste Produkt wurde viel leichter erfasst
als das nicht angepasste. Dies illustriert die starke Spezifizitit des Systems selbst herunter bis zu einer Ande-
rung einer Einzelbase in dem Amplikon.

Beispiel 3
Primertitration

[0099] Materialien und Verfahren, sie vorstehend. Titration des Primers B2098 mit seinem Aquivalent ohne
Schwanz (R186-98) war von 100% Scorpions bis 10% Scorpions; Gesamtprimer war konstant bei 500 nM.
[0100] Ergebnisse: Siehe Fig. 15. Bei allen Verhaltnissen von Scorpions: Primer ohne Schwanz waren die
Reaktionen klar erfassbar mit dem ABI 7700. Tatsachlich war der Ct (der Punkt, an dem das Signal einen
Schwellenwert oberhalb "Hintergrund" kreuzt) identisch ungeachtet des Verhaltnisses von Scorpions zu Primer
ohne Schwanz, was dieselben Pegel des Primwirkungsgrades iber die Reihe anzeigt. Die einzige Variable war
das absolute Fluoreszenzsignal (wie zu erwarten war). Der Wirkungsgrad dieses Systems ist in einem markier-
ten Kontrast zu verfligbaren Verfahren, bei denen héhere Konzentrationen der Probe erforderlich sind, um ge-
netisch das bimolekulare Priifungsereignis durchzufiihren.

Beispiel 4
Endpunktmessungen
[0101] Materialien und Verfahren: Reaktionen wurden durchgefihrt wie vorstehend, aber wurden bei zwei un-
terschiedlichen Magnesiumkonzentrationen (1,2 und 3,5 mM) ausgefiihrt. Die DNAs aller drei Genotypen und
eine Kein-Template-Steuerung (NTC) wurden durchgefiihrt und die Fluoreszenz wurde vor und nach der Am-
plifizierung gemessen. Die Fluoreszenzzahlen sind das Mittel von zumindest sechs getrennten Messungen

von Duplikatproben.

Ergebnisse

Probe CcC AC AA NTC

Mg 1,2 3,5 1,2 3,5 1,2 3,5 1,2 3,5
Vorher 6396 | 3706 |[5700 | 2958 | 6157 | 3299 | 6257 | 3685
Nachher 12144 | 103168614 | 6140 | 6818 | 4641 | 6616 | 4453
Anderung | 5748 6610 | 2914 | 3182 | 661 1342 | 359 768

[0102] Fluoreszenzmessungen erhdhten sich durch das PCR in einer targetabhangigen Weise. Tatsachlich
sind die fur Heterozygote erzeugten Signale ungefahr die Halfte von denjenigen fir die CC-Homozygote, und
dies kann nitzlich sein fur die Genotypisierung auf eine einfache Weise oder flir die Analyse von Heteroplas-
mie, bei der sich die Allelverhaltnisse starker verandern als 100 : 0, 50 : 50 oder 0 : 100. Zusétzlich waren die
fur nicht angepasste Targets erzeugten Signale ahnlich den Hintergrundpegeln, was zeigte, dass obgleich eine
Amplifizierung stattgefunden hat, die Probe nicht wirksam hybridisierte, wenn nicht eine perfekte Anpassung
vorlag. Die Erhdhung der Magnesiumkonzentration verringerte diesen Unterschied, aber stellte auch sicher,
dass der Hintergrund niedriger war, vermutlich durch Férdern der Hybridisierung im Allgemeinen.

[0103] Zusatzlich zu der Beobachtung dieser Signalanderungen durch Fluorometer konnte eine erhéhte Flu-
oreszenz erfasst werden durch visuelle Untersuchung des Ricklichts der Rohre durch eine UV-Durchleuch-
tungsvorrichtung. Dies ist eine bemerkenswerte Beobachtung, da der FAM-Farbstoff ein Erregungsoptimum
bei 490 nm hat, wahrend die UV-Zelle bei ~330-360 nm beleuchtet. Dies bedeutet, dass die Fluoreszenzaus-
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beute weit vom Optimalen entfernt war und durch die Verwendung geeigneterer Wellenlangen erheblich ver-
bessert werden kann.

Beispiel 5
Analyse der Heteroplasmie durch Scorpions

[0104] Reaktionen wurden wie bei Beispiel 4 durchgefiihrt, aber die Template-DNA war eine Standardmenge
mit sich &ndernden Mischungen von C-Homozygot zu A-Homozygot: 100% : 0%, 90 : 10, 50 : 50, 10 : 90, O :
100 und NTC. Nach 40 Zyklen der PCR wurden FAM-Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt und NCT von je-
dem Messwert subtrahiert. Die Daten sind in Fig. 16 gezeigt.

Beispiel 6
Vergleichendes Leistungsvermogen von Scorpions

[0105] Um das relative Leistungsvermégen von Scorpions gegeniiber einem bimolekularen Aquivalent zu un-
tersuchen, wurden dasselbe Amplikon und Probensequenzen in jedem Format verwendet. Das bimolekulare
Format bildete 500 nM jeweils von Primern R186-98 und R187-98, plus 500 nM Molecular Beacon /3702, wah-
rend die einmolkulare Version B2098 und R187-98 jeweils mit 500 nM enthielt. Andere Reaktionsbestandteile
waren identisch mit vorhergehenden Experimenten (mit 1,2 mM Mg) und der Vorgang erfolgte tber 40 Zyklen
wie vorstehend. Die Ergebnisse dieser Amplifizierungen in Echtzeit mit Targets, die homozygotes C, homozy-
gotes A oder heterozygotes A/C sind, sind in Fig. 17 gezeigt. Es ist klar ersichtlich, dass keine wesentliche
Amplifizierung Uber den Hintergrund fir die Reaktionen mit einer bimolekularen Probenart stattfand, wahrend
im Wesentlichen allelspezifische Signale bei den Scorpions-Reaktionen erzeugt wurden. Es ist darauf hinzu-
weisen, dass der endguiltige Signalpegel flr das Heterozygot die Halfte von dem war, der bei der homozygoten
C-Amplifizierung erzeugt wurde. Dieses Experiment illustriert die wesentlichen kinetischen Vorteile der einmo-
lekularen Hybridisierung nach dieser Erfindung.

Beispiele 7 und 8

Ausfuhrungsbeispiel mit zufalliger Windung und bimolekulares Ausfiihrungsbeispiel

Scorpion B2731:

fam-AGGTAGTGCAGAGAGTG-mr-h-
GAGCCTCAACATCCTGCTCCCCTCCTACTAC

Scorpion B4249 (kein Quencher auf demselben Molekiil)

fam-AGGTAGTGCAGAGAGTG~h-
GAGCCTCAACATCCTGCTCCCCTCCTACTAC

Quencher-Oligonucleotid (Komplement des Schwanzes von B4249):
CACTCTCTGCACTACCT-mr
[0106]
ARMS-Primer R284-97:
TTCGGGGCTCCACACGGCGACTCTCAAC
ARMS-Primer R283-97:

TTCGGGGCTCCACACGGCGACTCTCAAG

[0107] Targetist die H63D-Polymorphie des menschlichen vererbbaren Hdmochromatose-Gens (HH), B2731
und B4249 sind "gemeinsame" Primer, um den ARMS-Primern R283-97, R283-97 entgegenzustehen. Zyklus-
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bedingungen und Reaktionszusammensetzung wie vorstehend. Primer (einschlieRlich Scorpion-Primer) wur-
den mit einer 500 nM-Konzentration verwendet.

[0108] Fur das Zweimolekulbeispiel wurde das Quencher-Oligonukleotid mit 0, 0,5, 2 und 20 mM eingefugt,
d. h.: das 0-, 1-, 4-, 40-fache relativ zu dem Scorpion-Primer.

[0109] Das Ausfiihrungsbeispiel mit zufalliger Windung ( Fig. 19) bestatigt, dass die zufallige Windung allein
ausreichend sein kann, um die Probe und den Quencher zusammenzubringen, und dass eine Zunahme des
Signals ohne weiteres bei kontinuierlicher Uberwachung der PCR erhalten wird. (Weiterhin ist festzustellen,
dass dieses beProbere Amplikon sich vorher als refraktar erwiesen hat gegeniber einer Priifung in einer Tag-
Man- oder Molecular Beacons-Probe).

[0110] Das bimolekulare Ausfiihrungsbeispiel hat ebenfalls gute Resultate ergeben (siehe Fig. 20 und 21).
Je mehr Quencher hinzugefligt wurde, desto niedriger waren die Hintergrundsignale bei Abwesenheit des Am-
plikons. Das optimale Gesamtleistungsvermdogen (unter Berticksichtigung der absoluten Signalstarke und des
Signal/Rauschens) wurde aquimolar und mit 4fachem Quencheriberschuss erzielt.

Beispiel 9
Ausfuhrungsbeispiel ohne Quencher
Scorpion B4249 (kein Quencher)

fam-AGGTAGTGCAGAGAGTG-h
GAGCCTCAACATCCTGCTCCCCTCCTACTAC

ARMS-Primer R284-97

TTCGGGGCTCCACACGGCGACTCTCAAC

[0111] Die Reaktionen wurden durchgefiihrt wie in den vorhergehenden Beispielen beschrieben. Primer wa-
ren mit 500 nm enthalten. Das Target war die H63D-Mutation des menschlichen vererbbaren Hdamochromato-
se-Gens (HH). 25 ng DNA wurden pro Reaktion hinzugefligt. B4249 war der gemeinsame Primer kombiniert
mit dem ARMS-Mutantenprimer R284-97. Der Zyklus war wie in den vorhergehenden Beispielen beschrieben.
Die Ergebnisse sind in Fig. 18 gezeigt.

[0112] Bei diesem Beispiel wurde ein mutationsspezifisches Signal bei Abwesenheit eines Quenchers er-
zeugt. Die zufallige Faltung des Scorpion-Primers um das Fluorophor ergibt ein ausreichendes Quenchen des
Fluorophors. Eine Zunahme des Signals wird auf einfache Weise wahrend des kontinuierlichen Uberwachens
der PCR erhalten.
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SEQUENZAUFLISTUNG

(1) ALLGEMEINE INFORMATIONEN:
(1) ANMELDER:

NAME: Zeneca Ltd

STRASSE: 15 Stanhope Gate
STADT: London

BEZIRK: Greater London
STAAT: England

POSTLEITZAHL: (ZIP): W1lY 6LN
TELEFON: 0171 304 5000
TELEFAX: 0171 304 5151
TELEX: 0171 834 2042

o
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(i1) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: VERFAHREN

(1iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 7

(iv) COMPUTERLESBARE FORM:
(A) TYP DES MEDIUMS: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC-kompatibel
(C) OPERATIONSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0,
Version #1.30 (EPO)
(v) DATEN DER PRIORITATSANMELDUNG:

(A) ANMELDUNGSNUMMER: GB 9812768:1

(B) ANMELDUNGSDATUM: 13-JUN-1998

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO: 1:
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(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 29 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsé&ure

(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(11) MOLEKULTYP: andere Nukleinsdure

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:
CGCACGATGT AGCACATCAG AAGCGTGCG
(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO: 2:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 29 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsé&dure
(C) STRANGIGKEIT: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: andere Nukleinsdure

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

TTGGAGATTT TGTCACTTCC ACTCTCAAA
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO: 3:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 17 Basenpaare

(B) TYP: Nukleinsdure

(C) STRANGIGKEIT: einzeln

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: andere Nukleinsaure

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

AGGTAGTGCA GAGAGTG

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO: 4:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 31 Basenpaare

(B) TYP: Nukleinsdure

(C) STRANGIGKEIT: einzeln

(D) TOPOLOGIE: linear

(E) MOLEKULTYP: andere Nukleinsdure

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:

GAGCCTCAAC ATCCTGCTCC CCTCCTACTA C
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO: 5:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 17 Basenpaare

(B) TYP: Nukleinsdure

(C) STRANGIGKEIT: einzeln

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: andere Nukleinsaure

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: b5:

CACTCTCTGC ACTACCT

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO: 6:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 28 Basenpaare

(BY TYP: Nukleins&dure

(C) STRANGIGKEIT: einzeln

(D) TOPOLOGIE: linear

(11) MOLEKULTYP: andere Nukleinsaure

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:

TTCGGGGCTC CACACGGCGA CTCTCAAC
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO: 7:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 28 Basenpaare

(B) TYP: Nukleins&dure

(C) STRANGIGKEIT: einzeln

(D) TOPOLOGIE: linear

(1i) MOLEKULTYP: andere Nukleinsaure

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7

TTCGGGGCTC CACACGGCGA CTCTCAAG

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Erfassung einer Target-Nukleinsaure, welches Verfahren das Kontaktieren von Templa-
te-Nukleinsdure von einer Probe mit (i) einem Signalisierungssystem und (ii) einem mit einem Schwanz verse-
henen Nukleinsdure-Primer mit einem Template-Bindungsbereich, wobei der Schwanz einen Koppler und ei-
nen Target-Bindungsbereich aufweist, in Anwesenheit von geeigneten Nukleosid-Triphosphaten und einem
Mittel zur Polymerisation hiervon, unter solchen Bedingungen, dass der Template-Bindungsbereich des Pri-
mers hybridisiert wird an eine komplementéare Sequenz in der Template-Nukleinsdure und verlangert wird zur
Bildung eines Primerverlangerungsprodukts, und das Trennen jedes derartigen Produkts von der Template,
worauf der Target-Bindungsbereich in dem Schwanz des Primers an eine Sequenz in dem Primererweite-
rungsprodukt entsprechend der Target-Nukleinsaure hybridisiert, enthalt, und wobei jede derartige target-spe-
zifische Hybridisierung ein erfassbare Anderung in dem Signalisierungssystem bewirkt, derart, dass die Anwe-
senheit oder Abwesenheit der Target-Nukleinsaure in der Probe erfasst wird durch Bezugnahme auf die An-
wesenheit oder Abwesenheit einer erfassbaren Anderung in dem Signalisierungssystem.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem der mit einem Schwanz versehene Nukleinsdure-Primer als ein
Amplifizierungsprimer in einem Amplifizierungssystem verwendet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem das Amplifizierungssystem die Polymerasekettenreaktion (PCR)
ist.

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, bei dem der Schwanz des Nukleinsdure-Primers wahrend
der Amplifizierung unkopiert bleibt.

5. Verfahren nach Anspruch 4, bei dem der Koppler in dem Schwanz eine Blockierungseinheit enthalt, um
das Kopieren des Schwanzes zu verhindern.

6. Verfahren nach Anspruch 4, bei dem der Schwanz des Nukleinsdure-Primers eine nicht kopierbare Spe-
zies aufweist.
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7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem die Hybridisierung des mit einem
Schwanz versehenen Primers an eine Template-Nukleinsdure mit einer derartigen Genauigkeit erfolgt, dass
dem Primer eine Verlangerung an verwandten Template-Sequenzen ermdglicht wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem die verwandten Template-Sequenzen menschliche Leukozytanti-
gen (HLA)-Sequenzen sind.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem die Hybridisierung des Template-Bin-
dungsbereichs und/oder des Target-Bindungsbereichs des Primers an eine komplementére Sequenz allelspe-
zifisch ist.

10. Diagnostischer Primer zur Verwendung bei einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9 und
aufweisend (i) einen Template-Bindungsbereich und (ii) einen Schwanz mit einem Target-Bindungsbereich,
und bei dem der Target-Bindungsbereich an eine komplementare Sequenz in einem Verlangerungssprodukt
des Primers die der Target-Nukleinsaure entspricht, hybridisiert, und die komplementare Sequenz weniger als
200 Basenpaare von dem Template-Bindungsbereich entfernt ist, welcher Primer weiterhin zumindest eine
Komponente eines integralen Signalisierungssystems aufweist, um die Hybridisierung des Target-Bindungs-
bereichs an eine komplementare Sequenz an einem Primerverlangerungsprodukt des Primers anzuzeigen.

11. Diagnostischer Primer zur Verwendung bei einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9 und
aufweisend (i) einen Template-Bindungsbereich und (ii) einen Schwanz mit einem Koppler und einem Tar-
get-Bindungsbereich, und bei dem der Target-Bindungsbereich an eine komplementare Sequenz in einem Er-
weiterungsprodukt des Primers, die der Target-Nukleinsaure entspricht, hybridisiert, welcher Primer weiterhin
zumindest eine Komponente eines integralen Signalisierungssystems aufweist, um die Hybridisierung des Tar-
get-Bindungsbereichs an eine komplementare Sequenz in einem Primerverlangerungsprodukt des Primers an-
zuzeigen.

12. Primer nach Anspruch 10 oder Anspruch 11, bei dem der Template-Bindungsbereich und der Schwanz-
bereich so angeordnet sind, dass der Schwanzbereich wahrend der Amplifizierung unkopiert bleibt.

13. Primer nach einem der Anspriiche 10 bis 12, bei dem der Koppler eine Blockierungseinheit enthalt, die
ein polymerase-vermitteltes Kopieren des Primerschwanzes verhindert.

14. Primer nach einem der Anspriiche 10 bis 13, bei dem Primerschwanz einen interkalierenden Farbstoff
tragt.

15. Primer nach einem der Anspriiche 10 bis 13, bei dem der Primerschwanz ein Fluorophor fur die Erfas-
sung der Targetbindung durch Fluoreszenzpolarisation aufweist.

16. Diagnostischer Primer nach einem der Anspriiche 10 bis 13, der weiterhin eine separate Spezies hat,
die zumindest eine Komponente eines integralen Signalisierungssystems aufweist, die I6sbar an den Primer-
schwanz angefugt ist.

17. Primer nach Anspruch 16, bei dem das Signalisierungssystem eine Energietibertragung zwischen Flu-
orophor und Quencher-Spezies aufweist.

18. Primer nach einem der Anspruche 10 bis 13, bei dem der Primerschwanz als eine Quencher-Spezies
wirkt.

19. Primer nach Anspruch 13, bei dem der Primerschwanz einen oder mehrere Bereiche interner Hybridi-
sierung enthalt, um eine oder mehrere Komponente(n) des Signalisierungssystems in einer gegebenen Posi-
tion zu stabilisieren.

20. Primer nach Anspruch 19, bei dem der Primerschwanz ein selbstkomplementares Stammduplex mit
einem Fluorophor, das durch eine Quencher-Spezies geldscht ist, aufweist, und bei dem das Fluorophor nicht-
geldscht wird, wenn das Stammduplex unterbrochen wird.

21. Primer nach einem der Anspriiche 10 bis 20, der weiterhin einen Fangbereich aufweist, der an eine
komplementére Sequenz auf einer Festphase hybridisiert.
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22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, bei dem mehr als ein Nukleinsdure-Primer fir die Erfas-
sung von mehr einer Target-Nukleinsduresequenz verwendet wird.

Es folgen 42 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Figur 7a
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isur 7
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Aufnahmesequenz
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Figur 10a
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Figur 10b
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Figur 11a
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Figur 11b
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Figur 12a
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Figur 12b

Probe stimmt mit Target Gberein,
Flurorophor nicht gequencht

Probe und Target stimmen nicht Gberein,
intern gequenchte Strukturformen

41/63



DE 698 16 488 T2 2004.04.22

Fir Allel "a" auf dem Vorwartsstrang
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Figur 12d

T
Y
e
kS
5
&
£9
SA
£
i3
5
£

ODER

Tt

(— . — <zE A

Far Allel "a" auf dem Rickwartsstrang

43/63



DE 698 16 488 T2 2004.04.22

Figur 12e
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FIGUR 13

FAM-Fluoreszenzintensitat

S000 we

8000 4

7000,

6000 4

5000,

——(ibereinstimmendes
Target

-~ keine Template-
Kontrolle

45/63




DE 698 16 488 T2 2004.04.22
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FIGUR 153
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FIGUR 15b
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FIGUR_15¢
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FIGUR 15d
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FIGUR 15e
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FIGUR 16
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FIGUR 17a -
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FIGUR 17b
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FIGUR 17¢
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FIGUR _18
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FIGUR 19
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FIGUR 20a
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FIGUR _20b
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FIGUR 20c
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FIGUR_20d
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FIG

21a
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FIGUR 21b
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