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Beschreibung

Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Zusammensetzungen, welche zum Verbessern der 
Präzision und quantitativen Kapazität von Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen, die für gewöhnlich in Labo-
ratorien für Molekulargenetik durchgeführt werden, verwendbar sind.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Enzymgestützte Methoden zum Amplifizieren von Polynukleotiden sind nun gängige Hilfsmittel für di-
agnostisches, Umwelt und forensisches Testen. Der Markt für die DNA-Sonden-Diagnostik in klinischen Labo-
ratorien macht mittlerweile jedes Jahr mehrere hundert Millionen Dollar aus. Man erwartet, dass das Geschäft 
mit klinisch diagnostischen Sonden wachsen wird, wobei das virale Screening und die Bestimmung der viralen 
Beladung Hauptgebiete der aktiven Marktexpansion darstellen. Angesichts des kommerziellen Wertes dieser 
Technologie sind bedeutende Leistungen in die Forschung und die Entwicklung von verbesserten Amplifizie-
rungsmethoden (siehe Genetic Engineering News 17: 6 (1997)) investiert worden.

[0003] Vor kurzem entwickelte Techniken zum Amplifizieren von Polynukleotidanalyten haben brauchbare Al-
ternativen zu Verfahren bereitgestellt, die auf dem ursprünglichen Protokoll zur Polymerase Kettenreaktion 
(PCR) basieren. Entsprechend einer Technik werden DNA-Amplifikationsreaktionen auf Festphasensubstra-
ten, die wahlweise aus Glas, Plastik, einem Halbleiterchip oder einem phaseroptischen Array hergestellt sind, 
durchgeführt. Markierte Ziel-DNA wird als molekulare Brücke zwischen Oligonukleotidprimerpaaren, die auf 
dem festen Substrat immobilisiert sind, so dass die Amplifikationsprodukte am festen Substrat angebunden 
bleiben, synthetisiert. Das U.S. Patent Nr. 5,399,491 offenbart eine andere Technik, wobei ein Ziel-Polynukle-
otid autokatalytisch unter Bedingungen von im Wesentlichen konstanter Temperatur, Ionenstärke und pH am-
plifiziert wird. Dieses Verfahren, dass transkriptionsvermittelte Amplifikation (TMA) genannt wird, erlaubt die 
Synthese von mehreren RNA-Kopien der Ziel-Sequenz. Sich in der Zukunft wahrscheinlich entwickelnde neue 
Verfahren werden fortfahren den Bereich von Anwendungen, die durch Polynukleotid-Amplifikationstechniken 
angegangen werden können, zu erweitern.

[0004] Quantitative Amplifikationsassays repräsentieren eine Untermenge von Assays, die allen Aspekten 
der Methode stringente Anforderungen, einschließlich der Matrizenisolierung und Standardisierung der Amp-
lifikationswirksamkeit, auferlegen. Ansätze, die interne Standards verwenden, die an den Amplifikationsreakti-
onen teilhaben, sollen die Reaktionswirksamkeit vereinheitlichen, weisen jedoch die variablen Mengen des In-
put-Polynukleotidanalyten in der Reaktion nicht nach. Verwandte Verfahren, die einen Polynukleotidanalyten 
und Kontroll-Polynukleotide, die von konstitutiv exprimierten konstitutiven Genen abstammen, gleichzeitig am-
plifizieren, sind ebenfalls nicht perfekt, da mehrere Primersätze erforderlich sind, um die Amplifikationsreaktion 
durchzuführen.

[0005] Ein Beispiel für Verfahren, die auf der Verwendung von internen Standards bei quantitativen PCR-Am-
plifikationen beruhen, ist im U.S. Patent Nr. 5,219,727 offenbart. Gemäß dem in diesem Patent offenbarten 
Verfahren ist der interne Standard in der Amplifikationsreaktion eingeschlossen und ist so ausgestaltet, dass 
er sich mit vergleichbarer Wirksamkeit wie das Ziel-Polynukleotid amplifizieren wird. Wie Verfahren, die konsi-
titutiv exprimierte Genprodukte für die Verwendung als interne Standards co-amplifizieren, erfordert das im 
U.S. Patent Nr. 5,219,727 offenbarte Verfahren das Detektieren und Quantifizieren des vom internen Standard 
abstammenden Amplikons, um den Polynukleotidanalyten zu quantifizieren. Demnach sind immer noch meh-
rere Schritte erforderlich, um die Polynukleotidanalyten zu quantifizieren, wenn ein interner Standard detektiert 
und quantifiziert werden muss.

[0006] Ein anderes Beispiel ist das in WO-A-9502067 (Akzo Nobel, 1995) offenbarte Verfahren, dass das 
Quantifizieren eines Polynukleotidanalyten durch das In-Bezug-setzen der vorgegebenen Menge eines Pseu-
doziels zur Menge des Polynukleotidanalyten ermöglicht.

[0007] Ein weiteres Beispiel ist das Verfahren, dass in US-A-5710029 (Ryder et al., 1998) exemplarisch dar-
gestellt wird, das das Verringern eines nichtspezifischen Hintergrundes in einer Nukleinsäure-Amplifikations-
reaktion durch Coamplifizieren einer vorgegebenen Menge eines Pseudoziels und anschließendem Analysie-
ren und Quantifizieren des Polynukleotidanalyten in einer Probe durch in-Beziehungsetzen beider Mengen er-
möglicht.
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[0008] Die Tatsache, dass amplifizierte Polynukleotide ("Amplikons") in gewöhnlichen PCR und TMA-Metho-
den als frei in Lösung vorliegende Moleküle synthetisiert werden, stellt eine andere Quelle für Ungenauigkeiten 
bei der Analytdetektion dar. Diese Amplikons können einfach zwischen Proben übertragen werden, so dass 
Falsch Positive in den kontaminierten Reaktionsansätzen hergestellt werden. Standardvorsichtsmaßnahmen 
zum Minimieren von falsch positiven Ergebnissen in Folge einer Kontaminierung durch übertragene DNA-Ma-
trizen, schließen die ultraviolette Bestrahlung von Pipettiervorrichtungen, die Verwendung von Einwegglas- 
und Plastikgegenständen, das Nutzen von unterschiedlichen Laboratorien oder Laborabschnitten für die 
Durchführung von Amplifikationsreaktionen und die Verhinderung der Aerosolbildung ein. Ein aufwendiger An-
satz, um sicherzustellen, dass PCR-Produkte in aufeinander folgenden Reaktionen nicht reamplifiziert werden 
können, schließt eine Serie von Schritten unter Verwendung spezieller Reagenzien ein, um die Produkte von 
vorherigen PCR-Amplifikationen abzubauen. Jedoch ist dieses Verfahren etwas kompliziert und schließt das 
Ersetzen von dUTP für dTTp in der PCR-Mischung und dann die Vorbehandlung aller folgenden PCR-Mischun-
gen mit einem Uracil N-Glycosylase (UNG)-Enzym vor der PCR-Amplifikation ein. Produkte von vorherigen 
PCR-Amplifikationen werden dann durch das Ausschneiden der Uracilreste mittels UNG und das Abbauen des 
sich daraus ergebenden basischen Polynukleotids (Longo, et al., Gene 93: 125 (1990)) eliminiert. Offensicht-
lich eignen sich diese Verfahren nicht für Assays mit hoher Durchsatzleistung.

[0009] Dementsprechend besteht ein fortwährender Bedarf an Techniken, die verwendet werden können, um 
die Präzision von Polynukleotid-Amplifikationsmethoden zu steigern. Des Weiteren besteht ein Bedarf an 
Techniken, die verwendet werden können, um das Auftreten von falsch positiven Ergebnissen, die die Folge 
einer positiven Übertragungskontamination sind, zu verringern. Die vorliegende Erfindung nimmt sich beider 
Bedürfnisse an.

Zusammenfassung der Erfindung

[0010] Ein erster Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Quantifizierung von Polynukleotidanalyten, 
die in einer Testprobe vorhanden sind. Das Verfahren schließt Schritte ein für: (1) Das Kombinieren einer vor-
gegebenen Menge einer Testprobe, die eine unbekannte Menge eines Polynukleotidanalyten enthält, mit einer 
vorgegebenen Menge eines Pseudoziels; (2) das Co-Amplifizieren des Polynukleotidanalyten und des Pseu-
doziels in einer Polynukleotid-Amplifikationsreaktion, um eine Sammlung von Amplifikationsprodukten herzu-
stellen, die sowohl ein Analyt-Amplikon einschließt, wenn die Probe den Polynukleotidanalyten enthält, als 
auch ein Pseudoziel-Amplikon; und (3) das Quantifizieren des Analyt-Amplikons ohne von einer Information in 
Bezug auf die Menge des in der Reaktion hergestellten Pseudoziel-Amplikons abzuhängen, wobei die Menge 
des Analyt-Amplikons in einer Dosisabhängigen Weise zur unbekannten Menge des Polynukleotidanalyten, 
der in der ursprünglichen Testprobe vorhanden war, in Beziehung steht. Wahlweise kann es einen zusätzlichen 
Schritt zum Detektieren des Pseudoziel-Amplikons geben. Dieser wahlweise Schritt kann zum Beispiel als Po-
sitivkontrolle für die Amplifikationsreaktion nützlich sein. In bestimmten bevorzugten Ausführungsformen der 
Erfindung schließt der Schritt zum Quantifizieren des Analyt-Amplikons als erstes das Hybridisieren der 
Sammlung von Amplifikationsprodukten aus dem Co-Amplifizierungsschritt mit einer markierten Sonde, die für 
das Analyt-Amplikon spezifisch ist jedoch nicht für das Pseudoziel-Amplikon, und dann das Detektieren aller 
markierten Sonden, die mit dem Analyt-Amplikon spezifisch hybridisierten, ein. Selbstverständlich wird ange-
nommen, dass die Analyt-Amplikon spezifische Sonde eine Sonde sein kann, die den Polynukleotidanalyten 
oder einen dazu komplementären Nukleinsäurestrang bindet. In anderen Ausführungsformen kann die Poly-
nukleotid-Amplifikationsreaktion im Co-Amplifizierungsschritt jedwede transkriptionsvermittelte Amplifikations 
(TMA)-Reaktion, eine NASBA-Reaktion oder einer Polymerasekettenreaktion sein, wobei die TMA-Reaktion 
eine stark bevorzugte Ausführungsform der Erfindung darstellt. Unabhängig vom Typ der Amplifikationsreakti-
on, die verwendet wird, kann der Schritt zum Erhalten als erstes das Sammeln einer biologischen Einzelprobe 
und dann das Freilassen von Nukleinsäuren, die in der Probe enthalten sind, einschließen, um eine Probe zu 
ergeben, welche die unbekannte Menge des Polynukleotidanalyten enthält. Für alle Typen von Amplifikations-
reaktionen liegt die Menge des Pseudoziels im Kombinierungsschritt bevorzugt zwischen 1 × 103 und 2 × 108

Molekülen, noch bevorzugter zwischen 1 × 104 und 2 × 108 Molekülen und am meisten bevorzugt zwischen 1 
× 105 und 2 × 108 Molekülen. Wahlweise kann es einen zusätzlichen Schritt zum Einfangen des Polynukleotid-
analyten auf einer festen Phase vor dem Co-Amplifizierungsschritt geben. In Ausführungsformen des erfunde-
nen Verfahrens, die den zusätzlichen Schritt zum Einfangen anwenden, reicht die Menge des verwendeten 
Pseudoziels im Kombinierungsschritt bevorzugt von zwischen 1 × 103 und 2 × 108 Molekülen, noch bevorzugter 
zwischen 1 × 104 und 2 × 108 Molekülen und am meisten bevorzugt zwischen 1 × 105 und 2 × 108 Molekülen. 
Ein bevorzugtes Trägermaterial ist ein Kügelchen, das mit einem synthetischen Polynukleotid derivatvisiert ist. 
Die in der Methode verwendete biologische Einzelprobe kann eine Blutprobe oder eine Plasmaprobe sein, und 
die in der Einzelprobe enthaltenen Nukleinsäuren können virale Nukleinsäure beinhalten. In einer Ausfüh-
rungsform der Erfindung ist der in der Methode verwendete Polynukleotidanalyt eine Nukleinsäure, die von 
3/53



DE 600 22 541 T2    2006.06.14
HIV-Virionen freigesetzt wird. Wenn die im erfundenen Verfahren verwendete Polynukleotid-Amplifikationsre-
aktion die TMA-Reaktion ist, kann ein weiterer Schritt zum Isolieren des Polynukleotidanalyten und des Pseu-
doziels nach dem Kombinierungsschritt und vor dem Co-Amplifizierungsschritt im Verfahren eingeschlossen 
sein. In Ausführungsformen des erfundenen Verfahrens, in dem die transkriptionsvermittelte Amplifikationsre-
aktion angewendet wird, liegt die in der Reaktion verwendete Menge des Pseudoziels bevorzugt zwischen 1 ×
103 und 2 × 108 Molekülen, noch bevorzugter zwischen 1 × 104 und 2 × 108 Molekülen und am meisten bevor-
zugt zwischen 1 × 105 und 2 × 108 Molekülen. Wenn der Schritt des quantitativen Detektierens das Hybridisie-
ren einer markierten Sonde einschließt, die für das Analyt-Amplikon spezifisch ist, kann die markierte Sonde 
mit einem Acridiniumester markiert sein, wobei in dem Fall der Schritt zum quantitativen Detektieren das 
Durchführen einer Luminometrie einschließen kann. In Ausführungsformen der Erfindung, in denen der erste 
Schritt das Freisetzen von Nukleinsäuren, die in einer biologischen Einzelprobe enthalten sind, einschließt, 
kann der Polynukleotidanalyt ein virales Polynukleotid sein. Im Allgemeinen kann das erfundene Verfahren den 
weiteren Schritt des Hinzuziehens einer Standardkurve, die die Mengen an Polynukleotidanalyt vor und die 
Menge an Analyt-Amplikon nach der Amplifikation in Beziehung setzt. Dieser Schritt des Hinzuziehens einer 
Standardkurve ist ebenso anwendbar, wenn die Luminometrie angewendet wird, um die Hybridisation von mit 
Acridiniumester markierten Sonden zu messen oder wenn die Amplifikationsreaktion bevorzugt eine transkrip-
tionsvermittelte Amplifikationsreaktion ist. In noch anderen bevorzugten Ausführungsformen, die die transkrip-
tionsvermittelte Amplifikationsreaktion anwenden, kann ein gepaarter Satz von Oligonukleotidprimern mit den 
Sequenzen der SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 2 zum Durchführen der Reaktion verwendet werden, und das 
Pseudoziel kann eine Polynukleotidsequenz aufweisen, die ausgewählt wird aus der Gruppe, die aus SEQ ID 
NO: 4 und SEQ ID NO: 9 besteht.

[0011] Ein anderer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren für das in-Beziehung-setzen der Mengen an 
Polynukleotidanalyten vor mit den Mengen an Analyt-Amplikon nach der Amplifikation. Dieses Verfahren bein-
haltet Schritte für: (1) Das Erhalten einer Vielzahl von Kontrollproben, die unterschiedliche vorgegebene Men-
gen eines Polynukleotidanalyten enthalten; (2) das Kombinieren irgendeiner aus der Vielzahl von Proben mit 
einer konstanten Menge eines Pseudoziels, um eine Vielzahl von gemischten Proben zu erhalten; (3) das 
Co-Amplifizieren sowohl des Pseudoziels als auch aller Polynukleotidanalyten, die in allen aus der Vielzahl von 
gemischten Proben vorhanden ist, in einer Vielzahl von Amplifikationsreaktionen, um Amplifikationsprodukte 
herzustellen, wobei die Amplifikationsprodukte sowohl ein Pseudoziel-Amplikon für irgendeine aus der Vielzahl 
von vermischten Proben und ein Analyt-Amplikon für alle der Vielzahl von gemischten Proben, die den Poly-
nukleotidanalyten enthalten, einschließt; (4) das Quantifizieren des Analyt-Amplikons für irgendeine aus der 
Vielzahl von Amplifikationsreaktionen, ohne Bezug zur Menge des Pseudoziel-Amplikons, das in der Samm-
lung von Amplifikationsprodukten vorhanden ist; und (5) das Erstellen einer Standardkurve, wobei die unter-
schiedlichen vorgegebenen Mengen des Polynukleotidanalyten gegen die quantifizierten Mengen des Ana-
lyt-Amplikons für irgendeine aus der Vielzahl von Amplifikationsreaktionen aufgetragen werden, wodurch die 
Mengen des Polynukleotidanalyten vor der Amplifikation, die in allen aus der Vielzahl von Kontrollproben vor-
handen sind, mit den Mengen des Analyt-Amplikons nach der Amplifikation, die in allen Amplifikationsreaktio-
nen synthetisiert werden, in Beziehung gesetzt werden. Wahlweise kann es einen zusätzlichen Schritt zum De-
tektieren des Pseudoziel-Amplikons geben. Dieser wahlweise Schritt kann zum Beispiel als Positivkontrolle für 
die Amplifikationsreaktion nützlich sein. In einer bevorzugten Ausführungsform ist der Polynukleotidanalyt ein 
virales Polynukleotid, wie zum Beispiel ein HIV-Polynukleotid. Im Allgemeinen kann die konstante vorgegebe-
ne Menge des Pseudoziels von zwischen 1 × 103 und 2 × 108 Molekülen, noch bevorzugter von zwischen 1 ×
104 und 2 × 108 und am meisten bevorzugt von zwischen 1 × 105 und 2 × 108 Molekülen reichen. Gemäß an-
deren Ausführungsformen des erfundenen Verfahrens kann die Vielzahl der Amplifikationsreaktionen im 
Co-Amplifizierungsschritt jede aus einer Vielzahl von transkriptionsvermittelten Amplifikationsreaktionen, einer 
Vielzahl von NASBA-Reaktionen und einer Vielzahl von PCR-Reaktionen sein. In einer Sammlung von stark 
bevorzugten Ausführungsformen sind die Amplifikationsreaktionen im Co-Amplifizierungsschritt transkriptions-
vermittelte Amplifikationsreaktionen. Unabhängig von der Art der Amplifikationsreaktionen die angewendet 
werden, kann der Quantifizierungsschritt als erstes das Hybridisieren der Amplifikationsprodukte aus dem 
Co-Amplifizierungsschritt mit einer markierten Sonde, die für das Analyt-Amplikon spezifisch ist jedoch nicht 
für das Pseudoziel-Amplikon und danach das quantitative Detektieren jeder markierten Sonde, die spezifisch 
hybridisierte, einschließen. In bestimmten Fällen ist die markierte Sonde mit einem Acridiniumester markiert.

[0012] In noch anderen bevorzugten Ausführungsformen, in denen der Quantifizierungsschritt die Hybridisa-
tion mit einer markierten Analyt-Amplikon spezifischen Sonde einschließt, kann es einen zusätzlichen Schritt 
zum Einfangen des Polynukleotidanalyten auf einem Trägermaterial vor dem Co-Amplifizierungsschritt geben.

[0013] Ebenfalls offenbart sind Kits, die für das Durchführen von Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen ent-
sprechend dem beschriebenen Verfahren unter Verwendung von Polynukleotidanalytmatrizen verwendet wer-
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den können. Beispielhafte Kits können beinhalten: ein Pseudoziel; mindestens ein Oligonukleotidprimerpaar 
zum Co-Amplifizieren des Pseudoziels und des Polynukleotidanalyten; Reagenzien zum Ausführen der Poly-
nukleotid-Amplifikationsreaktion, einschließlich Desoxynukleotidtriphosphate und ein DNA polymerisierendes 
Enzym; und gedruckte Instruktionen mit Anweisungen dafür, dass zuerst die Amplifikationsreaktion ausgeführt 
wird und dann nur die Analyt-Amplikons, die in der Amplifikationsreaktion hergestellt worden sind, detektiert 
werden. In einer Ausführungsform kann das erfundene Kit auch eine markierte Sonde zum Detektieren aller 
Analyt-Amplikons, die in der Amplifikationsreaktion hergestellt worden sind, beinhalten. Gemäß einer anderen 
Ausführungsform schließt das erfundene Kit des Weiteren Nukleotidtriphosphate und ein RNA polymerisieren-
des Enzym ein. Das in den Kits enthaltene DNA polymerisierende Enzym kann eine reverse Transkriptase 
sein. In einer sehr bevorzugten Ausführungsform wird keine RNase H zusätzlich zu der durch die reverse Tran-
skriptase bereitgestellten im Kit verwendet.

[0014] Ein noch anderer Aspekt der Erfindung betrifft ein qualitatives Verfahren zum Bestimmen, ob eine bi-
ologische Probe einen Polynukleotidanalyten enthält. Dieses Verfahren beinhaltet Schritte für: (1) Das Kombi-
nieren einer biologischen Probe mit einem Pseudoziel, um eine gemischte Probe zu erhalten; (2) das Isolieren 
von Nukleinsäuren aus der gemischten Probe, wobei eine Sammlung von Molekülen erhalten wird, die das 
Pseudoziel und alle Polynukleotidanalyten, die in der biologischen Probe vorhanden sind, einschließt; (3) das 
Durchführen einer Polynukleotid-Amplifikationsreaktion, um das Pseudoziel und alle Polynukleotidanalyten, 
die in der Sammlung von Molekülen enthalten sind, zu co-amplifizieren, um Amplifikationsprodukte herzustel-
len, wobei Pseudoziel-Amplikons gebildet werden und wobei Analyt-Amplikons gebildet werden, wenn die 
Sammlung der Moleküle den Polynukleotidanalyten enthielt; (4) das Detektieren aller Analyt-Amplikons in den 
Amplifikationsprodukten ohne das Detektieren der Pseudoziel-Amplikons; und (5) das Bestimmen, dass die bi-
ologische Probe den Polynukleotidanalyten enthält, wenn die Analyt-Amplikons unter den Amplifikationspro-
dukten detektiert werden. In den bestimmten Ausführungsformen ist die Amplifikationsreaktion irgendeine tran-
skriptionsvermittelte Amplifikationsreaktion, eine NASBA-Reaktion und eine PCR-Reaktion. In bestimmten 
stark bevorzugten Ausführungsformen ist die Amplifikationsreaktion eine transkriptionsvermittelte Amplifikati-
onsreaktion. Unabhängig vom der Art der verwendeten Amplifikationsreaktion, kann der Detektionsschritt als 
erstes das Hybridisieren einer markierten Polynukleotidsonde mit einer Bindungsspezifität für die Analyt-Am-
plikons und danach das Messen des Ausmaßes der spezifischen Bindung der markierten Polynukleotidsonde 
einschließen. Wenn der Detektionsschritt das Hybridisieren einer markierten, Analyt-Amplikon spezifischen 
Sonde einschließt, kann der Isolationsschritt das Immobilisieren des Pseudoziels und des Polynukleotidanaly-
ten auf einem Trägermaterial einschließen. Gemäß einer anderen bevorzugten Ausführungsform schließt der 
Detektionsschritt das Detektieren durch Luminometrie ein. In einer noch anderen bevorzugten Ausführungs-
form stammt der Polynukleotidanalyt von HIV-Virionen ab. Wenn dies der Fall ist, kann das Pseudoziel eine 
Sequenz aufweisen, die entweder SEC ID NO: 4 oder SEC ID NO: 9 ist.

Definitionen

[0015] Wie hier verwendet, haben die folgenden Begriffe die folgende Bedeutung, wenn nicht ausdrücklich 
etwas Gegenteiliges gesagt wird.

[0016] Ein "Polynukleotid" kann, soweit nicht anders spezifiziert, entweder RNA oder DNA sein.

[0017] Ein "Oligonukleotid" ist ein Polynukleotidmolekül mit einer Länge von 10 bis 100 Nukleotiden und noch 
bevorzugter 10 bis 50 Nukleotiden. Gewöhnlich werden Oligonukleotide durch organisch chemische Verfahren 
synthetisiert und sind einzelsträngig, soweit nicht anders spezifiziert. Oligonukleotide können mit einem detek-
tierbaren Marker markiert sein.

[0018] Ein "Amplikon" ist ein Polynukleotidprodukt, das in einer Amplifikationsreaktion hergestellt wird.

[0019] Ein "Analyt-Amplikon" ist ein Polynukleotidprodukt einer Amplifikationsreaktion, wobei ein Polynukle-
otidanalyt als Matrize für die Synthese von Polynukleotidkopien oder Amplifikationsprodukten diente.

[0020] Ein "Polynukleotidanalyt" ist ein Ziel-Polynukleotid, das durch einen Nukleinsäureamplifikationsverfah-
ren, wie zum Beispiel dem TMA-Protokoll, repliziert wird, jedoch von einem Pseudoziel-Polynukleotid struktu-
rell unterscheidbar ist. Die zwei Polynukleotide können zum Bespiel aufgrund des Vorhandenseins oder der 
Abwesenheit einer Restriktionsenzym-Spaltstelle oder einem internen Sequenzunterschied, der durch eine 
Hybridisationssonde unterschieden werden kann, unterscheidbar sein.

[0021] Ein "Ziel-Polynukleotid" weist eine zu replizierende Zielsequenz auf, kann entweder einzelsträngig 
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oder doppelsträngig sein und kann neben der Zielsequenz weitere Sequenzen einschließen, wobei die zusätz-
lichen Sequenzen nicht amplifiziert werden müssen.

[0022] Eine "Zielsequenz" betrifft die bestimmte Nukleotidsequenz des Ziel-Polynukleotids, das amplifiziert 
werden soll. Die Zielsequenz schließt die Komplexierungssequenzen ein, an die die Oligonukleotidprimer, die 
in der Amplifikationsreaktion verwendbar sind, vor der Verlängerung durch eine DNA-Polymerase hybridisieren 
können. Wenn das Ziel-Polynukleotid ursprünglich einzelsträngig ist, betrifft der Begriff "Zielsequenz" auch die 
Sequenz, die zum Ziel-Polynukleotid komplementär ist. Wenn das Ziel-Polynukleotid ursprünglich doppelsträn-
gig ist, betrifft der Begriff "Zielsequenz" sowohl den (+)- als auch den (–)-Strang, die komplementär zueinander 
sind.

[0023] Ein "Pseudoziel" ist ein Polynukleotid, das mit dem Polynukleotidanalyten in einer einzelnen Amplifi-
kationsreaktion co-amplifiziert werden kann. Das Pseudoziel und der Polynukleotidanalyt werden mittels des 
gleichen Satzes an Oligonukleotidprimern amplifiziert. Das Pseudoziel und der Polynukleotidanalyt werden 
nicht identische Moleküle sein, so dass der Polynukleotidanalyt und das Pseudoziel voneinander unterschie-
den werden können.

[0024] Ein "Pseudoziel-Amplikon" ist ein Polynukleotidprodukt einer Amplifikationsreaktion, wobei ein Pseu-
doziel als Matrize für die Synthese der Polynukleotidkopien oder Amplifikationsprodukte diente.

[0025] Eine "Polynukleotid-Amplifikationsreaktion" ist eine matrizenabhängige, in vitro enzymkatalysierte Re-
aktion, um die Anzahl der Ziel-Polynukleotide zu erhöhen.

[0026] Im Kontext der Erfindung betrifft das "quantitative Detektieren" oder das "Quantifizieren" ein Verfahren 
zum Bestimmen des Ausmaßes der Polynukleotid- oder Amplikonherstellung.

[0027] Eine "markierte Sonde" ist ein Nukleotidpolymer, das einen detektierbaren Rest enthält und das sich 
mit einer komplementären einzelsträngigen Ziel-Nukleinsäuresequenz verbinden kann, um ein doppelsträngi-
ges Hybrid zu bilden. Der Begriff schließt auch Analoga von natürlich auftretenden Nukleotiden ein und schließt 
besonders Analoga mit einer Methoxy-Gruppe in der 2' Position der Ribose (OMe) ein. Der detektierbare Rest 
kann an das/die Ende(n) der Sonde befestigt sein oder kann intern innerhalb der Sequenz der Sonde positio-
niert sein. Im Allgemeinen werden markierte Sonden etwa 10 bis etwa 100 Nukleotide lang sein, können jedoch 
länger als 100 oder kürzer als 10 Nukleotide sein.

[0028] Ein "detektierbarer Rest" ist ein Molekül, das angebunden ist an eine markierte Sonde oder als Teil 
einer markierten Sonde synthetisiert wird. Dieses Molekül sollte einzigartige detektierbar sein, und wird es der 
Sonde ermöglichen, in Folge davon detektiert zu werden. Diese detektierbaren Reste sind häufig Radioisoto-
pe, chemilumineszierende Moleküle, Enzyme, Haptene oder auch einzigartige Oligonukleotidsequenzen.

[0029] Eine "für ein Analyt-Amplikon spezifische markierte Sonde" ist eine markierte Sonde mit einer Polynu-
kleotidsequenz, die mit einem Polynukleotidprodukt, das in einer Amplifikationsreaktion synthetisiert worden 
ist, komplementär ist, wobei ein Polynukleotidanalyt als Matrize für die Synthese der Amplifikationsprodukte 
diente. Da ein Amplikon ein in einer Amplifikationsreaktion hergestelltes Polynukleotidprodukt ist, kann die 
markierte Sonde, die für das Analyt-Amplikon spezifisch ist, komplementär zu jedem Polynukleotidstrang sein, 
der in der Reaktion hergestellt worden ist. Wenn daher ein Polynukleotidanalyt ein einzelsträngiges Molekül 
ist, dass eine Zielsequenz enthält, und wenn Kopien der Zielsequenz und seines Komplements in der Amplifi-
kationsreaktion erzeugt werden, dann kann die markierte Sonde, die für das Analyt-Amplikon spezifisch ist, zur 
Zielsequenz oder seinem Komplement komplementär sein.

[0030] Wie hierin verwendet, betrifft "Co-Amplifizieren" das Verfahren des Amplifizierens mehr als einer Art 
eines Ziel-Polynukleotids in einer Polynukleotid-Amplifikationsreaktion. Zum Beispiel soll das "Co-Amplifizie-
ren eines Polynukleotidanalyten und eines Pseudoziels" das Verfahren des gleichzeitigen Amplifizierens der 
zwei Polynukleotide betreffen, um zur Bildung von Analyt-Amplikons bzw. von Pseudoziel-Amplikons zu füh-
ren.

[0031] Wie hierin verwendet, kann das "Erhalten" einer Probe, die einen Polynukleotidanalyten enthält oder 
enthalten kann, entweder das Erhalten aus einem biologischen Subjekt, wie z.B. einem Menschen, oder das 
Erhalten aus einem Reagenz-Aufbewahrungsort, wie zum Beispiel von einem kommerziellen Händler, bedeu-
ten. Wenn eine Probe von einem Tier oder von einem Menschen erhalten wird, versteht es sich, dass alle ge-
eigneten Mittel, die dem Fachmann vertraut sind, verwendet werden können. Wenn zum Beispiel eine Blutpro-
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be erhalten wird, kann sie entweder durch Aufziehen von Blut durch eine Venenpunktur erhalten werden, kann 
aber auch als forensische Probe erhalten werden.

[0032] Wie hierin verwendet, bedeutet der Satz "ohne Bezug zur Menge des Pseudoziel-Amplikons", dass 
eine quantitative Information in Bezug auf die Menge des Pseudoziel-Amplikons, das in einer Amplifikations-
reaktion synthetisiert wird, nicht erforderlich ist, um eine Bestimmung bezüglich eines anderen Parameters in 
einem Amplifikationssystem zu machen. Zum Beispiel kann die synthetisierte Menge eines Analyt-Amplikons 
in einem Amplifikationssystem oder die Menge eines Polynukleotidanalyten, der zur Bildung dieser Menge des 
Amplikons geführt hätte, gemäß den hier offenbarten Verfahren ohne quantitative Information über die Bildung 
des Pseudoziel-Amplikons in der gleichen Reaktion bestimmt werden. Es ist in der Tat nicht einmal notwendig, 
das Pseudoziel-Amplikon für den Erfolg des hierin beschriebenen quantitativen Verfahrens zu detektieren. Die 
vorliegende Erfindung stellt einen Ansatz für das in-Beziehung-setzen der Menge des Polynukleotidanalyten 
vor der Amplifikation zur Menge des Analyt-Amplikons nach der Amplifikation bereit. Diese Beziehung kann 
ermittelt werden, ohne von der Menge des Pseudoziel-Amplikons, das mit dem Analyt-Amplikon in einer Am-
plifikationsreaktion co-amplifiziert wird, abzuhängen, oder auch nur davon zu wissen. Auch wenn daher das 
Pseudoziel-Amplikon in einer experimentellen Methode detektiert oder quantifiziert wird, ist es nicht notwendig, 
diese Information zu verwenden, wenn die Menge eines Polynukleotidanalyten vor der Amplifikation und die 
Menge des korrespondierenden Analyt-Amplikons nach der Amplifikation in Beziehung gesetzt werden.

[0033] Wie hierin verwendet, ist die "Standardkurve" eine Darstellung, die die Menge eines Polynukleotids vor 
der Amplifikation mit der Menge eines korrespondierenden Amplikons nach der Amplifikation in Beziehung 
setzt. Zum Beispiel kann eine Standardkurve ein Graph sein, der bekannte Zahlen von Input-Matrizenmolekü-
len auf der x-Achse und entweder RLU-Werte oder Picomol des Amplikonproduktes, die auf der y-Achse dar-
gestellt sind, aufweist. Standartkurven werden üblicherweise mittels Kontroll-Polynukleotidstandards herge-
stellt, die bekannte Zahlen an Polynukleotid Matrizen aufweisen. Standardkurven können in elektronischer 
Form gespeichert werden oder können graphisch dargestellt werden.

[0034] Eine "biologische Probe" ist eine Materialprobe, die von einem Organismus abstammt.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0035] Fig. 1 ist eine schematische Darstellung von elektrophoretisch getrennten TMA-Reaktionsprodukten, 
die unter Verwendung unterschiedlicher Mengen an Input-Ziel-Polynukleotidmatrize synthetisiert worden sind. 
Die mit "NEG" markierte Spur repräsentiert eine Reaktion, die anfangs keine Matrize enthielt. Die verbleiben-
den Spuren repräsentieren Reaktionen, die unter Verwendung steigender Mengen des Input-Ziel-Polynukleo-
tids durchgeführt worden sind. Die Position des spezifischen Amplifikationsproduktes, das vom Ziel-Polynuk-
leotid abstammt, auf dem Gel ist durch einen Pfeil markiert.

[0036] Die Fig. 2a–Fig. 2c illustrieren schematisch drei unterschiedliche Reaktionsbedingungen für eine 
TMA-Reaktion. Wenn andere Variablen, wie z.B. Enzym-, Primer- und NTP-Konzentrationen, unter der Bedin-
gung niedriger Anfangsmengen des Polynukleotidanalyten ( Fig. 2a) konstant gehalten werden, ist die Mehr-
zahl des Reaktionsprodukts ein Matrizen unabhängiges nichtspezifisches Produkt (NP), während das Ana-
lyt-Amplikon oder spezifische Produkt (SP) nur einen unbedeutenden Bestandteil des gesamten Reaktionspro-
duktes darstellt. Unter Bedingungen von hohen Anfangsmengen des Polynukleotidanalyten (Fig. 2b) stellt das 
Analyt-Amplikon (SP) eine Mehrheit des gesamten Reaktionsproduktes dar, während das nichtspezifische Pro-
dukt (MP) ein unbedeutender Bestandteil ist. Unter Bedingungen, in denen die Menge des Input-Polynukleo-
tidanalyten niedrig ist, die Menge des Pseudoziels jedoch hoch ist (Fig. 2c) geht die Pseudoziel-Spezifi-
sche-Produkt (PTSP)-Bildung auf Kosten der nichtspezifischen Produktbildung.

[0037] Die Fig. 3a–Fig. 3b sind schematische Darstellungen, die zeigen, wie das Einschließen von Pseudo-
zielen in idealisierten Reaktionen, die keine nichtspezifischen Amplifikationsprodukte erzeugen, qualitative As-
says in quantitative Assays umwandeln können. Fig. 3a zeigt wie niedrige oder hohe Anfangsmengen des Po-
lynukleotidanalyten (TA) als Matrizen für die Konversion von Reaktanden (R) in vergleichbare Mengen an Ana-
lyt-spezifische Produkte (SP) dienen. Fig. 3b zeigt, dass das Einschließen von Pseudozielen (PsT) in Amplifi-
kationsreaktionen mit niedrigen oder hohen Anfangsmengen des Polynukleotidanalyten eine quantitativen Be-
ziehungen zwischen den Mengen an Analyt-spezifischen Produkten, die in den Reaktionen synthetisiert wur-
den, und den Anfangsmengen der Matrizen ergibt. Das Diagramm zeigt, dass Pseudoziele als Matrizen in der 
Reaktion für die Synthese der Pseudoziel-spezifischen Produkte (PTsP) dienen, während Polynukleotidanalyte 
als Matrizen für die Synthese von Analyt-spezifischen Produkten dienen.
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[0038] Die Fig. 4a–Fig. 4d sind idealisierte Graphen, die illustrieren, wie der dynamische Bereich und die Prä-
zision der Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen verbessert werden, wenn die Reaktionen Pseudoziele ent-
halten. Fig. 4a zeigt Ergebnisse, die für eine hypothetische Amplifikationsreaktion, die nur Analyt-spezifische 
Amplikons erzeugt, erwartet werden. Fig. 4b zeigt Ergebnisse, die für Amplifikationsreaktionen erwartet wer-
den, die geringe Mengen an nichtspezifischen Amplifikationsprodukten, die zum Polynukleotidanalyten in kei-
ner Beziehung stehen, spontan erzeugen. Fig. 4c zeigt Ergebnisse, die für Amplifikationsreaktionen erwartet 
werden, die große Mengen an nichtspezifischen Amplifikationsprodukten, die zum Polynukleotidanalyten in 
keiner Beziehung stehen, spontan erzeugen. Fig. 4d zeigt idealisierte Ergebnisse, die bei Reaktionen erwartet 
werden, die Pseudoziele enthalten.

[0039] Fig. 5 ist ein schematisches Diagramm, das illustriert, wie die Variabilität bei der Wirksamkeit des Wie-
dergewinnens einer Sammlung von Polynukleotiden, die einen Polynukleotidanalyten und ein Pseudoziel ent-
halten, vergleichbare Mengen des Amplikons in Folge einer Amplifikationsreaktion erzielen können. Der Poly-
nukleotidanalyt und das Pseudoziel werden am oberen Ende des Diagramms in einem festgelegten Anfangs-
verhältnis dargestellt. Ob nun 100% oder 50% der Polynukleotidprobe als Anfangsmenge für die Amplifikati-
onsreaktion dienen, die Endmengen des Amplikonproduktes sind die gleichen.

[0040] Fig. 6 ist ein Liniendiagramm, das zeigt, wie ein Pseudoziel verwendet werden kann, um die Ampli-
konsynthese in Amplifikationsreaktionen, denen unterschiedliche Mengen des Polynukleotidanalyten vorgege-
ben wurden, zu vereinheitlichen. Die drei in dem Diagramm präsentierten Zustände sind: kein Pseudoziel (♦); 
konstante Menge des Pseudoziels ( ); und konstantes Verhältnis des Pseudoziels und des Polynukleotidana-
lyten (☐).

[0041] Fig. 7 ist ein Liniendiagramm, das zeigt, wie ein Pseudoziel verwendet werden kann, um die Produk-
tion des Analyt-Amplikons zu kontrollieren. Die zwei im Diagramm präsentierten Zustände sind: kein Pseudo-
ziel ( ); und 2 × 106 Kopien des Pseudoziels pro Reaktion ( ).

Detaillierte Beschreibung der bevorzugten Ausführungsform

[0042] Ich offenbare hierin, dass Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen, die ein Pseudoziel beinhalteten, auf 
vorteilhafte Weise eine verbesserte Präzision in Bezug auf die Menge des synthetisierten Analyt-Amplikons 
zeigen. Zusätzlich können qualitative Amplifikationsreaktionen durch Einschließen von Pseudozielen in die Re-
aktionen und anschließendem quantitativen Messen der Menge des Analyt-Amplikons, das synthetisiert wur-
de, in quantitative Assays umgewandelt werden. Es ist auch ein neues Verfahren zur Einzelprobenverarbei-
tung offenbart worden, das auf vorteilhafte Weise die Herstellung eines vorher vorgegebenen Verhältnisses 
von Pseudoziel- und Analyt-Amplikons in einer nachfolgenden Amplifikationsreaktion, unabhängig von der 
Wirksamkeit, mit der die Nukleinsäuren aus der Einzelprobe isoliert wurden, sicherstellt. Gemäß diesem Ver-
fahren werden Pseudoziele vor der Isolation von Nukleinsäuren aus der Einzelprobe zu einer biologischen Ein-
zelprobe hinzugefügt. Assays, die in einem qualitativen Format, dass eine Pseudoziel-Amplifikation verwendet, 
durchgeführt werden, und die semiquantitative Informationen über die Menge des Polynukleotidanalyten in ei-
ner Testprobe bereitstellen, werden ebenfalls beschrieben.

Einführung und Überblick

[0043] Eine Beobachtung, die zur Entwicklung der Erfindung führte, betraf ein inhärentes Merkmal der Stan-
dard-TMA-Reaktion. Spezieller noch, es wurde beobachtet, dass die enzymatische Synthese von nichtspezi-
fischen Amplifikationsprodukten einen wesentlichen Anteil des Reaktionsproduktes darstellte, wenn die Reak-
tion nur unter Verwendung sehr geringer Mengen des Ziel-Polynukleotids gestartet wurde. Wenn sie nach der 
Elektrophorese sichtbar gemacht wurden, erschienen die nichtspezifischen Amplifikationsprodukte als 
Schmier, der sich über einen ausgedehnten Größenbereich erstreckte. Dieses Ergebnis wird schematisch in 
Fig. 1 dargestellt.

[0044] Wichtig war auch, dass beobachtet wurde, dass unter Verwendung erhöhter Mengen an Ziel-Polynu-
kleotidmatrizen durchgeführte TMA-Reaktionen zu verringerten relativen Beiträgen der nichtspezifischen Pro-
dukte führen. Dieses Ergebnis wird ebenfalls in Fig. 1 dargestellt. Reaktionen, die unter Verwendung von hö-
heren Konzentrationen der Ziel-Polynukleotide initiiert wurden, führten zur Bildung von größeren Mengen an 
spezifischen Produkten und nur zu kleinen Mengen an nichtspezifischen Produkten. Diese umgekehrte Bezie-
hung führte zur Vermutung, dass die Bildung des nichtspezifischen Reaktionsproduktes durch das Einschlie-
ßen einer amplifizierbaren Matrize in die Reaktionsmischung, zum Zeitpunkt da die Reaktion initiiert wurde, un-
terdrückt werden könnte.
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[0045] Während es nicht erwünscht ist, durch eine bestimmte Theorie gebunden zu sein, könnte diese um-
gekehrte Beziehung in autokatalytischen Reaktionen, wie z.B. der TMA-Reaktion, doch besonders beachtlich 
sein, da, sofern nicht frühzeitig unterbrochen, es die Natur der Reaktion ist, bis zu einem Endpunkt voranzu-
schreiten, an dem die Zufuhr von verfügbaren Reaktanden erschöpft ist und keine weitere Synthese stattfinden 
kann. Eine TMA-Reaktion, die in Abwesenheit eines Ziel-Polynukleotids unendlich voranschreitet, wird 
nichtspezifische Produkte erzeugen, bis die Reaktanden aufgebraucht sind und keine zusätzliche Synthese 
stattfindet. Bei einer unendlich ausgeführten PCR-Reaktion erwartet man ebenfalls, dass sie bis zu einem 
Punkt voranschreitet, an dem die Reaktanden erschöpft sind und die Amplikonherstellung endet, und das sie 
ebenfalls nichtspezifische Amplifikationsprodukte (zum Beispiel, siehe D. Persing in Diagnostic Molecular Mi-
crobiology; Kap. 3, S. 58 (1993)) herstellen kann.

[0046] Da das hierin offenbarte Verfahren für gewöhnlich angewendet wird, wird die Detektion des Analyt-Am-
plikons verwendet, um die Gegenwart von Polynukleotidanalyten in einer Population von Nukleinsäuremolekü-
len anzuzeigen. Zum Beispiel könnte eine Methode zum Beobachten der Mengen an humanem Immunschwä-
chevirus (HIV)-Virionen im Serum das Amplifizieren eines Teils des HIV-Genoms und dann das Detektieren 
und Quantifizieren des Amplifikationsproduktes einschließen. Wenn die Methode des Weiteren das Amplifizie-
ren eines Pseudoziels beinhaltet, dann wäre die Detektion des Pseudoziel-Amplikons ein optionaler Schritt, 
der für den Erfolg des Assays nicht erforderlich wäre. Die Detektion des Pseudoziel-Amplikons könnte als po-
sitive Kontrollmethode verwendet werden, um Anzuzeigen, dass eine Amplifikationsreaktion stattgefunden hat 
(d.h. eine interne Amplifikationskontrolle). Jedoch hängt die quantitative Charakterisierung der Menge des 
Analyt-Amplikons, das in einer Amplifikationsreaktion synthetisiert worden ist, oder die Quantität der Polynuk-
leotidanalytmatrize, die zur Bildung der Menge des Analyt-Amplikons geführt haben würde, nicht von dem Wis-
sen über die Menge des Pseudoziel-Amplikons, das in der Amplifikationsreaktion synthetisiert worden ist, ab. 
Daher kann das Analyt-Amplikon gemäß der hierin offenbarten Verfahren ohne Bezug zur Menge des Pseu-
doziel-Amplikons, das in einer Amplifikationsreaktion synthetisiert wurde, quantifiziert werden. Ein kritisches 
Merkmal des hierin offenbarten Verfahrens ist, dass das Analyt-Amplikon vom Pseudoziel-Amplikon unter-
scheidbar sein muss. Es muss besonders möglich sein, das Analyt-Amplikon zu detektieren, ohne auch das 
Pseudoziel-Amplikon zu detektieren. In einer bevorzugten Ausführungsform binden das Analyt-Amplikon und 
das Pseudoziel-Amplikon mindestens eine Hybridisationssonde unterschiedlich, so dass die zwei Amplikon-
spezies unabhängig voneinander detektiert werden können.

[0047] Ein Punkt, der besonders für klinische Methoden, die Amplifikationsprotokolle verwenden, relevant ist, 
bezieht sich auf die Variabilität der Wiedergewinnung von Polynukleotidmatrizen aus unterschiedlichen biolo-
gischen Einzelproben. Zum Beispiel ist es üblich, dass eine Variabilität bei der Anzahl der Moleküle eines be-
stimmten Polynukleotids, das aus unterschiedlichen Gewebeproben infolge der variablen Probengrößen und 
der Komplexität der unterschiedlichen Handhabungsmethoden für die Probe, festgestellt wird. Nukleinsäuren 
können nichtspezifisch an Glas, Kunststoff und chromatographischen Medien, wie z.B. vernetzte Polyacryla-
mide und Dextrane, binden, wodurch die Wirksamkeit der Probenwiedergewinnung während der komplexen 
Verarbeitung reduziert wird. Zusätzlich kann aus einer biologischen Einzelprobe gewonnene RNA zu einem 
gewissen Grad infolge von chemischer- oder enzymatischer Hydrolyse abgebaut worden sein. Die enzymati-
sche Hydrolyse ist besonders offenkundig in biologischen Proben, die hohe Konzentrationen an Ribonuklease 
enthalten.

Quantitative Polynukleotid-Amplifikationsassays

[0048] Das Einbauen eines Pseudoziels in eine Polynukleotid-Amplifikationsreaktion kann nicht nur die Am-
plifikationsvariabilität von Probe zu Probe verringern, sondern kann sogar auch ein vollständig optimiertes qua-
litatives Assay in ein quantitatives Assay umformen. Im Falle eines Polynukleotid-Amplifikationssystems, in 
dem nur spezifische Amplifikationsprodukte synthetisiert werden (bedeutet, dass nichtspezifische Zielprodukte 
nicht hergestellt werden), würde die Menge des von einem Input-Ziel-Polynukleotid amplifizierten Produktes, 
unabhängig von der Anfangsmenge des Ziel-Polynukleotids, dass in der Reaktion enthalten ist, konstant sein. 
Dies ist zutreffend, wenn autokatalytische Amplifikationsreaktionen, wie z.B. die TMA-Reaktion, bis zu dem 
Punkt voranschreiten, an dem einer der Reaktanden im wesentlichen aufgebraucht ist, so dass die Reaktion 
endet. Die Gesamtmenge des Endproduktes, das in dieser Situation synthetisiert wurde, wird größtenteils 
durch die Anfangskonzentrationen der in der Reaktion eingeschlossenen Reaktanden bestimmt. Solch ein op-
timiertes Polynukleotid-Amplifikationssystem ist qualitativ jedoch nicht quantitativ, wenn die Reaktion bis zu 
dem Punkt ausgeführt wird, an dem die Konzentration eines Reaktanden begrenzend wird. Dies deswegen, 
da die Menge des in der Reaktion hergestellten Endproduktes von den Input-Reaktandenkonzentrationen ab-
hängt und nicht von der anfänglichen Menge des Ziel-Polynukleotids.
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[0049] Wenn ein Pseudoziel in einer Amplifikationsreaktion, wie z.B. einer TMA-Reaktion, eingeschlossen ist, 
wird das Pseudoziel bevorzugt in einer höheren Kopienzahl relativ zum Ziel-Polynukleotid vorhanden sein. Die 
Amplifikationsreaktion stoppt, wenn die Menge des Produkts, die vom Ziel-Polynukleotid und dem Pseudoziel 
amplifiziert worden ist, ausreichend groß ist, dass einer der Reaktanden aufgebraucht worden ist. Da das 
Pseudoziel für gewöhnlich die dominante Amplifikationsspezies darstellen wird, wird das Ausmaß der Amplifi-
kation des Ziel-Polynukleotids durch die anfängliche Menge an Pseudoziel und nicht durch die anfängliche 
Menge an Ziel-Polynukleotid bestimmt. Daher kann durch Kontrollieren der Menge des Pseudoziels in der Am-
plifikationsreaktion das Ausmaß der Ziel-Polynukleotid-Amplifikation kontrolliert werden, unabhängig von der 
Anfangsmenge des Ziel-Polynukleotids in der Reaktion. Während die kombinierte Menge der Amplifikations-
produkte konstant bleiben wird, wenn die Reaktandenkonzentrationen stabil gehalten werden, wird die Menge 
des in der Reaktion hergestellten Analyt-Amplikons im wesentlichen das Anfangsverhältnis des Polynukleotid-
analyten relativ zur Anfangsmenge des Pseudoziels wiedergeben. Auf diese Weise kann ein Polynukleo-
tid-Amplifikationsassay zu einem quantitativen Assay gemacht werden, da das Ziel-Polynukleotid sich in einem 
vorher bestimmten Ausmaß amplifizieren wird. Dies wird schematisch in den Fig. 2–4 dargestellt.

[0050] Im Allgemeinen sind die Verfahren zum Konvertieren von qualitativen Polynukleotid-Amplifikationsre-
aktionen in quantitative Reaktionen durch Einschließen eines Pseudoziel-Polynukleotids in die Reaktionen auf 
alle bekannten Polynukleotid-Amplifikationssysteme, einschließlich PCR, NASBA (Nukleinsäuresequenzge-
stützte Amplifikation), SDA (Strangverdrängungsamplifikation), und Amplifikationsverfahren mittels selbst rep-
lizierender Polynukleotidmoleküle und Replikationsenzyme, wie MDV-1 RNA und Q-beta Enzym, anwendbar. 
Verfahren zum Ausführen dieser zahlreichen entsprechenden Amplifikationstechniken können im U.S. Patent 
Nr. 4,965,188; der veröffentlichten Europäischen Patentanmeldung EP 0 525 882, U.S. Patent Nr. 5,455,166; 
U.S. Patent Nr. 5,472,840 und bei Lizardi et al., BioTechnology 6: 1197 (1988) gefunden werden.

Quantitative Aspekte der Amplifikationsreaktionen, die Pseudoziele enthalten

[0051] Man ist sich auf dem Gebiet des Nukleinsäure-Testens bewusst, dass die Polynukleotid-Amplifikation 
ein exponentieller Prozess ist, und dass kleinere Unterschiede in irgendeiner der Variabeln, die die Reaktions-
rate beeinflussen, zu dramatischen Veränderungen bei der Ausbeute von Analyt-spezifischen Amplikons füh-
ren können. Hierin offenbart ist der neue Befund, dass nichtspezifische Amplifikationsprodukte, die in Amplifi-
kationsreaktionen erzeugt wurden, wesentlich zur gesamten Amplikonherstellung beitragen können und Re-
aktanden aufbrauchen können, die ansonsten verwendet werden würden, um Analyt-spezifische Amplifikati-
onsprodukte zu synthetisieren. Der Beitrag nichtspezifischer Produkte am Pool der Amplifikationsprodukte ist 
bedeutend genug, so dass kleine Veränderungen in den Mengen nichtspezifischer Amplifikationsprodukte die 
Größenordnung der Analyt-Amplikonherstellung stark beeinflussen können. Daher fand man während der Ent-
wicklung der vorliegenden Erfindung heraus, dass das Reduzieren der Menge der nichtspezifischen Produkte, 
die in einer Amplifikationsreaktion gebildet werden, die Präzision der Analyt-Amplikonherstellung auf vorteil-
hafte Weise verbesserte und qualitative Amplifikationsassays in quantitative Assays umformte.

[0052] Der bevorzugte Ansatz zum Verringern der Bildung von nichtspezifischen Produkten erfordert das Ein-
schließen eines Pseudoziels in die Amplifikationsreaktion und dann das quantitative Detektieren von Ana-
lyt-Amplikons, die in der Reaktion synthetisiert wurden. Auf diese Weise kann die Analyt-Amplikonherstellung 
in einer Dosis-abhängigen Weise zur Menge des Polynukleotidanalyten, der zum Zeitpunkt der Initiierung der 
Amplifikationsreaktion vorhanden war, in Beziehung gesetzt werden. Zusätzlich ist es in Übereinstimmung mit 
den erfundenen Verfahren unnötig, die Pseudoziel-Amplikons zu detektieren, um die Anzahl der in einer Test-
probe vorhandenen Polynukleotidanalyte zu quantifizieren.

[0053] Daher ist hierin ein Verfahren zum Quantifizieren von Polynukleotidanalyten offenbart, dass nicht von 
der Detektion der Amplifikationsprodukte, die sich aus irgendeinem internen Standard ergeben, abhängt. Die 
Entwicklung dieses Ansatzes wurde durch das Erkennen der Ursache des Problems möglich, das der Variabi-
lität bei der Analyt-Amplikonherstellung unterliegt, und das durch das Einschließen eines Pseudoziels in die 
Amplifikationsreaktion kontrolliert werden kann. Auch wenn das Pseudoziel als Matrize in der Amplifikations-
reaktion dient, ist die Detektion der Pseudoziel-Amplikons für die Quantifizierung der Polynukleotidanalyten un-
nötig. Da es nicht eingängig erscheint, dass die Präzision einer Amplifikationsreaktion durch Zugabe einer Ma-
trize zur Reaktion, die mit dem Polynukleotidanalyten um Reagenzien konkurriert, die für die Synthese von Am-
plikons erforderlich sind, verbessert werden könnte, machen die unten stehenden Ergebnisse den Wert dieser 
Methode klar deutlich. Einfach gesagt stellen die hierin offenbarten Verfahren eine Methode zum Kontrollieren 
der ansonsten stark variablen Herstellung von nichtspezifischen Amplifikationsprodukten durch Einbringen von 
Matrizen-Polynukleotiden, die amplifiziert werden, die jedoch nicht notwendigerweise detektiert oder quantifi-
ziert werden, in das System bereit.
10/53



DE 600 22 541 T2    2006.06.14
Grundlage der verbesserten Präzision und quantitativen Kapazität der Amplifikationsreaktionen

[0054] Die Fig. 3a–Fig. 3b illustrieren, wie Pseudoziele eine qualitative Polynukleotid-Amplifikationsreaktion 
in ein quantitatives Assay umwandeln können. Fig. 3a zeigt, wie eine optimierte Reaktion einen Pool von Re-
aktanden (im Diagramm dargestellt durch ein Achteck) unter Verwendung von Ziel-Polynukleotidanalyten (TA) 
als Matrizen in spezifische Amplifikationsprodukte (SP) umwandelt. In Abwesenheit eines Pseudoziels ist das 
Assay qualitativ, da die Menge des in der Reaktion hergestellten Analyt-Amplikons mit der Anfangsmenge des 
Ziel-Polynukleotidanalyten nicht quantitativ in Beziehung steht. Ob die Anfangsmenge des Polynukleotidana-
lyten niedrig oder hoch ist, verändert nicht die Menge des Analyt-Amplikons, das in der Reaktion synthetisiert 
wird. Stattdessen wird die Menge des Analyt-Amplikons, das in der Reaktion hergestellt werden kann, durch 
den anfänglichen Reaktandenpool und nicht durch die Anfangsmenge des Polynukleotidanalyten definiert. Da-
her wird eine konstante Menge des Amplikons hergestellt, wenn die Amplifikationsreaktion bis zu dem Punkt 
durchgeführt wird, an dem der Reaktand aufgebraucht ist. Umgekehrt zeigt Fig. 3b, wie Amplifikationsreaktio-
nen, die in Gegenwart von Pseudozielen durchgeführt werden, Analyt-spezifische Produkte im Verhältnis zur 
Anfangsmenge des Polynukleotidanalyten synthetisieren, wenn parallele Reaktionen ein Pseudoziel enthal-
ten. Besonders wenn Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen ein Pseudoziel enthalten, wird die Endmenge 
des Analyt-Amplikons in einer Dosis-abhängigen Weise mit der Anfangsmenge des Polynukleotidanalyten, der 
als Matrize in der Reaktion diente, in Beziehung gesetzt. Daher ist es nur erforderlich, dass Analyt-Amplikon 
(und nicht das Pseudoziel-Amplikon) zu quantifizieren, um Informationen über die Anfangsmenge des Polynu-
kleotidanalyten in der Reaktion zu gewinnen. Dieses Verfahren zum Quantifizieren von Polynukleotiden um-
geht auf vorteilhafte Weise den Bedarf für das Detektieren von anderen Amplikons als dem Analyt-Amplikon 
oder für das Anwenden unterschiedlicher Sonden, um unterschiedliche Amplikonspezies zu unterscheiden. 
Zusätzlich kann der gleiche gepaarte Satz von Oligonukleotidprimern verwendet werden, um sowohl den Po-
lynukleotidanalyten als auch das Pseudoziel zu amplifizieren, da die beiden Produkte der Amplifikationsreak-
tion mittels einer Analyt-spezifischen Hybridisationssonde unterscheidbar sein werden.

[0055] Die Fig. 4a–Fig. 4d veranschaulichen, wie die Analyt-Amplikonsynthese die anfängliche Polynukleo-
tidmenge über einen ausgedehnten Bereich widerspiegelt, wenn zwei miteinander konkurrierende Amplifikati-
onsreaktionen gleichzeitig auftreten. Fig. 4a zeigt Ergebnisse, die bei einer idealisierten Amplifikationsreaktion 
erwartet würden, die in Abwesenheit einer nichtspezifischen Produktbildung stattfindet. Eine konstante Menge 
der Analyt-Amplikonbildung wird bei allen Input-Mengen des Polynukleotidanalyten erwartet. Dieser Fall spie-
gelt die Reaktion wieder, die in Fig. 3a dargestellt wird. Fig. 4b zeigt Ergebnisse, die für die Amplifikationsre-
aktion erwartet würde, die spontan nichtspezifische Produkte in niedrigen Mengen herstellen. Es gibt einen 
schmalen Bereich der Dosisabhängigkeit nur bei sehr niedrigen Input-Mengen des Polynukleotidanalyten. 
Fig. 4c zeigt Ergebnisse, die für Amplifikationsreaktionen erwartet würden, die spontan große Mengen an 
nichtspezifischen Amplifikationsprodukten erzeugen. In diesem Fall stellten Amplifikationsreaktionen, die bei 
jeder vorgegebenen Input-Menge des Polynukleotidanalyten durchgeführt werden, Mengen an Amplikon her, 
die innerhalb eines Bereiches fallen, wie er auf der y-Achse des Diagramms angedeutet wird. Der wichtigere 
Beitrag der nichtspezifischen Produktbildung unterscheidet die Ergebnisse, die in den Fig. 4b und Fig. 4c dar-
gestellte werden. Die Breite der Linien, die die Input-Mengen des Polynukleotidanalyten mit der Analyt-Ampli-
konsynthese in Beziehung setzt, spiegelt die geringe Präzision der Analyt-Amplikonbildung wieder und ist der 
Tatsache zuzurechnen, dass die spontane Bildung der nichtspezifischen Amplifikationsprodukte sehr unter-
schiedlich sein kann. Fig. 4d zeigt Ergebnisse, die für eine idealisierte Amplifikationsreaktion erwartet würden, 
die ein Pseudoziel enthält. Die Menge des in der Reaktion hergestellten Analyt-Amplikons macht sowohl die 
verbesserte Präzision als auch die Dosis-abhängige Beziehung über einen ausgedehnten Bereich der In-
put-Polynukleotidanalytmengen deutlich. Dieser Fall spiegelt die idealisierte Reaktion, die in Fig. 3b dargestellt 
wird, wieder.

[0056] Daher werden die Präzision und quantitativen Aspekte der Amplifikationsreaktionen, die gemäß dem 
erfundenen Verfahren durchgeführt werden, über die Existenz und Kontrollfähigkeit von konkurrierenden Re-
aktionen miteinander verknüpft, wobei Polynukleotidanalyten und nicht Polynukleotidanalyten co-amplifiziert 
werden und um Reaktanden konkurrieren werden. Ein verbesserter dynamischer Bereich ergibt sich, wenn 
eine zweite Amplifikationsreaktion mit der Analyt-spezifischen Reaktion um Reaktanden konkurriert. Die ver-
besserte Präzision bezüglich der Menge der Analyt-Amplikonsynthese ergibt sich, wenn die zweite Reaktion 
durch das Einschließen von Pseudozielen in die Amplifikationsreaktion bei einer Menge von 1 × 103–2 × 108

Molekülen pro Reaktion stark kontrollierbar gemacht wird, wobei eine typische Reaktion ein Volumen von 100 
μl aufweist.
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Verwendung einer Standardkurve – Quantifizieren von Mengen des Polynukleotidanalyten vor der Amplifikati-
on

[0057] Da Amplifikationsreaktionen, die Pseudoziele enthalten, zweckmäßigerweise quantitative Beziehun-
gen zwischen der Input-Anzahl der Polynukleotidanalyten in der Reaktion und der Anzahl der synthetisierten 
Analyt-Amplikons aufweisen, kann die Anzahl der Polynukleotidanalyten, die in einer Testprobe vorhanden 
sind, mittels einer Standardkurve bestimmt werden. Es können besonders eine Vielzahl von Amplifikationsre-
aktionen, die konstante Mengen des Pseudoziels und bekannte Mengen des Polynukleotidanalytstandards 
enthalten, parallel mit einer Amplifikationsreaktion durchgeführt werden, die mittels einer Testprobe, die eine 
unbekannte Anzahl von Polynukleotidanalyten enthält, hergestellt wurde. Alternativ dazu kann eine Standard-
kurve bereits im Vorfeld hergestellt werden, so dass es unnötig ist jedes Mal bei einer analytischen Methode, 
die ausgeführt wird, eine Gerade zu erstellen. Solch eine im Vorfeld erstellte Gerade kann auch in einer Spei-
chervorrichtung eines Testinstruments elektronisch gespeichert werden. Bevorzugte Amplifikationsverfahren 
schließen transkriptionsvermittelte Amplifikationsreaktionen, NASBA-Reaktionen und Polymerasekettenreak-
tionen ein. Die transkriptionsvermittelte Amplifikation wird stark bevorzugt. Die Mengen des verwendeten 
Pseudoziels sollten für jede Reaktion die gleichen sein und bevorzugt in den Bereich von 103 bis 2 × 108, von 
104 bis 2 × 108, von 105 bis 2 × 108 oder von 107 und 2 × 108 Pseudozielmolekülen pro Reaktion fallen. Reak-
tionen, die Pseudoziele enthalten, könne gemäß dem hierin beschriebenen Verfahren durchgeführt werden, 
wobei die Anzahl der in jeder Reaktion synthetisierten Analyt-Amplikons durch Standardhybridisierungs- und 
Detektionsmethoden quantifiziert werden. Obwohl die Detektion der Pseudoziel-Amplikons für die Quantifizie-
rung der Mengen des Polynukleotidanalyten in der Testprobe vor der Amplifikation unnötig ist, kann die Detek-
tion der Pseudoziel-Amplikons wahlweise verwendet werden, um den Erfolg der Amplifikationsreaktionen zu 
bestätigen. Auf diese Weise dient die Detektion der Pseudoziel-Amplikons als eine interne Amplifikationskon-
trolle. Dann wird eine Standardkurve, welche die Mengen des Polynukleotidanalytstandards vor der Amplifika-
tion auf einer ersten Achse und die entsprechende Mengen des Analyt-Amplikons nach der Amplifikation auf 
einer zweiten Achse aufweist, erstellt. Die Menge des Analyt-Amplikons nach der Amplifikation, die für die Te-
streaktion gemessen wird, wird dann auf der Achse für "nach der Amplifikation" der Standardkurve aufgetra-
gen. Der entsprechende Wert auf der anderen Achse der Kurve stellt die Menge des Polynukleotidanalyten vor 
der Amplifikation dar, der in der Testreaktion vorhanden war. Daher wird die Bestimmung der Anzahl der Mo-
leküle des Polynukleotidanalyten, der in der Testprobe vorhanden ist, durch das Heranziehen der Standard-
kurve oder noch eher durch Vergleichen der quantitativen Ergebnisse, die für die Testprobe mit der Standard-
kurve erhalten wurden, eine Methode, die dem Fachmann vertraut sein wird, erreicht.

[0058] Die hierin beschriebenen Methoden können auf einfache Weise verwendet werden, um in einer Test-
probe vorhandene Polynukleotidanalyten zu quantifizieren. In der Tat wird es dann möglich, wenn eine Vielzahl 
von Pseudoziel enthaltenden Kontrollamplifikationsreaktionen unter Verwendung einer bekannten Anzahl von 
Molekülen eines Polynukleotidanalytstandards initiiert werden, und wenn eine Testreaktion, die das Pseudoziel 
enthält, unter Verwendung einer unbekannten Anzahl von Polynukleotidanalytmolekülen initiiert wird, nach 
Quantifizierung der Anzahl der Analyt-Amplikons in jeder Reaktion, die Anzahl der Polynukleotidanalytmolekü-
le zu bestimmen, die in der Testprobe vorhanden gewesen sein müssen. Wenn zum Beispiel Standardreakti-
onen, die 500, 1000 beziehungsweise 1500 Moleküle des Polynukleotidanalytstandards enthalten, nach einem 
Analytspezifischen sondenabhängigen Hybridisationsverfahren Analyt-Amplikon-Signale von 1x, 2x und 3x er-
zeugen, und wenn die Testprobe ein Analyt-Amplikon-Signal dem 1,5x entsprechend erzeugt, dann muss die 
Testprobe 750 Polynukleotidanalytmoleküle enthalten haben. In diesem beispielhaften Fall gibt es eine lineare 
Beziehung zwischen dem durch die Amplikons erzeugten Signal, das sich aus dem Polynukleotidanalytstan-
dard im Bereich von 500 bis 1500 Molekülen ergibt. Die Beziehung zwischen den Input-Polynukleotidanalyt-
molekülen in den Standardamplifikationsreaktionen und der Amplikonspezifischen Signalstärke wird am ein-
fachsten mittels eines Diagramms ermittelt. Die Bestimmung der Anzahl der Polynukleotidanalytmoleküle, die 
in einer Testprobe vorhanden sind, ist einfach eine Sache der Bestimmung der Anzahl der Polynukleotidana-
lytmoleküle, die mit einer gemessenen Analyt-Amplikonsignalstärke übereinstimmt, aus dem Standarddia-
gramm. Dies illustriert, wie Polynukleotidanalytstandards in Verbindung mit Pseudozielen in Polynukleotid-Am-
plifikationsreaktionen verwendet werden können, um die Mengen des in der Testprobe enthaltenen Polynukle-
otidanalyten vor der Amplifikation zu quantifizieren.

Strukturelle Eigenschaften verwendbarer Pseudoziel-Polynukleotide

[0059] Die folgende Information kann verwendet werden, um Pseudoziel-Polynukleotide für die Verwendung 
in Verbindung mit den hierin offenbarten Verfahren zu entwerfen. Angesichts dieser Information können ver-
wendbare Pseudoziele, die irgendeiner Zahl von Polynukleotidanalyten entsprechen, die detektiert und quan-
tifiziert werden sollen, hergestellt werden. Beispielanwendungen in denen Pseudoziele in Verbindung mit Po-
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lynukleotid-Amplifikationsmethoden verwendet werden können, schließen ein, sind jedoch nicht begrenzt auf: 
(1) Das detektieren eines bakteriellen oder viralen Pathogens; (2) das Quantifizieren von Polynukleotiden, wo-
bei diese Quantifizierung als Indikator eines Erkrankungsvorganges, wie zum Beispiel dem Fortschreiten einer 
HIV-Erkrankung, verwendbar ist; und (3) zahlreiche andere Anwendungen, einschließlich forensischer Analy-
sen, Umwelt- und Nahrungsmitteluntersuchungen.

[0060] In einer bevorzugten Ausführungsform der Erfindung sind das Pseudoziel und der Polynukleotidanalyt 
mittels des gleichen Satzes zweier Oligonukleotidprimer amplifizierbar. In diesem Fall wird ein einzelner Oligo-
nukleotidprimer, der eine komplementäre Bindungsstelle auf dem Pseudoziel hat, auch eine komplementäre 
Bindungsstelle auf dem Polynukleotidanalyten haben.

[0061] In einer anderen bevorzugten Ausführungsform amplifizieren sich das Pseudoziel und der Polynukle-
otidanalyt, die als Matrizen in einer Amplifikationsreaktion dienen sollen, mit im Wesentlichen gleicher Wirk-
samkeit. Daher werden, egal ob die Amplifikation mittels TMA, PCR oder einer anderen Methode, wie zum Bei-
spiel der SDA (Strangverdrängungsamplifikation) oder Verfahren, die selbst replizierende Polynukleotidmole-
küle und replizierende Enzyme, wie MDV-1-RNA und Q-Beta-Enzyme verwenden, durchgeführt wird, das 
Pseudoziel und die Polynukleotidanalyten bevorzugt gleiche Amplifikationswirksamkeiten aufweisen.

[0062] Ein Weg um sicherzustellen, dass die Pseudoziel- und Polynukleotidanalytmatrizen vergleichbare Am-
plifikationswirksamkeiten aufweisen, ist darauf zu bestehen, dass die zwei Matrizen nahe verwandte jedoch 
nicht identische Polynukleotidsequenzen über die gesamte Breite der Sequenz, die in dem Verfahren amplifi-
ziert wird, besitzen. Zum Beispiel kann ein Pseudoziel-Polynukleotid durch Scrambeln eines internen Teils der 
Sequenz eines Polynukleotidanalyten erzeugt werden, wobei die gescrambelte Sequenz dem Teil des Polynu-
kleotidanalyten entspricht, der als der Teil des Moleküls dient, der durch eine Sonde, die für den Polynukleo-
tidanalyten spezifisch ist, hybridisiert wird. Die Länge des Pseudoziel-Polynukleotids ist für seine Funktion bei 
der Anwendung der hierin offenbarten Verfahren nicht entscheidend.

[0063] Es ist essentiell, dass das Pseudoziel und der Polynukleotidanalyt in einer einzelnen Reaktion coamp-
lifizierbar sind und dass die entstehenden zwei Amplikonspezies unabhängig voneinander detektiert werden 
können. Es ist besonders wichtig, dass die Pseudoziel- und Polynukleotidanalyt-Amplifikationsprodukte Poly-
nukleotidsequenzen besitzen, die sich voneinander unterscheiden, so dass die zwei Produkte durch ihre Län-
ge, durch ihre Fähigkeit mit einer Detektionssonde zu hybridisieren oder durch andere Verfahren voneinander 
unterscheidbar sind. Da die in den Amplifikationsreaktionen amplifizierten Polynukleotidmatrizen für gewöhn-
lich eine substantielle Anzahl von Nukleotidbasen, die zwischen den Bereichen eingefügt werden, die homolog 
oder komplementär zu den der Ausführung der Amplifikationsreaktion dienenden Primerbindungsstellen sind, 
enthalten, können diese eingefügten Sequenzen als Bereiche dienen, an die ausgewählte Hybridisationsson-
den binden können. Sinnvolle Kriterien für die Auswahl der Hybridisations- und Detektionssonden sind dem 
Fachmann vertraut. Sonden, die in Verbindung mit der Erfindung verwendbar sind, schließen sowohl markierte 
Polynukleotide als auch Oligonukleotide ein, die als Primer in darauf folgenden Amplifikationsreaktionen ver-
wendbar sind.

[0064] Wenn das Pseudoziel zu einer Zeit zu einer biologischen Einzelprobe gegeben wird, bevor der Poly-
nukleotidanalyt aus der Probe isoliert wird, zum Beispiel als Hilfe für die Probenverarbeitung, ist es wichtig, 
dass das Pseudoziel und das Polynukleotid durch die gleiche Probenverarbeitungsmethode aus der Einzelpro-
be gewonnen werden können. Wenn zum Beispiel der Polynukleotidanalyt unter starken basischen Bedingun-
gen, die DNA denaturieren und RNA hydrolisieren, gewonnen werden kann, dann sollte es auch richtig sein, 
dass das Pseudoziel unter den gleichen Bedingungen als ein strukturell intaktes Molekül gewonnen werden 
kann. Wenn daher basische Pufferbedingungen verwendet werden, um Polynukleotidanalyte in Gegenwart 
von zugegebenen Pseudoziel-Polynukleotiden zu isolieren, dann wären weder der Analyt noch das Pseudoziel 
ein RNA-Molekül, dass während des Isolationsverfahrens abgebaut würde. Vergleichbar sollten, wenn das 
Pseudoziel und der Polynukleotidanalyt präzipitiert werden sollen, zum Beispiel durch Zugabe eines Alkohols, 
wie zum Beispiel Ethanol, dann das Pseudoziel und der Polynukleotidanalyt bei im Wesentlichen gleicher Wirk-
samkeit präzipitieren.

Beziehung zwischen Pseudoziel und Polynukleotidanalytsequenzen

[0065] Es wird im Wesentlichen bevorzugt, es ist jedoch für das Pseudoziel und den Polynukleotidanalyten 
nicht essentiell, dass sie mittels des gleichen Satzes zweier Oligonukleotidprimer co-amplifiziert werden kön-
nen. Ganz besonders können qualitative Polynukleotid-Amplifikationsassays zur Detektion eines Polynukleo-
tidanalyten mittels eines gepaarten Satzes von Analyt-spezifischen Primern durch das weitere Einschließen 
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eines Pseudoziel und eines Satzes von Primern zur Amplifikation des Pseudoziels in der Reaktion in quantita-
tive Assays umgewandelt werden. In einer Ausführungsform des erfundenen Verfahrens sind der Polynukleo-
tidanalyt und das Pseudoziel bei Verwendung der gleichen zwei Primer co-amplifizierbar.

[0066] Es ist auch möglich, ein "universelles Pseudoziel" und einen Satz von Pseudoziel-spezifischen Pri-
mern zu verwenden, um quantitative Amplifikationsreaktionen herzustellen. In einer Ausführungsform der Er-
findung, können die Primer, die für das Amplifizieren des universellen Pseudoziels verwendet werden, die glei-
chen Primer sein, die für das Amplifizieren des Polynukleotidanalyten verwendet werden. Das universelle 
Pseudoziel muss nicht mit der Struktur des Polynukleotidanalyten ähnlich sein und muss nicht mit dem Poly-
nukleotidanalyten mit vergleichbarer Amplifikationswirksamkeit co-amplifizieren. Amplifikationsreaktionen, die 
unter Verwendung von geringen oder hohen Anfangsmengen des Polynukleotidanalyten durchgeführt werden, 
werden Analyt-Amplikons auf eine Art und Weise synthetisieren, die Dosis-abhängig von den Anfangsmengen 
des Polynukleotidanalyten, die bei der Initiierung der Amplifikationsreaktionen vorhanden waren, ist. Unter Ver-
wendung dieser Methode können zwei oder mehr Amplifikationsreaktionen für die Produktion von Analyt-Am-
plikons eingesetzt werden, wobei die Analyt-Amplikonmengen mit den Anfangsmengen des Polynukleotidana-
lyten in allen Proben auf eine Dosisabhängig Weise zusammenhängt.

[0067] Während unter Verwendung von Pseudozielen und assoziierten Primern, die zum Polynukleotidanaly-
ten in keiner Beziehung stehen, gute Ergebnisse erzielt werden können, werden bevorzugt Pseudoziele ver-
wendet, die mittels des gleichen Satzes an Primern mit dem Polynukleotidanalyten co-amplifizieren. Dieser be-
vorzugte Ansatz verringert auf vorteilhafte Weise die Variabilität in der Zusammensetzung des Reagenzpools, 
der als Ressource für synthetisierende Amplikons in der Amplifikationsreaktion verwendet wird. Jedoch ver-
wenden die hierin zur Beschreibung der Erfindung dargestellten illustrativen Beispiele Pseudoziele, und exem-
plarisch Polynukleotidanalyten, die mittels bekannter Sätze von Oligonukleotidprimern co-amplifizieren wer-
den.

Auswählen einer Pseudozielmenge, die in einer Amplifikationsreaktion eingeschlossen sein soll

[0068] Im Allgemeinen ist der positive Nutzen, der durch das Einschließen von Pseudozielen in Polynukleo-
tid-Amplifikationsreaktionen erreicht wird, über einen sehr ausgedehnten Bereich von Pseudozielkonzentrati-
onen erreichbar. Das Einschließen von Pseudozielen in Amplifikationsreaktionen, wie zum Beispiel TMA-Re-
aktionen, in Mengen, die über einen Bereich von 1 × 103–2 × 108 Molekülen reichen, ergibt besonders: (1) eine 
höhere Amplifikationspräzision, (2) eine verringerte Wahrscheinlichkeit einer positiven Übertragung und (3) 
eine Vereinheitlichung der Variabilität bei der Zielgewinnung, alles wie hierin offenbart. Innerhalb praktischer 
Begrenzungen werden höhere Anfangsmengen des Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion eine größere 
Verbesserung der drei oben genannten Parameter ergeben.

[0069] Da die Pseudoziel-Amplikons unter Verwendung von Nukleotidtriphosphat-Reaktanden synthetisiert 
werden, die ansonsten zur Synthetisierung von Analyt-Amplikons verwendet werden könnten, wird die Gegen-
wart eines Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion zu einer Verringerung der Analyt-Amplikonsynthese füh-
ren. Dies deswegen, da sowohl die Analyt-Amplikons als auch die Pseudoziel-Amplikons aus einem begrenz-
ten Reaktandenpool heraus synthetisiert werden. Dementsprechend werden steigende hohe Anfangsmengen 
des Pseudoziels zu verringerten Mengen des Analyt-Amplikons führen, das in der Amplifikationsreaktion her-
gestellt wird. Das heißt, dass die obere Grenze der anfänglichen Pseudozielkonzentration in einer Amplifikati-
onsreaktion eine praktische Angelegenheit sein wird, die von der Sensitivität der zur Detektion des Analyt-Am-
plikons verwendeten Methode abhängen wird.

[0070] Die obere Grenzmenge oder -Konzentration eines Pseudoziels, das in einer Amplifikationsreaktion 
eingeschlossen werden kann und das Mengen an Analyt-Amplikons ergeben wird, die für die Detektion ange-
messen sind, ist am einfachsten durch Routineversuche zu bestimmen. Es wird wiederum für den Fachmann 
leicht ersichtlich sein, dass größere Mengen des Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion, die bis zum Punkt 
des Reagenzverbrauchs durchgeführt wird, zu geringeren Mengen eines in der Reaktion hergestellten Ana-
lyt-Amplikons führen wird. Dies deswegen, da Pseudoziel-Amplikons auf Kosten der Analyt-Amplikons in der 
Amplifikationsreaktion synthetisiert werden. Das bedeutet, dass Amplifikationsreaktionen, die sehr große Men-
gen eines Pseudoziels enthalten, zur Produktion von geringen Mengen des Analyt-Amplikons führen werden. 
Hochsensitive Assays zur Detektion von Analyt-Amplikons werden besonders zur Detektion dieser geringeren 
Mengen des Analyt-Amplikons verwendbar sein. Umgekehrt werden weniger empfindliche Assays, die größere 
Mengen des Analyt-Amplikons für ein positives Detektionssignal erfordern, zur Detektion größerer Mengen des 
Analyt-Amplikons, die sich aus Amplifikationsreaktionen ergeben, die nur geringe Anfangsmengen des Pseu-
doziels einschlossen und die größere Mengen des Analyt-Amplikons ergaben, verwendbar sein. Das heißt, 
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dass die obere Grenze der Pseudozielmenge, die für das Durchführen einer Amplifikationsreaktion verwendet 
werden kann, von der Empfindlichkeit des Assays abhängt, das schließlich für das Detektieren der Analyt-Am-
plikons verwendet werden soll, und nicht von der Amplifikationsreaktion selber.

[0071] Da es im Allgemeinen richtig ist, dass große Mengen des Input-Pseudoziels einen erhöhten Abbau von 
nichtspezifischen Amplifikationsprodukten in Reaktionen, wie zum Beispiel TMA-Reaktion, ermöglichen, folgt 
daraus, dass die Menge des in einer Amplifikationsreaktion eingeschlossenen Pseudoziels bevorzugt so hoch 
wie möglich sein sollte. Die größte Menge des Pseudoziels, das in den Beispielen, die folgen werden, offenbart 
ist, lag bei 2 × 108 Molekülen in einer 100 μl Reaktion. Natürlich muss das Detektionssystem, das für das De-
tektieren der Analyt-Amplikons verwendet wird, empfindlich genug sein, um ein positives Signal zu erzeugen, 
wenn die Polynukleotidanalyten in der Anfangsprobe vorhanden sind, so dass die Analyt-Amplikons in der Am-
plifikationsreaktion synthetisiert werden. In der Praxis kann ein Bereich von Pseudozielkonzentrationen getes-
tet werden, um die optimale Menge zu bestimmen, die, gemessen an der Detektierbarkeit von Analyt-Ampli-
kons mittels eines Detektionssystems, dass eine bestimmte Empfindlichkeit für die Detektion von Analyt-Am-
plikons aufweist, bei der Amplifikationsreaktion gute Ergebnisse ergibt. Für gewöhnlich sind Positiv- und Ne-
gativkontrollen in dieser Methode eingeschlossen, um die Ergebnisse anzuzeigen, die für Amplifikationsreak-
tionen erwartet würden, die die Polynukleotidanalyten enthalten beziehungsweise nicht enthalten.

[0072] Die Menge des Pseudoziels, die für die Durchführung einer Amplifikationsreaktion ausgewählt wird, 
kann durch die Amplifikationsgrößenordnung, die Anfangszahl der Polynukleotidanalyten in der Reaktion und 
die Empfindlichkeit des Detektionssystems, das zur Detektion der Analyt-Amplikons verwendet wird, beein-
flusst werden. Standard TMA-Reaktionen vervielfältigen für gewöhnlich anfängliche Polynukleotidmenge um 
das 1012–1013-fache. Ein beispielhaftes Polynukleotid-Detektionssystem kann etwa 6 × 107 Moleküle in einem 
Hybridisationsassay detektieren. Um 100 Moleküle eines Polynukleotidanalyten in einer Probe zu detektieren, 
die als Matrizenquelle in einer Amplifikationsreaktion dient, wäre es erforderlich eine Vervielfältigung von etwa 
dem 6 × 105-fachen (6 × 107 geteilt durch 100) zu erreichen. Um eine mindestens 6 × 105-fache Vervielfältigung 
der 100 Polynukleotidanalytmoleküle zu erreichen, sollte die Amplifikationsreaktion nicht mehr als 1 × 107

Pseudoziel-Moleküle enthalten. Dies deswegen, da 6 × 1012 (als ein Beispielwert im Bereich vom 1012–1013-fa-
chen, wie oben angegeben) geteilt durch 1 × 107 einer 6 × 105-fachen Steigerung entspricht. Das Einschließen 
einer größeren Anzahl von Pseudoziel-Molekülen würde die mehrfache Vervielfältigung auf weniger als den 
akzeptierbaren Wert von 6 × 105 verringern. Wenn stattdessen ein PCR-Protokoll, das zu einer 1 × 109-fachen 
Vervielfältigung führt, verwendet würde, wäre die maximal akzeptierbare Pseudozielmenge in der Amplifikati-
onsreaktion 1 × 109 geteilt durch 6 × 105 oder 1,7 × 103 Moleküle. Deswegen sollte deutlich werden, dass: (1) 
Ein ausgedehnter Bereich von Pseudozielkonzentrationen in der Praxis des hierin offenbarten Verfahrens hilf-
reich sein wird und (2) die optimale Menge eines Pseudoziels empirisch bestimmt werden kann, wenn die An-
zahl der Polynukleotidanalyten in einer Probe, die in einem Amplifikationsprotokoll getestet werden, unbekannt 
ist.

[0073] Bevorzugte Mengen eines Pseudoziels, die für das Durchführen der Amplifikationsreaktionen hilfreich 
sind, bewegen sich zwischen 103 und 109 Molekülen pro Reaktion, wobei eine typische Reaktion in einem Vo-
lumen von 100 μl durchgeführt wird. Zum Beispiel kann ein Assay zur Detektion von HIV-Polynukleotiden in 
einer Serumprobe, die von einem mit HIV infizierten Menschen isoliert wurde, unter Verwendung von zwischen 
103 und 2 × 108, zwischen 104 und 2 × 108, oder zwischen 105 und 2 × 108 oder zwischen 107 und 2 × 108 Pseu-
doziel-Molekülen pro Reaktion durchgeführt werden. In einer stark bevorzugten Ausführungsform ist die Amp-
lifikationsreaktion eine TMA-Reaktion, und das HPA ("homogenes Schutzassay")-Verfahren wird zur Detektion 
von Analyt-Amplikons, die in einer Amplifikationsreaktionen hergestellt wurden, die unter Verwendung dieser 
Mengen des Pseudoziels durchgeführt wurde, verwendet. Wie in den folgenden Beispielen gezeigt wird, sind 
breite Bereiche an Pseudozielkonzentrationen getestet worden, und es zeigte sich, dass sie gute Ergebnisse 
ergaben.

Kits zur Durchführung des erfundenen Verfahrens der Polynukleotid-Amplifikation

[0074] Kits, die zur Durchführung der hierin beschriebenen Polynukleotid-Amplifikationsverfahren verwend-
bar sind, werden enthalten: (1) Ein Pseudoziel, (2) Oligonukleotidprimer für das Co-Amplifizieren des Pseudo-
ziels und des Polynukleotidanalyten, (3) Reagenzien für die Durchführung der Polynukleotid-Amplifikationsre-
aktion, und (4) gedruckte Instruktionen für die Durchführung einer Amplifikationsreaktion und für die spezifi-
sche Detektion nur von Analyt-Amplikons, die in der Reaktion hergestellt wurden. Wahlweise kann das Kit eine 
markierte Sonde zum Detektieren der Analyt-Amplikons enthalten. Reagenzien, die im Kit eingeschlossen 
sind, werden Desoxiribonukleotidtriphosphate und ein DNApolymerisierendes Enzym, das eine reverse Tran-
skriptase sein kann, umfassen. Nukleotidtriphosphate und eine RNA-Polymerase sind optionale Reagenzien, 
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die im Kit eingeschlossen sein können.

[0075] Unter Berücksichtigung dieses Hintergrundes werden drei bestimmte Aspekte der Erfindung jetzt de-
taillierter beschrieben werden.

I. Verbessern der Präzision der Polynukleotidanalyt-Amplifikation

[0076] Amplifikationstechniken, sowohl quantitative als auch qualitative, stellen leistungsstarke Werkzeuge 
zur Detektion und zum Messen sogar von Spurenmengen spezifischer Ziel-Polynukleotide dar. Jedoch bedeu-
ten Schwierigkeiten beim Erhalt einer einheitlichen Amplifikationswirksamkeit zwischen verschiedenen Reak-
tionen, dass die Variabilität beim Umfang der Amplifikation die Präzision der Quantifizierung und die Fähigkeit 
geringe Mengen des Ziels zu detektieren beeinträchtigt. Ich dachte daran, Verfahren zu entwickeln, die die Bil-
dung von nichtspezifischen Produkten minimieren, die Präzision bei der Menge der Analyt-Amplikonsynthese 
steigern und die Leichtigkeit, mit der die quantitativen Amplifikationsreaktionen durchgeführt werden könnten, 
maximieren können.

[0077] Die Variabilität beim Umfang der Amplifikation scheint zum Teil der enzymatischen Synthese der 
nichtspezifischen Reaktionsprodukte zuzurechnen sein. Die Bildung dieser nichtspezifischen Produkte war am 
auffälligsten, wenn die Reaktionen nur sehr geringe Anfangsmengen der Ziel-Polynukleotide, die als Amplifi-
kationsmatrizen dienten, enthielten. Bei größeren Mengen des Ziel-Polynukleotids war die Bildung der 
nichtspezifischen Reaktionsprodukte weniger signifikant und stellte nur einen geringen Anteil des Gesamtpro-
dukts der Reaktion dar. Daher war es ein Ziel der vorliegenden Erfindung, Reaktionsbedingungen zu simulie-
ren, die durch hohe Ziel-Polynukleotidkonzentrationen charakterisiert waren, auch wenn die Anfangsmengen 
der Polynukleotidanalyten in den Reaktionsmischungen sehr gering waren. Es war besonders wünschenswert, 
günstige Reaktionsbedingungen zu simulieren, die die Bildung von nichtspezifischen Produkten, wie in Fig. 2
dargestellt, minimieren würde.

[0078] Amplifikationsreaktionen, die mit Pseudoziel-Polynukleotiden, die mit dem Polynukleotidanalyten co-
amplifizieren, versetzt waren, stellten die gewünschten Reaktionsbedingungen bereit, um diese Ziele zu errei-
chen. Dies erlaubte es der Amplifikationsreaktion sich so zu verhalten, als ob große Mengen des Analyten vor-
handen wären, auch wenn die wahre Menge des Analyten in der Amplifikationsreaktion gering war. Wie durch 
experimentelle Ergebnisse, die weiter unten dargestellt werden, gezeigt wird, verbesserte die Zugabe von 
mehr als 105 Kopien des Pseudoziel-Polynukleotids die Amplifikationspräzision, wie es durch einen verbesser-
ten Variabilitätskoeffizienten (CV%) und den relativen Lichteinheiten (RLU´s), wobei die RLU´s einen messba-
ren Indikator für die Quantität der hybridisierten Sonde darstellen, gemessen wurde. Im vorliegenden Kontext 
ist CV% ein statistischer Wert, der durch Teilen der Standardabweichung (SD) für eine Sammlung von Daten 
durch den Nettodurchschnitt für diese Sammlung und anschließendes Multiplizieren des Ergebnisses mit 100 
berechnet wird. Niedrigere CV%-Werte spiegeln eine geringere Streubreite unter den Datenpunkten wieder 
und werden als Indikatoren für die höhere experimentelle Präzision verstanden. Das heißt, dass das hierin be-
schriebene Verfahren einen Weg zum Verbessern der Präzision darstellt, mit dem der Polynukleotidanalyt am-
plifiziert wird, während die Bildung von nichtspezifischen Reaktionsprodukten variabler Größe verringert wird.

[0079] Die hierin offenbarten Verfahren stellen zusätzlich einen Mechanismus zum Standardisieren der Er-
gebnisse der Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen bereit, unabhängig von der Anfangsmenge des Polynuk-
leotidanalyten, solange wie der Polynukleotidanalyt in einer Kopienzahl unter der Kopienzahl des Pseudoziels 
vorhanden war. In einer weiter unten beschriebenen exemplarischen Methode war der Polynukleotidanalyt in 
einem Satz von Amplifikationsreaktionsmischungen mit Anfangsmengen von 101–105 Molekülen vorhanden, 
während das Pseudoziel in allen Mischungen mit 106 Molekülen vorhanden war. Das bedeutete, dass alle Am-
plifikationsreaktionen von im Wesentlichen 106 Polynukleotidmatrizen initiiert wurden, da der Beitrag der Poly-
nukleotidanalyte an der Gesamtzahl der Matrizen in allen Mischungen minimal war. Daher verhielten sich alle 
Amplifikationsreaktionen als ob sie ungefähr 106 Matrizen enthielten, obwohl die Zahl der Polynukleotidanaly-
ten stark schwankte. Dies standardisierte die Amplifikationsreaktionen wirksam bei 106 Polynukleotidmatrizen, 
unabhängig von der derzeitigen Analytmenge.

II. Kontrollieren der Amplikonherstellung

[0080] Es wurde weiterhin herausgefunden, dass Pseudoziele verwendet werden können, um Hindernisse zu 
überwinden, die mit der "Überproduktion" von Analyt-Amplikons in Verbindung stehen, die zu einer ungenauen 
Quantifizierung von großen Mengen an Input-Ziel-Polynukleotid führen. Wenn überschüssige Mengen des Am-
plikons in einer Amplifikationsreaktion hergestellt werden und wenn diese Amplikons durch Hybridisieren mit 
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einer Detektionssonde bis zur Sättigung quantifiziert werden sollen, dann werden notwendigerweise große 
Mengen der Detektionssonde im Detektionsschritt des Assays verbraucht werden. Wenn umgekehrt verringer-
te Mengen des Amplikons hergestellt werden, dann wird weniger von der Detektionssonde benötigt, um den 
Detektionsschritt durchzuführen. Ein anderer Vorteil zum Reduzieren der Menge des in einer Amplifikationsre-
aktion hergestellten Amplikons betrifft noch den anderen Aspekt der für die Detektion des Amplikons verwen-
deten Detektionsvorrichtung. Da Detektionsmittel, wie zum Beispiel Luminometer, häufig lineare Reaktionsbe-
reiche aufweisen werden, die bei hohen Signalmengen abgesättigt werden können, ist es ein Vorteil Amplifi-
kationsreaktionen durchzuführen zu können, so dass das in einem Detektionsschritt erzeugte Signal innerhalb 
des linearen Reaktionsbereiches für die Detektionsvorrichtung fällt. Daher ist die Fähigkeit, die Amplikonsyn-
these zu kontrollieren, in Bezug auf die nachfolgenden Detektionsschritte eindeutig von Vorteil.

[0081] Die Menge des in der Amplifikationsreaktion erzeugten Analyt-Amplikons kann durch das Einschließen 
eines Pseudoziels in die Amplifikationsreaktion kontrolliert werden, um mit dem Ziel-Polynukleotid um die Am-
plikonsynthese zu konkurrieren. Wenn das Pseudoziel vorhanden ist, werden Reaktanden in der Amplifikati-
onsreaktionsmischung verwendet, um sowohl Analyt-Amplikons als auch Pseudoziel-Amplikons zu syntheti-
sieren. Wenn die Amplifikationsreaktion bis zur Reagenzerschöpfung voranschreitet und wenn höhere Anzah-
len an Pseudoziel-Amplikons auf Kosten der Analyt-Amplikons hergestellt werden, dann kann der relative An-
teil der Analyt-Amplikons durch Erhöhen der Anfangsmenge des Pseudoziels in der Amplifikationsreaktion ver-
ringert werden. Eine angemessene Menge des in der Amplifikationsreaktion einzuschließenden Pseudoziels 
kann durch einfache Routineversuche bestimmt werden.

[0082] Ein alternativer Ansatz zum Reduzieren der Analyt-Amplikonproduktion in einer Polynukleotid-Ampli-
fikationsreaktion, wie zum Beispiel der TMA-Reaktion, wäre es, die Reaktion unter weniger guten Bedingun-
gen, wie zum Beispiel denen im U.S. Patent Nr. 5,705,365 und 5,710,029 beschriebenen, durchzuführen. Die-
se Alternative könnte bei Zeiten weniger wünschenswert sein als der oben beschriebene Ansatz, da unter-
schiedliche Bedingungen erforderlich sein könnten, um die Reaktion für unterschiedliche zu detektierende 
Analyten zu "deoptimieren". Im Gegensatz dazu ermöglicht es das Verringern der Menge des in einer Reaktion 
hergestellten Analyt-Amplikons durch Einschließen eines Pseudoziels alle Reaktionen unter optimalen Bedin-
gungen durchzuführen.

[0083] Daher stellt das Einbringen eines Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion durch das Konkurrieren 
großer Zielmengen mit noch größeren Mengen des Pseudoziels ein Mittel zum "Tuning" einer quantitativen 
Amplifikationsreaktion dar.

III. Einzelprobenverarbeitung in Gegenwart von zugegebenen Pseudozielen

[0084] Die einheitliche Gewinnung von Ziel-Polynukleotiden aus unterschiedlichen biologischen Proben ist für 
viele quantitative Assays sehr wichtig. Zum Beispiel könnten Assays zum Bestimmen der Mengen an HIV-Vi-
rionen im Plasma sehr einfach zu einer ungenauen Abschätzung der Virionenmengen im Plasma führen, wenn 
die Präzision der Ziel-Polynukleotidgewinnung niedrig ist. Hier wird ein alternativer Ansatz beschrieben, der 
bezüglich der Variabilität bei der Input-Menge der Polynukleotidanalyten relativ tolerant ist.

[0085] Mehr noch als das Bestreben nach quantitativer Gewinnung der Polynukleotide, die als Matrizen in ei-
ner Amplifikationsreaktion dienen werden, ist ein Aspekt der Erfindung auf ein Verfahren zum Vereinheitlichen 
der Variabilität der Ziel-Polynukleotidgewinnung im Einzelproben-Verarbeitungsschritt gerichtet. Gemäß die-
sem Ansatz wird die Endmenge des Ziel-Polynukleotid-Amplifikationsproduktes einfach zu kontrollieren sein, 
wenn die Menge eines Pseudoziels ausreichend groß ist, so dass die Pseudoziel-Amplifikation mit der richtigen 
Ziel-Amplifikation konkurriert, und wenn das Pseudoziel und der Polynukleotidanalyt bei vergleichbarer Amp-
lifikationswirksamkeit co-amplifizierbar sind. In diesem Bereich ist die Menge des Analyt-Amplikons umgekehrt 
proportional zur Input-Menge des Pseudoziels. Wenn zum Beispiel die Input-Menge des Pseudoziels um das 
x-fache erhöht wird, dann wird das Analyt-Amplikon um 1/X verringert. Wenn das Pseudoziel in Einzelpro-
ben-Verarbeitungsschritten vorhanden ist, werden das Pseudoziel und das richtige Ziel mit vergleichbarer 
Wirksamkeit gewonnen. Wenn daher die Wirksamkeit bei der Gewinnung für den Polynukleotidanalyten bei 
K% liegt, dann wird das Pseudoziel auch mit einer Wirksamkeit von K% gewonnen.

[0086] Unter ansonsten identischen Bedingungen werden die Reaktionsansätze eine relativ konstante Menge 
des Amplikons herstellen. Daher hält die Zugabe des Pseudoziels die Reaktionsbestandteile von der Herstel-
lung des nichtspezifischen Amplikons ab und stellt sicher, dass tatsächlich alle in der Reaktion produzierten 
Amplikons entweder Pseudoziel-Amplikons oder Analyt-Amplikons sind, die das Amplifikationsprodukt eines 
Polynukleotidanalyten darstellen. Das Pseudoziel-Amplikon und das Analyt-Amplikon werden im gleichen Ver-
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hältnis hergestellt, wie das Verhältnis des Pseudoziels und des Polynukleotidanalyten zum dem Zeitpunkt an 
dem die Amplifikationsreaktion initiiert wurde.

[0087] Wenn die Polynukleotidanalyten und die Pseudoziele coisoliert werden und dann zu einer Amplifikati-
onsreaktion zugegeben werden, die bis zum Reaktandenverbrauch voranschreitet, wird das relative Verhältnis 
der sich daraus ergebenden Analyt- und Pseudoziel-Amplikons gleich dem relativen Verhältnis von Polynukle-
otidanalyten und Pseudoziel-Polynukleotiden in der Probe, die aus der biologischen Einzelprobe isoliert wor-
den ist, sein. Dies bedeutet, dass unabhängig von der Wirksamkeit der Polynukleotidgewinnung bei der Ein-
zelproben-Verarbeitung, die Menge des Analyt-Amplikons, das in einer Amplifikationsreaktion synthetisiert 
wird, gleich der Menge sein wird, die synthetisiert worden wäre, wenn 100% des Polynukleotidanalyten und 
des Pseudoziels im Einzelproben-Verarbeitungsschritt gewonnen worden wären. Daher wird durch Zugabe ei-
nes Pseudoziels zu einer biologischen Einzelprobe zum Zeitpunkt der Verarbeitung, an dem Polynukleotide für 
die nachfolgende Amplifikation isoliert werden, die Wirksamkeit der Zielgewinnung im nachfolgenden Amplifi-
kationsschritt vereinheitlicht werden.

Pseudoziel enthaltende Amplifikationsreaktionen

[0088] Zwei zweckmäßige Formate können zur Durchführung der TMA-Reaktionen, die in den weiter unten 
beschriebenen Beispielen verwendet wurde, verwendet werden. Im ersten Format sind alle Materialien zu je-
dem Zeitpunkt im flüssigen Zustand. Zum Beispiel werden Lösungen von Reagenzien, Matrizen und Enzymen 
in einem Reaktionsgefäß kombiniert und dann lässt man die Amplifikation voranschreiten. Dies ist sehr zweck-
mäßig, wenn das Ziel-Polynukleotid in einem gereinigten oder halbgereinigtem Zustand verfügbar ist. Im zwei-
ten Format wird die in der TMA-Reaktion zu amplifizierende Polynukleotidmatrize zuerst auf einer festen Phase 
(wie zum Beispiel einem Kügelchen) gesammelt, und der Komplex, der die feste Phase und die Matrize enthält, 
dann mit anderen Reagenzien in der Amplifikationsreaktion kombiniert. Verwendbare Festphasenträger schlie-
ßen ein, sind jedoch nicht begrenzt auf Nitrocellulose, Nylon, Glas beschichtete Magnetpartikel, Polyacrylamid, 
Polystyren und derivatisierte Polymere, wie zum Beispiel Epoxidharze. Dieses zweite Format ist besonders 
zweckmäßig, wenn die Polynukleotidmatrize in begrenzten Mengen verfügbar ist. Der Fachmann wird erken-
nen, dass das Manipulieren kleiner Proben von Polynukleotiden auf einfache Weise durch das Manipulieren 
von Suspensionen der größeren und besser handhabbaren Kügelchen ersetzt werden kann. Darüber hinaus 
können die Kügelchen einen Bestandteil in einem Schema zum Reinigen der Matrize darstellen. Zum Beispiel 
können Kügelchen, die ein darauf aufgelagertes Oligo(dT)-Polynukleotid aufweisen mit einem Zelllysat ver-
mischt werden, so dass Poly(A)+-mRNA auf den Kügelchen immobilisiert wird. Daher kann der Komplex, der 
die Kügelchen und die immobilisierte mRNA enthält, mit Reagenzien und Enzymen kombiniert werden, so dass 
eine TMA-Reaktion unter Verwendung der mit den Kügelchen als Matrize für die Amplifikation verbundenen 
RNA durchgeführt werden kann. Unter diesen Bedingungen können die Kügelchen direkt zum Reaktionsgefäß
zugegeben werden. Wenn anstelle eines Oligo(dT)-Polynukleotids ein Polynukleotid mit einer anderen Se-
quenz auf den Kügelchen immobilisiert wird, kann diese andere Sequenz verwendet werden, um einen kom-
plementären Polynukleotidanalyten oder ein Pseudoziel aus einer Sammlung von Polynukleotiden einzufan-
gen. Dieses Verfahren zum Immobilisieren eines bestimmten Polynukleotids auf ein Trägermaterial kann ein 
Mittel zum Isolieren bestimmter Polynukleotide aus einer komplexen Mischung von Polynukleotiden bereitstel-
len. Andere Verfahren zum Isolieren von Polynukleotiden können Standardverfahren einschließen, wie zum 
Beispiel die Extraktion mit organischen Reagenzien, wie zum Beispiel Mischungen aus Phenol und Chloro-
form, wahlweise einschließlich Alkoholpräzipitationsschritte.

[0089] Die folgenden Beispiele machen deutlich, dass die Gegenwart der Pseudoziele die Variabilität der Am-
plikonherstellung in TMA-Reaktionen, die mit Oligo(dT) derivatisierte magnetische Kügelchen einschließen, 
auf vorteilhafte Weise verringerte. Diese verringerte Variabilität kann alternativ als Zunahme der "Präzision" der 
Amplifikation ausgedrückt werden. Besonders die weiter unten dargestellten Ergebnisse machen deutlich, 
dass unterschiedliche Reaktionen, die mittels im Wesentlichen identischer Mengen der anfänglichen Polynuk-
leotidmatrizen durchgeführt wurden, auf vorteilhafter Weise mehr reproduzierbare Ergebnisse ergaben, wenn 
die Variabilität von Probe zu Probe verringert wurde.

[0090] Auch wenn viele verschiedene Verfahren zum Detektieren amplifizierter Polynukleotide in Verbindung 
mit der vorliegenden Erfindung verwendet werden können, stellt das "Hybridisationsschutzassay" (HPA) im 
U.S. Patent Nr. 5,639,604 ein besonders gut verwendbares Verfahren dar. In einer Ausführungsform schließt 
das HPA-Detektionsverfahren das Hybridisieren amplifizierter Polynukleotide mit einer komplementären Poly-
nukleotidsonde, die mit einem chemilumineszierenden Acridiniumester markiert ist, ein. Der Acridiniumester 
wird, wenn er in einer Duplexstruktur hybridisiert wird, vor dem Abbau unter milden Hydrolysebedingungen ge-
schützt. Ein Acridiniumester in unhybridisierten Sondenmolekülen ist anfällig für einen solchen Abbau und wird 
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durch geeignete chemische Behandlung selektiv zerstört. Das Bestimmen der Menge des nicht abgebauten 
Acridiniumesters zeigt die Menge der Sonde, die mit komplementären Polynukleotiden hybridisiert worden ist. 
Dieser Bestimmungsschritt schließt das Zugeben von Wasserstoffperoxid zur Mischung und das Messen der 
Menge des Lichts, das während einer nachfolgenden basenkatalysierten Chemilumineszenzreaktion emittiert 
wird, ein. Das HPA-Verfahren zum Quantifizieren der Amplikonsynthese wird bevorzugt, da es keinen Bedarf 
für langwierige und zeitraubende Schritte zum Entfernen von überschüssiger, unhybridisierter Sonde gibt, die 
ansonsten zu großen Hintergrundhybridisiatonsmengen führen würden. Jedoch können andere Verfahren zum 
Detektieren und Quantifizieren von Amplikons, wie zum Beispiel Methoden, die Radioaktivität, Fluoreszenz 
oder enzymmarkierte Sonden verwenden, oder andere Detektionsverfahren, die Trennungsverfahren verwen-
den, die beinhalten, jedoch nicht begrenzend sind auf Festphasenträgerformate, HPLC und Elektrophorese, 
bei der praktischen Arbeit zum erfundenen Verfahren mit vergleichbar guten Ergebnissen verwendet werden. 
In der Tat wird nicht erwartet, dass das zum Detektieren der Amplikons verwendete Verfahren, die Qualität der 
Ergebnisse, die in den nachfolgenden Methoden erhalten würden, beeinflusst.

Bevorzugte Polynukleotidanalyten

[0091] Wie hierin beschrieben, können quantitative Verfahren, die Pseudoziele verwenden, zum Durchführen 
von Amplifikationsreaktionen verwendet werden, unabhängig vom Ursprung des Polynukleotidanalyten. Be-
vorzugte Polynukleotidanalyte schließen Nukleinsäuren von Organismen, die Krankheiten verursachen, ein-
schließlich Viren, Bakterien, Pilze und Protozoen, ein. Beispiele für stark bevorzugte Polynukleotidanalyten 
von Viren sind Nukleinsäuren vom humanes Immunschwächevirus (HIV-1 und HIV-2), dem Hepatitis-B-Virus 
(HBV) und dem Hepatitis-C-Virus (HCV). Bevorzugte Polynukleotidanalyten aus Bakterien, Pilzen und Proto-
zoen, die gemäß dem hierin offenbarten Verfahren quantifiziert werden können, schließen ribosomale RNA´s 
(rRNA) ein. Beispiele für Bakterien, die als Quelle für Polynukleotidanalyten stark bevorzugt werden, beinhal-
ten Chlamydia trachomatis (gramnegative Zellen, die obligate, intrazelluläre Organismen sind), Mitglieder der 
Gattung Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C. laridis), Mitglieder der Gattung Enterococcus (E. avium, E. cas-
seliflavus, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae, E. mundtii, E. pseudoavium, E. malodora-
tus, und E. raffinosus), Haemophilus influenzae, Listeria monocytogenes, Neisseria gonorrhoeae, Staphylo-
coccus aureus, Gruppe B Streptococci, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacte-
rium avium, Mycobacterium intrazellulare, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii. Beispiele für 
Pilze, die als Quellen für Polynukleotidanalyte stark bevorzugt werden, schließen ein: Blastomyces dermatiti-
dis, Mitglieder der Gattung Candida (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. diversus, C. tropicalis, C. guil-
liermondii, C. dubliniensis), Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis. Beispiele für Protozoen, die als 
Quelle für Polynukleotidanalyten stark bevorzugt werden schließen Blut und Gewebeprotozoen, wie zum Bei-
spiel Mitglieder der Gattung Plasmodium (P. malariae, P. falciparum, P. vivax) als auch Protozoen, die den Gas-
trointestinaltrakt infizieren, wie zum Beispiel Giardia lamblia und Cryptosporidium parvum, ein.

[0092] Das erfundene Verfahren kann ebenso zum Quantifizieren von Nukleinsäuren, die menschlichen Ur-
sprungs sind, wie zum Beispiel mRNA´s, die bei Krankheitszuständen überexprimiert oder unterexprimiert 
sind, einschließlich Krebs, verwendet werden. Ein Beispiel für ein Gen, das in einer erhöhten Kopienzahl bei 
Brust- und Ovarienadenokarzinomen vorhanden ist, ist das HER-2/neu-Oncogen, das für eine Tyrosinkinase 
kodiert, die bestimmte Eigenschaften mit dem epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) gemeinsam hat. 
U.S. Patent Nr. 4,968,603 beschreibt den Wert des Messung der erhöhten Kopienzahl des HER-2/neu-Gens 
oder der HER-2/neu-mRNA als Werkzeug zum Bestimmen des Zustandes des Tumorleidens. Daher kann zum 
Beispiel das hierin beschriebene Verfahren in quantitativen Nukleinsäure-Amplifikationsprotokollen verwendet 
werden, wobei der Zellgehalt an HER-2/neu-Polynukleotiden bestimmt wird.

[0093] In der Tat ist das hierin beschriebene Polynukleotid-Amplifikationsverfahren auf zahlreiche Nuklein-
säureziele allgemein anwendbar und ist einfach auf Methoden zum Quantifizieren eines gegebenen Polynuk-
leotidanalyten in einer Testprobe erweiterbar.

[0094] Auch wenn andere Materialien und Verfahren, die mit denen vergleichbar oder äquivalent sind, die 
hierin beschrieben werden, bei der praktischen Ausführung oder beim Testen der vorliegenden Erfindung ver-
wendet werden können, werden die bevorzugen Verfahren und Materialien jetzt beschrieben. Allgemeine Be-
züge zu Verfahren, die verwendet werden können, um die zahlreichen Nukleinsäuremanipulationen und Me-
thoden, die hierin beschrieben werden, durchzuführen, können in Molecular Cloning: A Lyboratory Manual 
(Sambrook, et al. Hrsg., Cold Spring Harbor Lab Publ. 1989) und Current Protocols in Molecular Biology (Au-
subel, et al. Hrsg., Greene Publishing Associates und Wiley-Interscience 1987) gefunden werden. Verfahren 
zum Durchführen der TMA-Reaktion werden im U.S. Patent Nr. 5,399,491 offenbart. Verbesserungen für das 
TMA-Reaktionsprotokoll, wie zum Beispiel das im U.S. Patent Nr. 5,786,183 offenbarte, liegen innerhalb des 
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Schutzumfangs der transkriptionsvermittelten Amplifikation für den Zweck der vorliegenden Offenbarung. Ver-
fahren zur Herstellung und Verwendung von Acridiniumester markierten Sonden werden bei Arnold et al. im 
U.S. Paten Nr. 5,639,604 aufgeführt. Eine Beschreibung der Versuche und Ergebnisse, die zur Erschaffung 
der vorliegenden Erfindung geführt haben, werden nun folgen.

[0095] Beispiel 1 beschreibt Verfahren, die deutlich machten, dass Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen, 
die ein Pseudoziel enthielten, eine verringerte Variabilität bei der Amplikonherstellung zeigten.

Beispiel 1

Pseudoziel-Amplifikation verringert die Variabilität in der Amplikonmenge, die in einer TMA hergestellt wird

[0096] Eine Serie von TMA-Reaktionsansätzen wurde unter Verwendung von Primern, die für ein Segment 
des HIV-pol-Transkripts spezifisch sind, vorbereitet. Alle Reaktionsansätze wurden in achtfacher Ausführung 
durchgeführt. Jeder Reaktionsansatz erhielt: 50 μl, die 60 Kopien an RNA-Transkripten des vollständigen 
HIV-Genoms enthielten, das im Einzelprobenpuffer, der aus 10 mM HEPES (pH 7,5) und 1 mM EDTA besteht, 
verdünnt wurde. Das RNA-Transkript wurde unter Verwendung des Plasmids BH10 als Matrize synthetisiert. 
In dieser Methode wurde die BH10-RNA als Beispiel für einen Polynukleotidanalyten verwendet. Die Polynuk-
leotidsequenz der BH10-RNA wird durch die Sequenz der SEQ ID NO: 3 wiedergegeben. Die Reaktionsansät-
ze schließen auch entweder 0, 105, 106, oder 107 Kopien der IAC-Ascr-Pseudoziel-RNA mit der Sequenz der 
SEQ ID NO: 4 ein. Es wurden 25 μl des Amplifikationsreagenzes zugegeben, das 10 pmol eines 
T7A(–)4190-Primers mit der Sequenz AATTTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTTTGTATGTCTGTTGCTAT-
TATGTCTA (SEQ ID NO: 1); 10 pmol des (+)4108-Primers mit der Sequenz ACAGCAGTACAAATGGCAG 
(SEQ ID NO: 2); 160 mM Tris-Puffer (pH 7,5); 16 mM jeweils von ATP, CTP, GTP und UTP: 4 mM jeweils von 
dATP, dCTP, dGTP, und dTTP; 100 mM MgCl2; 70 mM KCl; 20% Glycerol; 0,6 mM Zinkacetat und 20% Poly-
vinylpyrrolidon enthält. Die Proben wurden dann mit 200 μl Mineralöl überschichtet, zuerst für 10 Minuten bei 
65°C inkubiert, um das Primer-Ziel-Anbinden (annealing) zu ermöglichen, und dann für 5 Minuten bei 42°C in-
kubiert. Danach erhielt jeder Reaktionsansatz ein 25 μl Aliquot einer Enzymmischung, die 2000 GP-Einheiten 
der MMLV reversen Transkriptase; 2000 GP-Einheiten der T7 RNA-Polymerase; 140 mM Tris-Puffer (pH 8,0); 
100 mM N-Acetyl-Cystein als reduzierendes Agens; 20% Glycerol; 70 mM KCl; 80 mM Trehalose; 8 mM HE-
PES; 1,04 mM EDTA; 10% Triton X-102 und 0,01% Phenolrot enthielt. Eine GP-Einheit der reversen Trans-
kriptase entspricht der Menge des Enzyms, das 5,75 fmol cDNA ausgehend von einer RNA-Matrize in 15 Mi-
nuten bei 37°C synthetisiert. Eine GP-Einheit der RNA-Polymerase ist definiert als die Menge des Enzyms, die 
5 fmol RNA-Transkript ausgehend von einer doppelsträngigen DNA-Matrize, die eine Promotersequenz ent-
hält, in einem Zeitraum von 20 Minuten bei 37°C synthetisiert. Die Reaktionsansätze wurden bei 42°C für zu-
sätzliche 60 Minuten inkubiert. Danach wurden 100 μl der Proben der Reaktionsmischungen mit einem ent-
sprechenden Volumen der HIV-spezifischen AE(+)4134-Sonde, die einen Acridiniumesterrest als Marker trägt, 
und die Sequenz CCACAATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGG (SEQ ID NO: 5) aufweist, kombiniert. Diese 
markierte Polynukleotidsonde wurde hergestellt und im Wesentlichen gemäß dem Verfahren verwendet, das 
im U.S. Patent Nr. 5,639,604 offenbart ist, und in einer Lösung dispergiert, die 100 mM Lithiumsuccinat-Puffer 
(pH 4,7), 2% (w/v) Lithiumlaurylsulfat, 1,2 M Lithiumchlorid, 15 mM Ardrithiol-2, 20 mM EDTA, 20 mM EGTA 
und 3% Ethanol enthält. Die gesamte Ionenstärke für die Förderung der Hybridisationsreaktion wurde im We-
sentlichen durch die 600 mM Lithiumchlorid und 1% Lithiumlaurylsulfat Bestandteile der fertigen Hybridisati-
onslösung bereitgestellt. Wichtig ist, dass die Sequenz der AE(+)4134-Sonde die Hybridisation durch komple-
mentäre Basenpaarung mit dem Analyt-Amplikon und nicht mit dem Pseudoziel-Amplikon ermöglichte. Nach 
dem Hybridisieren der Mischung bei 60°C für 15 Minuten wurden 300 μl eines Selektionsreagenzes, das 600 
mM Natriumborat (pH 8,5) und 1% Triton X-100 enthielt, zugegeben und die Mischung bei 60°C inkubiert, um 
die nicht hybridisierte Sonde zu inaktivieren. Am Ende wurden die Mischungen auf Raumtemperatur abgekühlt, 
in einem Luminometer angeordnet und die Menge des Analyt-Amplikons durch Messen des Lichts, das auf-
grund einer Chemilumineszenzreaktion (in RLU´s) emittiert wurde, quantifiziert. Das Detektionsreagenz I 
schloss Wasserstoffperoxidlösung in 0,001 N Salpetersäure ein. Das Detektionsreagenz II beinhaltete eine 1 
N NaOH-Lösung. Jedem Reaktionsröhrchen wurde zuerst das Detektionsreagenz I und dann das Detektions-
reagenz II eingespritzt, um die Lichtemission zu stimulieren. Die Sonden, die zum Detektieren und Quantifizie-
ren des Analyt-Amplikons verwendet wurden, waren namentlich die Folgenden: Reaktionsansätze, die das 
Pseudoziel nicht erhielten wurden mit 100 fmol der markierten AE(+)4134-Sonde (SEQ ID NO: 5) und 3,9 pmol 
ummarkiertem 2'Methoxyribonukleotid (2'OMe)(+)4134 sondiert; Reaktionen die 105 Kopien des Pseudoziels 
enthielten wurden mit 100 fmol der markierten Sonde und 3,9 pmol unmarkiertem 2'OMe(+)4134 sondiert; Re-
aktionen die 106 Kopien des Pseudoziels enthielten, wurden mit 100 fmol der markierten Sonde und 0,2 pmol 
unmarkiertem 2'OMe(+)4134 sondiert; Reaktionen, die 107 Kopien des Pseudoziels enthielten, wurden mit 100 
fmol der markierten Sonde alleine sondiert. Namentlich hat 2'OMe einen Methoxyrest gegen einen Hydroxyl-
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rest in der 2' Position der Ribose in der RNA substituiert. Es soll angemerkt werden, dass das (+)4134-Poly-
nukleotid die gleiche Basensequenz aufwies wie das AE(+)4134-Polynukleotid jedoch nicht den N-Acridiniu-
mestermarker enthielt. Die unterschiedlichen Sonden-spezifischen Aktivitäten wurden verwendet, um das lu-
minometrische Auslesen in einem linearen Detektionsbereich zu ermöglichen.

[0097] Die in Tabelle 1 dargestellten Ergebnisse zeigten, dass Amplifikationsreaktionen, die ein Pseudoziel 
einschlossen, auf vorteilhafte Weise einheitlichere Ergebnisse mit geringerer Variabilität innerhalb der Proben-
sammlung ergaben. Tabelle 1 zeigt die Kopienanzahl des IAC-Ascr-Pseudoziels und des BH10-RNA-Polynu-
kleotidanalyten, der in jedem Reaktionsansatz eingeschlossen war. Dargestellt sind auch die Rohdaten, wel-
che die Lichtemission der Reaktionsansätze (in RLU´s) und die Nettoemission, die korrigiert worden ist, um die 
Hintergrundemission abzuziehen, die in Negativkontrollreaktionen gemessen wurde, darstellen. Die mit "Kor-
rigiert auf einheitliche sp. Akt." markierte Spalte, zeigt den Wert der Netto RLU´s, die erhalten werden würden, 
wenn alle HPA-Assays unter Verwendung der gleichen Sonde hoher spezifischer Aktivität durchgeführt worden 
wären. Dieser Wert wurde in die Analyse eingeschlossen, so dass die unterschiedlichen Reaktionsansätze di-
rekt miteinander verglichen werden konnten. Die Nettodurchschnittswerte für alle Bestimmungen einer be-
stimmten Reaktionsbedingung werden auch zusammen mit den berechneten Werten für die Standardabwei-
chung (SD) und den Variabilitätskoeffizienten (CV%) dargestellt. Die letzte Säule in der Tabelle zeigt, dass die 
CV%-Werte sich verringerten, während sich die Anzahl der Kopien des Pseudoziels in den Reaktionsansätzen 
erhöhte. Dieses Ergebnis zeigte auf quantitativ Weise, dass die Variabilität in der Menge des Amplikons, dass 
in unterschiedlichen Reaktionsansätzen hergestellt wurde, sich verringerte, während die Menge des Pseudo-
ziels erhöht wurde.
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[0098] Beispiel 2 beschreibt die Verfahren, die verwendet werden, um deutlich zu machen, dass eine erhöhte 
Präzision bei der Amplikonherstellung ein generelles Merkmal der Reaktionsansätze war, die ein Pseudoziel 
enthielten. Die folgenden Methoden zeigen besonders, dass ein zweites exemplarisches Pseudoziel, genannt 
IAC-Bscr, ebenfalls die Variabilität der Amplikonherstellung in einer exemplarischen TMA-Reaktion verringerte.

Beispiel 2

Verringerte Variabilität bei der Produktion der Analyt-Amplikons durch TMA ist ein allgemeines Merkmal der 
Reaktionen, die ein Pseudoziel enthalten

[0099] 30 μl, die 60 Moleküle der BH10-RNA enthalten, die in einem Einzelprobenpuffer (1 mM EDTA, 10 mM 

Tabelle 1

Pseudoziel-Amplifikation und Analyt-Amplikonsynthese mit löslichen Polynukleotiden (Pure System)
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HEPES) verdünnt wurden, wurden zu einer Reihe von Reaktionsröhrchen gegeben. 20 μl, die 0, 105, 106, 107

oder 108 IAC-Bscr Pseudoziel-RNA-Moleküle (SEQ ID NO: 9) im Einzelprobenpuffer enthalten, wurden in ge-
eignete Röhrchen gegeben. Nach dem Vortexen erhält jedes Röhrchen ein 25 μl Aliquot des in Beispiel 1 be-
schriebenen Amplifikationsreagenzes, mit der Ausnahme, dass die Konzentrationen der T7A(–)4190 und 
(+)4108-Primer, die verwendet werden, jeweils bei 5 pmol anstelle von 10 pmol liegen. Die flüssigen Bestand-
teile jedes Röhrchen wurden dann mit 200 μl Öl überschichtet, um die Verdunstung zu verhindern. Die Röhr-
chen wurden für 10 Minuten bei 65°C und dann für 5 Minuten bei 42°C inkubiert. Ein 25 μl Aliquot des in Bei-
spiel 1 beschriebenen Enzymreagenzes wurde danach zu jedem Röhrchen gegeben. Die Inhalte aller Röhr-
chen wurden jeweils vermischt und die Reaktionsansätze für 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Am Ende des Re-
aktionszeitraums wurden alle Proben durch das Standard-HPA einer Analyse unterzogen. Dementsprechend 
wurden 100 μl einer Lösung der mit Acridinium markierten 2'Methoxy AE(+)4134-Sonde zu jedem Röhrchen 
gegeben. Unterschiedliche spezifische Aktivitäten der Sonde wurden verwendet, um Analyt-Amplikons in Pro-
ben zu detektieren, die unter Verwendung unterschiedlicher Mengen des IAC-Bscr Pseudoziels hergestellt 
wurden. Dies stellte sicher, dass Lichtemissionsauslesungen in der Detektionsmethode innerhalb des linearen 
Bereiches des Luminometers, das zum Quantifizieren der Analyt-Amplikons verwendet wurde, fallen würden. 
Sonden, die verwendet wurden, um das Analyt-Amplikon zu detektieren und quantifizieren, sahen wie folgt 
aus: Reaktionen, die das Pseudoziel nicht erhielten, wurden mit 100 fmol der markierten 2'OMe(+)4134-Sonde 
und 20 pmol der unmarkierten Sonde sondiert; Reaktionen, die 105 Kopien des Pseudoziels einschlossen, wur-
den mit 100 fmol der markierten Sonde und 3,0 pmol der unmarkierten Sonde sondiert; Reaktionen, die 106

Kopien des Pseudoziels einschlossen, wurden mit 100 fmol der markierten Sonde und 0,4 pmol der unmarkier-
ten Sonde sondiert; Reaktionen, die 107 oder 108 Kopien des Pseudoziels einschlossen, wurden mit 100 fmol 
der markierten Sonde alleine sondiert. Mischungen der Amplifikationsprodukte und der Sonde wurden bei 
60°C für 15 Minuten inkubiert, mit 300 μl des Selektionsreagenzes vermischt und dann bei 60°C für zusätzliche 
10 Minuten inkubiert. Die Mischungen wurden auf Raumtemperatur abgekühlt und die Chemilumineszenz wur-
de nach Zugabe der Detektionsreagenzien I und II ausgelesen.

[0100] Die in Tabelle 2 dargestellten Ergebnisse bestätigten, dass Amplifikationsreaktionen, die ein Pseudo-
ziel einschlossen, auf vorteilhafte Weise einheitlichere Mengen des Analyt-Amplikons mit geringerer Variabili-
tät innerhalb der Sammlung von Probenauslesungen herstellten. Tabelle 2 zeigt die Kopienanzahl des 
IAC-Bscr-Pseudoziels und des BH10-RNA-Polynukleotidanalyten, die in allen Reaktionsansätzen der 8 Wie-
derholungsversuche für die Amplifikation, die für jede Input-Menge an Pseudoziel durchgeführt wurden, einge-
schlossen waren. Ebenfalls dargestellt sind die Ergebnisse, die die durchschnittlichen Nettolichtemissionsaus-
lesungen aus allen HPA-Reaktionsansätzen darstellen. Hintergrundemissionswerte, die bei Reaktionen ge-
messen wurden, die das Pseudoziel einschlossen, ohne den Modell-Polynukleotidanalyten einzuschließen, 
wurden abgezogen, um die Nettoergebnisse zu erhalten. Die Durchschnittsmengen des Analyt-Amplikons, die 
für jede Reaktionsbedingung ("Amplikon") hergestellt wurde, werden so dargestellt, dass die Produkte aus un-
terschiedlichen HPA-Reaktionsansätzen, die mit Sonden hybridisierten, die unterschiedliche spezifische Akti-
vitäten aufwiesen, direkt verglichen werden konnten. Es werden auch Werte für die Standardabweichung (SD) 
und den Variabilitätskoeffizienten (CV%) dargestellt, die für alle luminometrischen Bestimmungen für eine be-
stimmte Reaktionsbedingung berechnet wurden. Die Ergebnisse bestätigten, dass die Mengen des Analyt-Am-
plikons, das in den Reaktionen, die ein Pseudoziel einschlossen, synthetisiert wurde, mit größerer Präzision 
hergestellt wurde als in Reaktionen, die kein Pseudoziel einschlossen. Besonders Reaktionen, die unter Ver-
wendung von mehr als 1 × 105 Pseudoziel-Molekülen durchgeführt worden sind, erreichten CV%-Werte, die 
niedriger waren als der CV%-Wert, der für den Datensatz erhalten wurde, der aus Reaktionsansätzen herge-
stellt wurde, die in Abwesenheit eines Pseudoziels durchgeführt wurden. In der Tat war der statistische 
"p"-Wert geringer als 0,05 für Reaktionsansätze in unserem Datensatz, die unter Verwendung von mindestens 
106 Molekülen des Pseudoziels durchgeführt wurden. Dies bestätigte quantitativ, dass die Variabilität in der 
Menge des in unterschiedlichen Reaktionen hergestellten Amplikons sich verringerte, wenn das Pseudoziel 
vorhanden war.
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[0101] Beispiel 3 beschreibt Verfahren, die verwendet worden sind, um zu untersuchen, ob die Amplifikations-
präzision auch für Reaktionsansätze gesteigert würde, die in Gegenwart von derivatisierten Magnetkügelchen 
durchgeführt werden. Bei dieser Methode wurden die Kügelchen gemäß einer Einzelproben-Standardbearbei-
tungsmethode bearbeitet, die ein synthetisches "Ziel-Polynukleotid zum Einfangen" einschloss.

Beispiel 3

Die Präzision der Amplikonsynthese verbesserte sich bei Reaktionsansätzen, die in Gegenwart von bearbei-
teten Magnetkügelchen durchgeführt wurden

[0102] 100 μl eines Reagenzes zum Einfangen des Zieles wurden mit einem entsprechenden Volumen an 
HIV serologisch negativem Plasma kombiniert. Das Reagenz zum Einfangen des Ziels schloss 17% Lithium-
laurylsulfat; 190 mM Bersteinsäure; 250 mM Lithiumhydroxid; 3 mM EDTA; 3 mM EGTA; 3,5 nM der Deso-
xy(–)3737-Sonde zum Einfangen, welche die Sequenz CCCTGTTTCTGCTGGAATAACTTCTGCTTCTATATT-
TAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAA (SEQ ID NO: 6) aufweist, und 3,5 nM der 2'Methoxy(–)4258 
A30-Sonde zum Einfangen, welche die Sequenz TCTGCTGTCCCTGTAATAAACCCGTT-
TAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA (SEQ ID NO: 7) aufweist, ein. Die Mischung wurde bei 60°C für 
20 Minuten inkubiert, dann mit 20 μl der Kügelchensuspension, die 120 μg der magnetischen Kügelchen ent-
hält, die mit Oligo(dT) (Novagen; Madison, WI) derivatisiert wurden, zusammengegeben. Die Reaktionsansät-
ze wurden dann für 15 Minuten auf Raumtemperatur abgekühlt, um die Hybridisation der Sonde zum Einfan-
gen und des immobilisierten Oligo(dT) zu ermöglichen. Die Kügelchen wurden für 15 Minuten nach Platzieren 
in einer Halterung mit Magneten an der Gefäßinnenwand gesammelt, und der Überstand wurde verworfen. Die 
Kügelchen wurden dreimal unter Verwendung von 1 ml Aliquots des Waschreagenzes gewaschen und in einer 
TMA-Reaktion verwendet, wie im Beispiel 1 beschrieben, mit der Ausnahme, dass 100 Kopien der BH10-RNA 
und 0, 103, 104 oder 105 Kopien des IAC-Ascr-Pseudoziels verwendet wurden. Das HPA wurde unter Verwen-
dung von 100 fmol der markierten AE(+)4134-Sonde und 200 fmol der unmarkierten (+)4134 gemäß der weiter 
oben beschriebenen Methode durchgeführt.

[0103] Die in Tabelle 3 dargestellten Ergebnisse bestätigten, dass die Amplifikationsreaktionen, die ein Pseu-
doziel einschlossen, auf vorteilhafte Weise eine einheitlichere Herstellung des Analyt-Amplikons erreichten. 
Diese Ergebnisse, die auf Wiederholungsversuchen von 8 Amplifikationsreaktionen bezogen sind, zeigten wie-
derum besonders, dass die CV%-Werte sich bei Versuchen verringerten, die in Gegenwart steigender Mengen 
des Pseudoziels durchgeführt wurden. Namentlich ergaben Mengen von mehr als 104 Kopien des Pseudoziels 
pro Reaktion die statistisch signifikanteste Verbesserung bei der Präzision der Analyt-Amplikonsynthese.

Tabelle 2

Pseudoziel-Amplifikation und Analyt-Amplikonsynthese
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[0104] Die im folgenden Beispiel dargestellten Ergebnisse bestätigten, dass TMA-Reaktionen, die ein Pseu-
doziel einschlossen und die Polynukleotidanalyten, die auf einem immobilisierten Träger eingefangen waren, 
verwendeten, eine erhöhte Präzision in Bezug auf die Menge des Analyt-Amplikons, das in der Amplifikations-
reaktion synthetisiert wurde, zeigten. Während die in Beispiel 3 beschriebenen Methoden belegten, dass die 
Gegenwart eines Festphasensubstrates zum Einfangen die TMA-Reaktion nicht nachteilig beeinflusst, kom-
men die unten dargestellten Methoden diagnostischen Testmethoden näher, die in Übereinstimmung mit der 
Erfindung ausgeführt werden. Besonders die im folgenden Beispiel verwendeten Methoden verwenden einge-
fangene HIV-RNA als Amplifikationsmatrizen. Die Variabilität, die sich aus einer inkonsistenten Zielgewinnung 
in diesen Methoden ergibt, wurde vereinheitlicht, damit die Präzision der Amplifikation unabhängig untersucht 
werden konnte. Noch genauer, die HIV-RNA wurde zuerst gemäß einem Einzelproben-Standardverarbeitungs-
protokoll auf Magnetkügelchen gesammelt und dann zusammengefasst und neu auf individuelle Röhrchen ver-
teilt, so dass alle Amplifikationsreaktionen mit gleichen Mengen an HIV-RNA aber mit unterschiedlichen Men-
gen des Pseudoziels initiiert werden konnten. Beispiel 4 beschreibt die Verfahren, die verwendet wurden, um 
deutlich zu machen, dass TMA-Reaktionen, die unter Verwendung von Pseudozielen und auf festen Substra-
ten eingefangenen Polynukleotidanalytmatrizen durchgeführt wurden, eine gesteigerte Präzision der Ampli-
konherstellung in Amplifikationsreaktionen ergaben.

Beispiel 4

Pseudoziele erhöhen die Präzision von Amplifikationsreaktionen, die eingefangene Polynukleotidanalyten als 
Matrizen verwenden

[0105] 100 μl Aliquots des Reagenzes zum Einfangen des Ziels und der HIV-Virionensuspension, die in se-
rologisch negativem Plasma verdünnt wurden, das entweder 0 oder 200 Kopieäquivalente der HIV-RNA/100 
μl an Plasma enthielt, wurden in individuellen Reaktionsröhrchen zusammengeführt. Das Reagenz zum Ein-
fangen des Ziels enthielt die folgenden Reagenzien in den spezifizierten Konzentrationen: 3 mM Di-Natri-
um-EDTA; 3 mM EGTA; 17% Lithiumlaurylsulfat; 190 mM Bernsteinsäure (eingestellt auf einen End-pH von 
5,1); 250 mM Lithiumhydroxid; 3,5 nM an Desoxy-HIV(–)3837 A30 (SEQ ID NO: 6); und 3,5 nM an 2'Metho-
xy-HIV(–)4258 A30 (SEQ ID NO: 7). Die Proben wurden bei 60°C für 20 Minuten inkubiert, um die HIV-RNA 
aus den Virionen freizusetzen, um alle Polynukleotide zu denaturieren und die Hybridisation der Sonde zum 
Einfangen an die Ziel-pol-Sequenz zu ermöglichen. 20 μl Aliquots der Oligo(dT)-Kügelchensuspension, die 
120 μg der Oligo(dT)-derivatisierten Kügelchen enthielten, wurden dann zu jedem Reaktionsröhrchen zugege-
ben. Nach gründlichem Mischen wurden die Proben für 15 Minuten auf Raumtemperatur abgekühlt, um die 
Hybridisation des Oligo(dA)-Schwanzes der Sonde zum Einfangen und den auf den Kügelchen immobilisierten 
Oligo(dT)'s zu ermöglichen, wobei der Polynukleotidanalyt an das Magnetkügelchen über ein überbrückendes 
Polynukleotid verbunden werden. Die Kügelchen und die darauf immobilisierten Polynukleotide wurden aus 
dem Plasma und den freien Polynukleotiden durch Anordnen der Röhrchen in einer Halterung mit Magneten 
für einen Zeitraum von 5 Minuten isoliert, wobei während dieser Zeit die Kügelchen an der Innenseite jedes 
Röhrchens gesammelt wurden. Die Überstände wurden verworfen und die isolierten Kügelchen dreimal unter 
Verwendung von 1 ml Aliquots des Waschreagenzes (0,1% SDS, 10 mM HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, mit 
einer magnetischen Isolation der Kügelchen zwischen jedem Schritt, gewaschen. Die Kügelchen wurden als 
nächstes mit 40 μl des Einzelprobenpuffers (1 mM EDTA, 10 mM HEPES zusammengegeben, vermischt und 
zusammengefasst. 40 μl der Aliquots der zusammengefassten Kügelchensuspension wurden dann auf frische 

Tabelle 3

Pseudoziel-Amplifikation und Analyt-Amplikonsynthese in Gegenwart von derivatisierten Magnetkügelchen
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Reaktionsröhrchen verteilt, so dass alle Proben im Wesentlichen identische Mengen der auf Kügelchen einge-
fangenen Polynukleotidanalyten enthielten. 10 μl Aliquots des Pseudoziels, die im Einzelprobenpuffer (1 mM 
EDTA, 10 mM HEPES) verdünnt wurden, wurden auf entsprechende Röhrchen verteilt. Jedes Aliquot enthielt 
entweder 0, 2 × 106, 2 × 107 oder 2 × 108 Moleküle der IAC-Ascr- oder IAC-Bscr-Pseudoziel-RNA. Die 
TMA-Amplifikationsreaktionen wurden, wie in Beispiel 2 weiter oben beschrieben, durchgeführt. Analyt-Ampli-
kons wurden mittels einer modifizierten Version der HPA-Methode, "Addukt geförderte Hydrolyse" (Adduct Pro-
moted Hydrolysis) (APH) genannt, durchgeführt. Nach den Amplifikationsreaktionen erhielt jedes Röhrchen ein 
100 μl Aliquot der mit Acridinium markierten 2'OMe(+)4134-Sonde. Sonden mit unterschiedlichen spezifischen 
Aktivitäten wurden bei dieser Methode verwendet, so dass Amplifikationsreaktionen, die unter Verwendung un-
terschiedlicher Mengen des Pseudoziels, ob IAC-Ascr oder IAC-Bscr, durchgeführt wurden, Lichtemissions-
auslesungen ergeben würden, die in einen Linearitätsbereich für die Luminometrie fallen würden. Diese unter-
schiedlichen spezifischen Aktivitäten wurden durch das Vermischen von markierten und unmarkierten Sonden 
erreicht. Sonden, die verwendet wurden, um das Analyt-Amplikon zu detektieren und quantifizieren, lagen wie 
folgt vor: Reaktionen, die kein Pseudoziel einschlossen, wurden mit 1,0 pmol der markierten 
2'OMe(+)4134-Sonde und 100,0 pmol der unmarkierten Sonde sondiert; Reaktionen, die 106, 107 oder 108 Ko-
pien des Pseudoziels einschlossen, wurden mit 1,0 pmol der markierten Sonde und 1,0 pmol der unmarkierten 
Sonde sondiert. Die Reaktionen wurden für 15 Minuten bei 60°C inkubiert, mit 300 μl des Natriummetaarse-
nit-enthaltenden Selektionsreagenzes vermischt und für 20 Minuten bei 60°C inkubiert. Die Mischungen wur-
den auf Raumtemperatur abgekühlt und die Chemilumineszenz wurde nach Zugabe der Detektionsreagenzien 
I und II ausgelesen.

[0106] Die Ergebnisse in den Tabellen 4 und 5 bestätigten, dass Amplifikationsreaktionen, die ein Pseudoziel 
enthielten, auf vorteilhafte Weise Analyt-Amplikons in einheitlicheren Mengen und mit einer geringeren Varia-
bilität innerhalb der Sammlung der Probenauslesungen herstellten. Die Tabellen zeigen, dass jede Reaktion 
unter Verwendung entweder von 0 oder 200 RNA-Äquivalenten des HIV-Virions (Stamm HIV IIIb) als Polynu-
kleotidanalyt und einem von sieben Zuständen für das Pseudoziel gestartet wurde. Im ersten Zustand lag eine 
Negativkontrolle vor, in der die Reaktionen in Abwesenheit des Pseudoziels durchgeführt wurden. In den ver-
bleibenden Zuständen wurden entweder das IAC-Ascr (Tabelle 4) oder das IAC-Bscr (Tabelle 5)-Pseudoziel in 
einer von drei Mengen verwendet. Die zusammengefassten Daten in beiden Tabellen stellen die Ergebnisse 
von 8 Wiederholungsversuchen dar, die für jede Input-Menge an Pseudoziel durchgeführt wurden. Hintergrun-
demissionswerte, die in Reaktionen erzeugt wurden, die das Pseudoziel einschlossen, ohne die Modell-Poly-
nukleotidanalytmatrize einzuschließen, wurden abgezogen um die Nettoergebnisse zu erhalten. Wie erwartet, 
zeigten die Ergebnisse deutlich, dass die Menge des in den Reaktionen erzeugten Amplikons sich verringerte, 
wenn die Anzahl der Pseudoziel-Moleküle in der Reaktion zunahm. Alle Amplifikationsreaktionen, die ein 
Pseudoziel einschlossen, führten zur Herstellung von einheitlicheren Mengen des Analyt-Amplikons. Beson-
ders die CV%-Werte waren im Vergleich zur Negativkontrolle, die in Abwesenheit eines Pseudoziels durchge-
führt wurde, bei allen Datensätzen, die von Reaktionsansätzen stammten, die Pseudoziele enthielten, niedri-
ger. Diese Ergebnisse unterstützen die Schlussfolgerung, dass die Präzision bei der Menge des Analyt-Amp-
likons, das in einer Amplifikationsreaktion hergestellt wird, durch das Einbeziehen eines Pseudoziels in den 
Reaktionsansatz verbessert werden kann. Die Tatsache, dass zwei unterschiedliche Pseudoziele vergleichbar 
gute Ergebnisse ergaben, zeigte, dass die verbesserte Präzision nicht von einer bestimmten Sequenz des 
Pseudoziels abhing. Diese Ergebnisse zeigten weiterhin, wie die Präzision bei der Menge des Analyt-Ampli-
kons, das in einer Amplifikationsreaktion hergestellt wird, durch das Einschließen von Pseudozielen in Reakti-
onen, die Polynukleotidanalyten verwendeten, die durch einen festen Träger, wie zum Beispiel einem magne-
tischen Kügelchen, als Matrizen für die Amplifikationsreaktion eingefangen wurden, verbessert werden kann.
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[0107] Ein noch weiterer Vorteil für das Durchführen von Amplifikationsreaktionen in Gegenwart eines Pseu-
doziels, betrifft das Vereinheitlichen der Menge des Amplikons, das hergestellt wird, wenn der Input-Polynuk-
leotidanalyt aus einer biologischen Probe mit weniger als einer quantitativen Ausbeute gewonnen wird. Die 
Grundlage für diesen Vorteil, der in Fig. 5 dargestellt ist, ist weiter oben angesprochen worden. Das folgende 
Beispiel wurde verwendet, um Situationen zu entwerfen, in denen die Gewinnung der Polynukleotidanalyten 
aus einer biologischen Probe sich wesentlich unterscheidet. Die untersuchten Zustände reichten besonders 
von gleichbedeutend mit 100 bis 25% Gewinnung. Solche Unterschiede in der Wirksamkeit der Polynukleotid-
analytgewinnung konnten aufgrund von Gründen auftreten, die die variable Gewinnung aus Phenolextraktions-
methoden, Ethanolpräzipitationsmethoden, schwierigen Einzelprobensammlungen oder Extraktionszuständen 
oder auch ein Verschütten im Labor, das zum Probenverlust führt, einschließen. In jedem Fall wäre die Menge 
des gewonnen Polynukleotidanalyten weniger als eine quantitative Gewinnung.

[0108] Wie weiter unten beschrieben, wurde die variable Wirksamkeit der Polynukleotidanalytgewinnung bei 
der Durchführung von Amplifikationsreaktionen in drei unterschiedlichen Zuständen modelliert. Im ersten Zu-
stand wurden die Reaktionen mittels dreier unterschiedlicher Input-Mengen des Polynukleotidanalyten ohne 
Pseudoziel durchgeführt. Im zweiten Zustand wurden Reaktionen eingeschlossen, die mittels der gleichen drei 
unterschiedlichen Input-Mengen an Polynukleotidanalyten und einer konstanten Menge des Pseudoziels 
durchgeführt wurden. Zuletzt wurden beim dritten Reaktionszustand die gleichen drei unterschiedlichen In-
put-Mengen an Polynukleotidanalyten verwendet, wobei das Mengenverhältnis des Polynukleotidanalyten und 
des Pseudoziels konstant waren. Es wird deutlich werden, dass diese dritte Bedingung einen Fall darstellt, der 
sich ergeben würde, wenn das Pseudoziel zu einer biologischen Probe zugegeben wird, die den Polynukleo-
tidanalyten jeweils vor der Isolation von Nukleinsäuren aus der Probe enthält. Unter diesen Umständen würde 
der Verlust eines Teils der Probe während der Verarbeitungsschritte zu identischen prozentualen Verlusten so-
wohl des Polynukleotidanalyten als auch des Pseudoziels führen, dennoch würde das Verhältnis der zwei Spe-
zies unverändert bleiben. Wie anhand der noch folgenden Ergebnisse deutlich werden wird, führten Amplifika-
tionsreaktionen, die ein konstantes Verhältnis des Pseudoziels und des Polynukleotidanalyten einschlossen, 

Tabelle 4

Unterschiedliche Pseudoziele verbessern die Präzision der Analyt-Amplikonherstellung

Tabelle 5

Verbesserte Präzision der Analyt-Amplikonherstellung unter Verwendung von unterschiedlichen Pseudozielen
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zu einer verbesserten Synthese der Analyt-Amplikons. Daher verhielten sich auch Reaktionsansätze mit einer 
begrenzten Anzahl an Input-Polynukleotidanalyten so, als ob die Anfangsanzahl an Matrizen größer gewesen 
wäre.

[0109] Die Ergebnisse, die in den folgenden Beispiel erhalten wurden, stellten die Grundlage für das verbes-
serte Verfahren der biologischen Einzelprobenverarbeitung bereit, dass die Zugabe der Pseudoziele zur Ein-
zelprobe vor der Isolation der Nukleinsäuren einschließt. Ein Verfahren zum Vereinheitlichen der Mengen des 
Analyt-Amplikons, dass in einer Amplifikationsreaktion erzeugt wird, schließt als erstes die Zugabe des Pseu-
doziels zu einer biologischen Einzelprobe, dann das Isolieren der Polynukleotide aus der Einzelprobe und da-
nach die Verwendung der Polynukleotide, die auf diese Weise isoliert worden sind, um die Amplifikationsreak-
tionen durchzuführen, ein.

[0110] Beispiel 5 beschreibt die Verfahren, die verwendet worden sind, um Amplifikationsreaktionen darzu-
stellen, die unter Verwendung variabler Mengen des Polynukleotidanalyten initiiert wurden. Die Reaktionen 
wurden insbesondere so durchgeführt, dass die Mengen des Polynukleotidanalyten "100%", "50%" und 
"25%"-Werte darstellen.

Beispiel 5

Vereinheitlichen der Amplikonsynthese in Amplifikationsreaktionen, die mit variablen Mengen des Polynukleo-
tidanalyten geprimert wurden

[0111] Amplifikationsreaktionen wurden gemäß dem Verfahren des Beispiels 1 mit den folgenden Änderun-
gen vorbereitet. Als erstes wurden zehn Wiederholungsreaktionen anstelle von acht Wiederholungen für jeden 
Zustand vorbereitet. Als zweites wurden die Primermengen, die in den Reaktionen verwendet wurden, auf je-
weils 5 pmol anstelle von 10 pmol verringert. Als drittes wurden 20% Polyvinylpyrrolidon durch 10% Trehalose 
ersetzt. Als viertes waren die Mengen des Polynukleotidanalyten und des Pseudoziels die in Tabelle 6 darge-
stellten. Als erstes wurden in unseren Methoden die in dieser Tabelle angegebenen Polynukleotidmischungen 
zusammengegeben, dann mit anderen Reagenzien in der Reaktionsmischung vermischt und am Ende mit den 
zwei Polymeraseenzymen vermischt, um die TMA-Reaktion zu initiieren.

[0112] Nach Abschluss der Amplifikationsreaktionen wurden alle Reaktionsmischungen gemäß dem weiter 
oben in Beispiel 4 beschriebenen APH-Protokoll sondiert, um die Analyt-Amplikons zu detektieren und quan-
tifizieren. Die AE-markierte HIV(+)4134b-Sonde mit der Sequenz CCACAATTTTAAAAGAAAAGGG (SEQ ID 
NO: 8) mit unterschiedlichen spezifischen Aktivitäten wurde in dieser Methode verwendet, so dass die Ampli-
fikationsreaktionen, die unter Verwendung verschiedener Mengen des Pseudoziels durchgeführt wurden, Lich-
temissionsauslesungen ergeben würden, die innerhalb eines Linearitätsbereiches des Luminometers fallen. 

Tabelle 6

Mischungen des Polynukleotidanalyten und des Pseudoziels
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Diese unterschiedlichen spezifischen Aktivitäten wurden wiederum durch Vermischen unterschiedlicher Men-
gen der markierten und unmarkierten Sonden erreicht. Sonden die verwendet wurden, um das Analyt-Ampli-
kon zu delektieren und zu quantifizieren lagen wie folgt vor: Reaktionsansätze, die das Pseudoziel nicht erhiel-
ten, wurden mit 1,3 pmol der markierten Sonde und 400 pmol der unmarkierten Sonde sondiert; Reaktionsan-
sätze, die 1,5 × 106, 3 × 106 oder 6 × 106 Kopien des Pseudoziels enthielten wurden mit 1,3 pmol der markierten 
und 8,7 pmol der unmarkierten Sonde sondiert.

[0113] Die in den Tabellen 7–9 und in Fig. 6 dargestellten quantitativen Ergebnisse zeigen deutlich, dass Re-
aktionsansätze, in denen das Verhältnis des Pseudoziels zum Polynukleotidanalyten konstant gehalten wurde, 
im Wesentlichen geringere Unterschiede bei der Menge des Analyt-Amplikons, das ausgehend von variablen 
Input-Mengen des Polynukleotidanalyten synthetisiert wurde, ergaben. Alle Ergebnisse basierten auf zehn 
Wiederholungsversuchen, die für alle Input-Mengen der Polynukleotidanalytmatrize durchgeführt wurden. In 
Fig. 6 wurden 100% der Input-Polynukleotidanalyten durch 2000 Kopien an BH10-RNA dargestellt. In Abwe-
senheit des Pseudoziels fällt die Steigung der Geraden, welche die Menge des Analyt-Amplikons darstellt, das 
bei fallenden Mengen des Input-Polynukleotidanalyten hergestellt wurde, scharf ab, da die Anzahl dieser Ma-
trize von 2000 auf 500 abfiel. Ein ähnliches Ergebnis wurde in den Versuchen erhalten, die eine konstante 
Menge des Pseudoziels enthielten. Daher hatten Methoden, die lediglich das Zugeben des Pseudoziels zu ei-
ner Probe einschlossen, die ein geringe Menge der Input-Polynukleotidanalyten aufwies, im Wesentlichen kei-
ne Wirkung auf die Zunahme der Menge des Analyt-Amplikons, das synthetisiert wurde. Jedoch ergaben die 
Amplifikationsreaktionen, die unter Verwendung eines konstanten molaren Verhältnisses von Pseudoziel zu 
Polynukleotidanalyten durchgeführt wurden, geringere Unterschiede in den Mengen des Analyt-Amplikons, 
das aus variablen Mengen des Input-Polynukleotidanalyten synthetisiert wurde. Zum Beispiel besagen die in 
der Figur gezeigten Ergebnisse, dass bei 500 Kopien an Input-BH10-RNA die Ausbeute der Analyt-Amplikons 
(gemessen in RLU) bei etwa 68% des Wertes lag, der bei Verwendung von 2000 Kopien der Matrize erhalten 
wurde, während die entsprechenden Ergebnisse, die in Abwesenheit des Pseudoziels erhalten wurden oder 
wenn das Pseudoziel konstant gehalten wurde, nur bei etwa 22% lagen. Das Durchführen von Amplifikations-
reaktionen unter Verwendung eines konstanten Verhältnisses von Pseudoziel und Polynukleotidanalyt neigte 
dazu, die Menge des Analyt-Amplikons, das in der Amplifikationsreaktion synthetisiert wurde, zu vereinheitli-
chen. Auch kann das Verhältnis ein wenig variiert werden, abhängig von der Input-Menge und der gewünsch-
ten Genauigkeit bei der Quantifizierung. Signifikante, im Wesentlichen ähnliche Ergebnisse erhielt man, wenn 
die Reaktionen in Gegenwart von Magnetkügelchen und einem Reagenz zum Einfangen, wie in Beispiel 3 und 
4 beschrieben, durchgeführt wurde. Darüber hinaus zeigen die in den Tabellen 7–9 dargestellten Daten, dass 
die Präzision der Amplifikationsreaktionen durch Aufnehmen eines Pseudoziels in die Amplifikationsreaktion 
verbessert wurde.

Tabelle 7

TMA-Reaktionen, die in Abwesenheit des Pseudoziels durchgeführt wurden
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[0114] Das folgende Beispiel beschreibt Experimente, die ausgeführt wurden, um zu zeigen, wie das Einbau-
en eines Pseudoziels in eine Amplifikationsreaktion verwendet werden kann, um die Menge des in der Reak-
tion erzeugten Amplikons zu kontrollieren. Das Verringern der Menge des in einer Reaktion erzeugten Ampli-
kons, wie oben gezeigt: (1) verringert die Wahrscheinlichkeit einer positiven Übertragungs-Kontamination; (2) 
ermöglicht die wirksamere Verwendung der markierten Sonden; und (3) kann verwendet werden, um die Sig-
nalstärke zu "tunen", damit sie in den linearen Bereich der Detektionsvorrichtung, wie zum Beispiel einem Lu-
minometer, fällt, auf vorteilhafte Weise. In Bezug auf diesen zweiten Punkt wird es möglich, mit einer verrin-
gerten Anzahl an Produktamplikons, die in einer Reaktion erzeugt wurden, Sonden mit einer sehr hohen spe-
zifischen Aktivität in Mengen zu verwenden, die ausreichend sind, um einen Sondenüberschuss bereitzustel-
len. Der Fachmann wird erkennen, dass sich die spezifische Aktivität einer Hybridisationssonde auf die Menge 
an detektierbaren Marker pro Sondenmolekül bezieht. Hochspezifische, aktive Sonden sind gut zur Detektion 
exakter Mengen an komplementären Polynukleotiden verwendbar. Wenn jedoch die Sonde in ihrer Herstellung 
teuer ist oder mit einem radioaktiven Marker markiert ist, der eine spezielle Handhabung und Vorsichtsmaß-
nahmen für die Entsorgung erforderlich macht, mag es unerwünscht sein, hochspezifische, aktive Sonden in 
größeren Mengen, die erforderlich wären, um quantitative Hybridisationen im Zustand des Sondenüberschus-
ses durchzuführen, zu verwenden. Daher kann das Verringern der Menge des in einer Amplifikationsreaktion 
hergestellten Analyt-Amplikons auf vorteilhafte Weise die wirksame Verwendung von Sonden, die zum Detek-
tieren der Amplikons verwendet werden, erleichtern.

[0115] Beispiel 6 beschreibt Verfahren, die verwendet wurden, um zu zeigen, wie Pseudoziele verwendet 
werden können, um die Menge des in einer Amplifikationsreaktion hergestellten Analyt-Amplikons zu kontrol-
lieren.

Tabelle 8

TMA-Reaktionen mit konstanten Pseudozielmengen

Tabelle 9

TMA-Reaktionen mit einem konstanten Verhältnis des Polynukleotidanalyten und Pseudoziels
30/53



DE 600 22 541 T2    2006.06.14
Beispiel 6

Verwenden von Pseudozielen zum Kontrollieren der Herstellung von Analyt-Amplikons

[0116] 100 μl des Reagenzes zu Einfangen des Ziels (17% Lithiumlaurylsulfat; 190 mM Bernsteinsäure; 250 
mM Lithiumhydroxid; 3 mM EDTA; 3 mM EGTA; 3,5 nM der 2'Methoxy(–)3837 A30-Sonde zum Einfangen 
(SEQ ID NO: 6) und 3,5 nM der 2'Methoxy(–)4258 A30-Sonde zum Einfangen (SEQ ID NO: 7) wurden mit 100 
μl des HIV-Virions, das in HIV serologisch negativem Plasma verdünnt wurde, zusammengegeben. Die Proben 
enthielten entweder keine HIV-RNA; 200; 2.000; 20.000; 200.000 oder 2.000.000 RNA Äquivalente/ml an Plas-
ma. Die Mischungen wurden bei 60°C für 20 Minuten inkubiert, damit die Sonde zum Einfangen mit den 
pol-Gensequenzen, die in den Ziel-Polynukleotiden vorhanden sind, hybridisieren kann, und dann mit 20 μl ei-
ner Oligo(dT)-Kügelchensuspension (120 μg an Oligo(dT) Kügelchen/20 μl) zusammengegeben werden kann. 
Nach gründlichem Durchmischen wurden die Proben über einen Zeitraum von 15 Minuten auf Raumtempera-
tur abgekühlt, um die Hybridisation des Oligo(dA)´s der Sonde zum Einfangen mit den auf den Kügelchen im-
mobilisierten Oligo(dT)´s zu ermöglichen, wobei die pol-Gensequenz und die magnetischen Kügelchen mitein-
ander verbunden werden. Die Kügelchen wurden mittels eines Gestells mit Magneten an den Seiten des Röhr-
chens gesammelt und der Überstand verworfen. Die Kügelchen wurden dreimal mit einem 1 ml Volumen an 
Waschreagenz (0,1% SDS; 10 mM HEPES (pH 7,5); 150 mM NaCl) gewaschen. 50 μl Aliquots des Einzelpro-
benpuffers (10 mM HEPES; 1 mM EDTA) wurden zu den Röhrchen zugegeben, die kein Pseudoziel erhielten. 
50 μl des im Einzelprobenpuffer verdünnten Pseudoziels wurden zu Röhrchen zugegeben, die das Pseudoziel 
erhalten haben. Nach dem Mischen erhielt jede Probe ein 25 μl Aliquot des Amplifikationsreagenzes, das ent-
hält: 5 pmol eines T7A(–)4190-Primers; 5 pmol des(+)4108-Primers; 160 mM Tris-Puffer (pH 7,5); jeweils 16 
mM ATP, CTP, GTP und UTP; jeweils 4 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP; 100 mM MgCl2, 70 mM KCl; 20% 
Glycerol; 0,6 mM Zinkacetat und 10% Trehalose. Die Proben wurden mit 200 μl Mineralöl überschichtet und 
dann für 10 Minuten bei 42°C inkubiert. Die Amplifikationsreaktionen wurden durch Zugabe von 25 μl Aliquots 
des Enzymreagenzes, das 2000 GP-Einheiten der MMLV reversen Transkriptase; 2000 GP-Einheiten der 
T7-RNA-Polymerase; 140 mM Tris-Puffer (pH 8,0); 100 mM N-Acetyl-Cystein als reduzierendes Agens; 20% 
Glycerol; 70 mM KCl; 80 mM Trehalose; 8 mM HEPES; 1,04 mM EDTA; 10% TRITON X-102 und 0,01% Phe-
nolrot enthält, initiiert. Alle Reaktanden wurden vermischt und man lies sie für 1 Stunde bei 42°C inkubieren.

[0117] Am Ende des Reaktionszeitraums wurden die Analyt-Amplikons mit der oben beschriebenen APH-Me-
thode quantifiziert. Ein 100 μl Aliquot einer Lösung einer mit Acridinium markierten Sonde AE(+)4134b wurde 
zu jeder Probe zugegeben. Proben, die Reaktionsansätzen entsprachen, die das Pseudoziel enthielten, erhiel-
ten 1,3 pmol der markierten Sonde und 38,7 pmol der unmarkierten Sonde, während Proben, die Reaktions-
ansätzen entsprachen, die das Pseudoziel nicht enthielten, 1,3 pmol der markierten Sonde und 400 pmol der 
unmarkierten Sonde erhielten. Die Mischungen wurden für 15 Minuten bei 60°C inkubiert, und dann zusam-
mengegeben und mit 300 μl des APH-Selektionsreagenzes, das Natriummetaarsenid enthält, vermischt. Die 
Reaktionsmischungen wurden für 20 Minuten bei 60°C inkubiert und dann auf Raumtemperatur abgekühlt. Die 
Chemilumineszenz wurde nach Zugabe der Detektionsreagenzien I und II ausgelesen.

[0118] Es wurden besonders vorausgehende Experimente durchgeführt, in denen Routine APH-Methoden 
mit einer Auswahl von spezifischen Aktivitäten durchgeführt wurden, um Bedingungen zu bestimmen, die Er-
gebnisse ergeben würden, die innerhalb des linearen Detektionsbereiches des in unseren Experimenten ver-
wendeten Luminometers fallen. Der Fachmann wird erkennen, dass viele Sorten von Detektionsvorrichtungen, 
ob nun ein Luminometer oder ein Röntgenfilm, einen Bereich aufweisen, innerhalb dessen die Intensität eines 
Signals und die Menge des Materials, dass das Signal erzeugte, in linearer oder exponentieller Beziehung zu-
einander stehen. Oberhalb dieses Bereiches gilt diese Übereinstimmung nicht. Demnach ist das Bestimmen 
dieser linearen Bereiche für den Fachmann eine Sache von Routineversuchen.

[0119] Die Sondenmischungen, die zum Detektieren der Analyt-Amplikons in unseren Methoden verwendet 
wurden, sahen wie folgt aus: 401,3 pmol der Sonde, die aus 1,3 pmol der markierten Sonde und 400 pmol der 
unmarkierten Sonde bestand, für die Reaktion, die in Abwesenheit eines Pseudoziels durchgeführt wird; und 
40 pmol der Sonde, die aus 1,3 pmol der markierten Sonde und 38,7 pmol der unmarkierten Sonde bestand, 
für die Reaktion, die das Pseudoziel enthält. Um die Ergebnisse des Assays zu vereinheitlichen, wurden die 
Lichtintensitätsmessdaten (gemessen in RLU´s) durch Multiplizieren der durchschnittlichen Netto RLU-Werte 
mit einem Konversionsfaktor in pmol an Amplikon im Hybridisierungsschritt konvertiert. Dieser Umwandlungs-
faktor wurde durch Hybridisieren, in parallelen Reaktionen, bekannter Mengen des Ziel-Polynukleotids und 
Überschussmengen der markierten Sonde und anschließendem Bestimmen der Lichtausbeute, die durch die 
bekannte Menge des Ziels erzeugt wurde, ermittelt. Dies ermöglichte die Korrelation der Lichtausbeute mit der 
Menge des mit der Sonde hybridisierten Amplikons.
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[0120] Die in den Tabellen 10 und 11 und in Fig. 7 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Gegenwart eines 
Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion nicht die Korrelation zwischen der Menge des Input-Polynukleotid-
analyten und der Menge des Analyt-Amplikons, das in den Amplifikationsreaktionen erzeugt wurde, beein-
trächtigt. Alle Ergebnisse basierten auf fünf Wiederholungsversuchen, die für alle Mengen an Input-HIV-II-
Ib-RNA, die in der Methode verwendet wurden, durchgeführt wurden. Die in Fig. 7 gezeigte logarithmische 
Darstellung zeigt deutlich eine starke Beziehung zwischen der Menge des HIV-IIIb-RNA-Äquivalenten-Inputs 
in eine Reaktion und der Menge des erzeugten Analyt-Amplikons. Diese gleiche, starke, lineare Beziehung 
herrscht deutlich vor, wenn die Amplifikationsreaktionen zusätzlich das Pseudoziel enthielten. Die Abwärtsver-
lagerung, die für die Gerade beobachtet wurde, welche die Analyt-Amplikons darstellt, die in Reaktionsansät-
zen, die Pseudoziele enthielten, hergestellt wurden, zeigen, dass weniger Moleküle erzeugt wurden, als im 
Vergleich zu Reaktionsansätzen, die keine Pseudoziele enthielten. Zum Beispiel zeigen die in Tabelle 10 ge-
zeigten Ergebnisse, dass etwa 520 pmol des Analyt-Amplikons im Reaktionsansatz hergestellt wurden, der 
200.000 HIV-RNA-Äquivalente enthielt und dass diese Zahl um etwa das Zehnfache reduziert wurde, wenn 
das Pseudoziel in der Reaktion enthalten war. Daher wurde die Anzahl der Analyt-Amplikons, die in der Amp-
lifikationsreaktion hergestellt wurden, durch das Einbringen eines Pseudoziels in die Reaktion verringert.

Tabelle 10

Kontrollieren der Analyt-Amplikonherstellung mittels Pseudozielen

Tabelle 11

Kontrollieren der Analyt-Amplikonherstellung mittels Pseudozielen
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Qualitative Assayformate

[0121] Obwohl die vorhergehende Beschreibung sich auf quantitative Assays bezieht, beziehen sich andere 
verwendbare Methoden, die Pseudoziele in Amplifikationsreaktionen verwenden, auf qualitative Assays, die 
Informationen über die Anwesenheit oder Abwesenheit eines Polynukleotidanalyten in einer Testprobe geben. 
Qualitative Tests können ebenso dafür verwendet werden, um anzuzeigen, ob ein Polynukleotidanalyt in einer 
Testprobe in einer Menge vorhanden ist, die in einen bestimmten Bereich fällt, oder ob er es nicht ist. Diese 
Assays könnten zum Beispiel verwendet werden, um die Reaktion eines Patienten auf die Arzneimitteltherapie 
zu überwachen. Zum Beispiel kann ein Patient, der mit einem hämatogenen Virus infiziert ist, nach der thera-
peutischen Arzneimittelbehandlung eine Veränderung im Plasmatiter erfahren. Ein Arzt kann beobachten, ob 
der Virustiter des Patienten sich in Bezug auf einen bestimmten Grenzwert bei Verwendung eines qualitativen 
Assays, das eine Pseudoziel-Amplifikation einschließt, erhöht oder erniedrigt. Es soll deutlich werden, dass ein 
qualitatives Testformat nur die Detektion eines Signals einschließt und deshalb nicht notwendigerweise eine 
quantitative Messung des Signals, oder Herstellung oder Verwendung einer Standardkurve durch den Endver-
braucher eines diagnostischen Assays erfordern würde.

[0122] In bestimmten bevorzugten Ausführungsformen der Erfindung werden qualitative Assays durchge-
führt, um zu zeigen, ob eine biologische Probe einen Polynukleotidanalyten enthält. In anderen bevorzugten 
Ausführungsformen der Erfindung können Assays nur qualitative Ergebnisse (d.h., ein Ergebnis ist entweder 
positiv oder negativ) erzeugen, können jedoch semiquantitative Informationen über einen Polynukleotidanaly-
ten in einer Probe bereitstellen.

[0123] Qualitative Assays, die Polynukleotidanalyten und Pseudoziele co-amplifizieren, sind besonders viel-
seitig, wenn sie mit Detektionsprotokollen, die festgelegte Detektionsgrenzwerte aufweisen, kombiniert wer-
den. Diese Grenzwerte können durch Anpassen der spezifischen Aktivität einer Hybridisationssonde oder 
durch Kalibrieren der Detektionsvorrichtung verändert werden, um ein negatives Ergebnis unter einem be-
stimmten numerischen Wert oder ein positives Ergebnis über einem bestimmten Wert zu spezifizieren. Zum 
Beispiel kann ein Luminometer so eingestellt werden, um ein positives Ergebnis für RLU-Werte anzuzeigen, 
die größer sind als ein bestimmtes Grenzwertniveau. Alternativ dazu kann die Menge des Pseudoziels, das in 
der Amplifikationsreaktion enthalten ist, erhöht oder erniedrigt werden, so dass bestimmte Mengen des Ana-
lyt-Amplikons detektierbare Signale erzeugen, die entweder über oder dem Detektionsgrenze für eine be-
stimmte Vorrichtung liegen. Daher kann die Menge des Input-Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion für 
ein diagnostisches Assay angepasst oder durch Routineversuch "getunt" werden, so dass ein Detektionssignal 
das innerhalb eines gewünschten Bereiches fällt, erzeugt wird.

[0124] Wenn ein Polynukleotidanalyt und ein Pseudoziel gemäß den oben beschriebenen Methoden co-am-
plifiziert werden, wird die Menge des in der Reaktion synthetisierten Analyt-Amplikons naturgemäß zur Menge 
eines Polynukleotidanalyten, der Eingang in die Reaktion fand, in Beziehung gesetzt werden. Da die Größen-
ordnung eines Hybridisationssignals durch eine der oben beschriebenen Methoden getunt werden kann, da 
die Amplifikationsreaktionen, die Pseudoziele enthalten, auf vorteilhafte Weise durch erhöhte Präzision cha-
rakterisiert sind, und da es möglich ist, eine diagnostische Reaktion zu tunen, so dass eine bestimmte Menge 
des Input-Polynukleotidanalyten ein Hybridisierungssignal erzeugt, das über oder unter einem Detektions-
grenzwert für eine Testvorrichtung liegt, ist es möglich, qualitative Assays zu erzeugen, die auch quantitative 
Informationen bereitstellen.

[0125] Das folgende Beispiel verdeutlicht, wie semiquantitative Informationen über die Menge eines Polynu-
kleotidanalyten in einer Testprobe mit einem qualitativen Assay, das nur positive oder negative Ergebnisse be-
reitstellt, erhalten werden können. Für darstellerische Zwecke dient das HIV-Polynukleotid als Polynukleotida-
nalyt und der initiierte Titerbereich basiert auf Ergebnissen, die in den vorherigen Beispielen präsentiert worden 
sind. Natürlich können andere Polynukleotidanalyte und unterschiedliche Grenzwertbereiche ebenfalls in die-
sem qualitativen Testformat verwendet werden. Ebenso kann die Detektion durch Luminometrie, durch Fluo-
reszenz oder andere optische oder elektrochemische Detektionsverfahren ersetzt werden. Das Pseudoziel 
kann mit einer biologischen Probe und danach isolierten Nukleinsäuren zusammengegeben werden oder ein-
fach mit vorher isolierten Polynukleotidanalyten vor dem Co-Amplifizierungsschritt zusammengebracht wer-
den. In diesem Beispiel beinhaltet das Detektionssystem eine Detektionsvorrichtung (Luminometer) und eine 
markierte Hybridisationssonde, die durch die Detektionsvorrichtung detektiert werden kann. Basierend auf der 
vorhergehenden Beschreibung sollte deutlich geworden sein, dass die spezifische Aktivität der markierten 
Sonde und die Menge des Pseudoziels, die im Co-Amplifizierungsschritt enthalten ist, beides Variablen sind, 
die verändert werden können, um den Grenzwert der Detektion im Detektionssystem zu kontrollieren.
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[0126] Beispiel 7 beschreibt wie Amplifikationsreaktionen, die Pseudoziele enthalten, in einem qualitativen 
Assayformat verwendet werden können, um semiquantitative Informationen über Mengen eines Polynukleo-
tidanalyten vor der Amplifikation zu erhalten.

Beispiel 7

Qualitative Assayformate

[0127] Ein Arzt, der einen Patienten behandelt, der mit HIV infiziert ist, wünscht die Wirksamkeit eines Arz-
neimittelbehandlungsprotokolls zu beobachten. Der Arzt wünscht besonders zu wissen, wann der Plasmatiter 
des Patienten von einer hohen Anfangsmenge auf eine niedrigere Menge, die unter etwa 200 RNA-Äquivalen-
ten in 100 μl Plasma entspricht, absinkt.

[0128] Erste und zweite Plasmaproben werden von dem Patienten zu Zeitpunkten vor und nach der begin-
nenden Arzneimitteltherapie erhalten. Die Proben werden vorbereitet und für Amplifikationsreaktion verwen-
det, wie sie im Wesentlichen in Beispiel 6 beschrieben werden. Einzelne 100 μl Aliquots der Plasmaproben 
werden mit 100 μl Aliquots des Reagenzes zum Einfangen des Zieles vermischt und die Mixturen dann inku-
biert, mit Oligo(dT)-Kügelchensuspensionen zusammengegeben, wiederum vermischt und dann auf Raum-
temperatur abgekühlt. Die Kügelchen werden gesammelt, gewaschen und dann mit 50 μl Aliquots, die 2 × 106

Kopien des in Einzelprobenpuffer verdünnten Pseudoziels enthalten, zusammengegeben. Nach dem Mischen 
erhält jede Probe ein 25 μl Aliquot des Amplifikationsreagenzes, das Primer und Nukleotidreaktanden enthält. 
Die Proben werden mit 200 μl Mineralöl überschichtet und dann für 10 Minuten bei 42°C inkubiert. Die Ampli-
fikationsreaktionen werden durch Zugabe von 25 μl Aliquots des Enzymreagenzes, das 2000 GP-Einheiten der 
MMLV reversen Transkriptase und 2000 GP-Einheiten der T7 RNA-Polymerase in einer gepufferten Lösung 
enthält, initiiert. Alle Reaktanden werden vermischt und man lässt sie für 1 Stunde bei 42°C inkubieren. Amp-
lifizierte Proben werden dann einer APH-Detektionsmethode unterzogen. Eine Lösung der mit Acridinium mar-
kierten Sonde AE(+)4134b wird zu jeder Probe zugegeben. Jede Probe erhält 1,3 pmol der markierten Sonde 
und 38,7 pmol der unmarkierten Sonde, wobei alle Sonden für authentische HIV-Amplikons jedoch nicht Pseu-
doziel-Amplikons spezifisch sind. Diese Sondenmengen stellen absättigende Hybridisationsmengen dar, so 
dass Analyt-Amplikons quantitativ detektiert werden. Die Mischungen werden für 15 Minuten bei 60°C inkubiert 
und dann zusammengegeben und mit 300 μl des APH-Selektionsreagenzes, das Natriummetaarsenid enthält, 
vermischt. Die Reaktionsmischungen werden für 20 Minuten bei 60°C inkubiert und dann auf Raumtemperatur 
abgekühlt. Die Chemilumineszenz wird nach Zugabe der Detektionsreagenzien I und II mittels eines Lumino-
meters, das so programmiert wurde, um ein positives Ergebnis für RLU-Werte von 10.000 und größer und ein 
negatives Ergebnis für RLU-Werte von weniger als 10.000 anzuzeigen, ausgelesen. Plasmaproben von vor 
der Behandlung ergaben ein positives Ergebnis, wobei eine Menge von mindestens 200 RNA-Äquivalenten 
angezeigt wurde. Umgekehrt ergaben Plasmaproben von nach der Behandlung ein negatives Ergebnis, wobei 
eine Menge von weniger als 200 RNA-Äquivalenten in der 100 μl-Probe angezeigt wurde. Der Arzt schließt 
daraus, dass die Arzneimittelbehandlung bei der Verringerung der viralen Ladung wirksam ist.

[0129] Diese Erfindung ist in Bezug auf eine Anzahl von spezifischen Beispielen und Ausführungsformen da-
von beschrieben worden. Selbstverständlich wird eine Anzahl von unterschiedlichen Ausführungsformen der 
vorliegenden Erfindung dem Fachmann nach der Bewertung der vorhergehenden detaillierten Beschreibung 
nahe gelegt.

[0130] Deshalb soll der wahre Schutzumfang der vorliegenden Erfindung unter Berücksichtigung der ange-
hängten Ansprüche bestimmt werden.
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SEQUENZPROTOKOLL
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Patentansprüche

1.  Ein Verfahren zum Quantifizieren eines in einer Testprobe vorhandenen Polynukleotidanalyten, das die 
Schritte umfasst:  
Kombinieren einer vorgegebenen Menge einer Testprobe mit einer vorgegebenen Menge eines Pseudoziels, 
wobei die Testprobe eine unbekannte Menge an Polynukleotidanalyten enthält;  
Co-Amplifizieren des Pseudoziels und jedes der Polynukleotidanalyten, die in der Testprobe enthalten sind, in 
einer Polynukleotid-Amplifikationsreaktion, um eine Sammlung von Amplifizierungsprodukten zu erzeugen, 
wobei die Sammlung sowohl ein Analyt-Amplikon, wenn die Testprobe den Polynukleotidanalyten enthielt, als 
auch ein Pseudoziel-Amplikon einschließt; und  
Quantifizieren des Analyt-Amplikons ohne Bezug auf die Pseudoziel-Amplikonmenge, wobei die Menge an 
Analyt-Amplikon in einer Dosis-abhängigen Weise von der unbekannten Menge des Polynukleotidanalyten, 
der in der Testprobe enthalten ist, abhängig ist.

2.  Das Verfahren gemäß Anspruch 1, wobei der Quantifizierungsschritt das Hybridisieren der Sammlung 
von Amplifizierungsprodukten aus dem Co-Amplifizierungsschritt an eine markierten Probe, die für das Ana-
lyt-Amplikon, aber nicht für das Pseudoziel-Amplikon spezifisch ist, und das folgende Detektieren jeder mar-
kierten Probe, die spezifisch an das Analyt-Amplikon hybridisiert, umfasst.

3.  Das Verfahren gemäß Anspruch 2, wobei die Polynukleotid-Amplifikationsreaktion im Co-Amplifizie-
rungsschritt aus der Gruppe, die aus einer transkriptionsvermittelten Amplifikationsreaktion, einer NASBA-Re-
aktion und einer Polymerase-Kettenreaktion besteht, ausgewählt wird.

4.  Das Verfahren gemäß Anspruch 3, wobei die die Polynukleotid-Amplifikationsreaktion eine transkripti-
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onsvermittelte Amplifikationsreaktion ist.

5.  Das Verfahren gemäß entweder Anspruch 3 oder 4, das des Weiteren einen Schritt für das Freisetzen 
der Nukleinsäuren, die in der Testprobe enthalten sind, umfasst, wobei der Freisetzungsschritt vor dem Kom-
binierungsschritt durchgeführt wird.

6.  Das Verfahren gemäß Anspruch 5, das des Weiteren einen Schritt für das Einfangen von dem Polynu-
kleotidanalyten auf einem festen Träger vor dem Co-Amplifizierungsschritt umfasst.

7.  Das Verfahren gemäß Anspruch 6, wobei der feste Träger ein Kügelchen ist, das mit einem syntheti-
schen Polynukleotid derivatisiert ist.

8.  Das Verfahren gemäß Anspruch 6, wobei die vorgegebene Menge von dem Pseudoziel in dem Kombi-
nierungsschritt in dem Bereich zwischen 1,0 × 103 und 2 × 108 Molekülen, vorzugsweise zwischen 1,0 × 104

und 2 × 108 Molekülen, und noch bevorzugter zwischen 1,0 × 105 und 2 × 108 Molekülen liegt.

9.  Das Verfahren gemäß Anspruch 5, wobei die biologische Probe eine Blutprobe oder eine Plasmaprobe 
ist, und wobei die Nukleinsäuren virale Nukleinsäuren umfassen.

10.  Das Verfahren gemäß Anspruch 9, wobei das Polynukleotidanalyt von HIV-Virionen freigesetzt wird.

11.  Das Verfahren gemäß Anspruch 5, wobei die vorgegebene Menge von Pseudoziel in dem Kombinie-
rungsschritt zwischen 1,0 × 103 und 2 × 108 Molekülen, vorzugsweise zwischen 1,0 × 104 und 2 × 108 Molekülen 
und noch bevorzugter zwischen 1,0 × 105 und 2 × 108 Molekülen liegt.

12.  Das Verfahren gemäß Anspruch 4, das des Weiteren einen Schritt zum Isolieren von dem Polynukleo-
tidanalyten und dem Pseudoziel nach dem Kombinierungsschritt und vor dem Co-Amplifizierungsschritt bein-
haltet.

13.  Das Verfahren gemäß Anspruch 4, wobei die vorgegebene Menge des Pseudoziels zwischen 1,0 × 103

und 2 × 108 Molekülen, vorzugsweise zwischen 1,0 × 104 und 2 × 108 Molekülen, noch bevorzugter zwischen 
1,0 × 105 und 2 × 108 Molekülen liegt.

14.  Das Verfahren gemäß Anspruch 2, wobei die markierte Probe mit einem Acridiniumester markiert ist.

15.  Das Verfahren gemäß Anspruch 14, wobei der Quantifizierungsschritt das Messen der Probe, die mit 
Acridiniumester markiert ist und spezifisch an das Analyt-Amplikon hybridisiert, über Luminometrie umfasst.

16.  Das Verfahren gemäß Anspruch 1, das des Weiteren einen Schritt für das Hinzuziehen einer Standard-
kurve, die die Mengen an Polynukleotidanalyt vor und die Mengen an Analyt-Amplikon nach der Amplifikation 
in Beziehung setzt, umfasst.

17.  Das Verfahren gemäß Anspruch 4, das des Weiteren einen Schritt für das Hinzuziehens einer Stan-
dardkurve, die die Mengen an Polynukleotidanalyt vor und die Mengen an Analyt-Amplikon nach der Amplifi-
kation in Beziehung setzt, umfasst.

18.  Das Verfahren gemäß Anspruch 15, das des Weiteren einen Schritt für das Hinzuziehens einer Stan-
dardkurve, die die Mengen an Polynukleotidanalyt vor und die Mengen an Analyt-Amplikon nach der Amplifi-
kation in Beziehung setzt, umfasst.

19.  Das Verfahren gemäß Anspruch 4, wobei die transkriptionsvermittelte Amplifikationsreaktion einen ge-
paarten Satz von Oligonukleotidprimern verwendet, die die Sequenzen von SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 2 
besitzen.

20.  Das Verfahren gemäß Anspruch 19, wobei das Pseudoziel eine Polynukleotidsequenz besitzt, die aus 
der Gruppe, die aus SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 9 besteht, ausgewählt wird.

21.  Ein Verfahren zum In-Beziehung-setzen der Präamplifikationsmenge an Polynukleotidanalyt und der 
Postamplifikationsmenge an Analyt-Amplikon, wobei die Methode die Schritte umfasst:  
Erhalten einer Vielzahl von Kontrollproben, wobei jede der Kontrollproben eine unterschiedliche vorgegebene 
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Menge eines Polynukleotidanalyten besitzt;  
Kombinieren von jeder von der Vielzahl von Kontrollproben mit einer konstanten vorgegebenen Menge eines 
Pseudoziels, um zu einer Vielzahl von gemischten Kontrollproben zu führen;  
Co-Amplifizieren sowohl des Pseudoziel als auch des Polynukleotidanalyt, das in jeder von der Vielzahl von 
gemischten Kontrollproben enthalten ist, in einer Vielzahl von Amplifikationsreaktionen, um eine Sammlung 
von Amplifizierungsprodukten zu erzeugen, die ein Pseudoziel-Amplikon und ein Analyt-Amplikon einschlie-
ßen;  
Quantifizieren des Analyt-Amplikons für jede von der Vielzahl von Amplifikationsreaktionen ohne Bezug auf die 
Menge an Pseudoziel-Amplikon, die in der Sammlung von Amplifizierungsprodukten vorhanden ist; und  
Erstellen einer Standardkurve, in der die verschiedenen vorgegebenen Mengen von dem Polynukleotidanaly-
ten gegen die quantifizierten Mengen von dem Analyt-Amplikon, das in jeder von der Vielzahl von Amplifikati-
onsreaktionen erzeugt wurde, aufgetragen sind, und dadurch das In-Beziehung-setzen der Mengen von dem 
Polynukleotidanalyten in der Vielzahl von Kontrollproben vor und die Menge von Analyt-Amplikons, die in der 
Vielzahl von Amplifikationsreaktionen synthetisiert wurden, nach der Amplifikation.

22.  Das Verfahren gemäß Anspruch 1 oder Anspruch 21, das des Weiteren einen Schritt zum Detektieren 
des Pseudoziel-Amplikons umfasst.

23.  Das Verfahren gemäß Anspruch 6 oder Anspruch 21, wobei das Polynukleotidanalyt ein virales Poly-
nukleotid ist.

24.  Das Verfahren gemäß Anspruch 23, wobei das virale Polynukleotid ein HIV-Polynukleotid ist.

25.  Das Verfahren gemäß Anspruch 21, wobei die konstante vorgegebene Menge von dem Pseudoziel 
zwischen 1,0 × 103 und 2 × 108 Molekülen, vorzugsweise zwischen 1,0 × 104 und 2 × 108 Molekülen, und noch 
bevorzugter zwischen 1,0 × 105 und 2 × 108 Molekülen liegt.

26.  Das Verfahren gemäß Anspruch 21, wobei die Vielzahl von Amplifikationsreaktionen im Co-Amplifizie-
rungsschritt aus der Gruppe, die aus einer Vielzahl von transkriptionsvermittelten Amplifikationsreaktionen, ei-
ner Vielzahl von NASBA-Reaktionen und einer Vielzahl von PCR-Reaktionen besteht, ausgewählt wird.

27.  Das Verfahren gemäß Anspruch 26, wobei die Vielzahl von Amplifikationsreaktionen im Co-Amplifizie-
rungsschritt eine Vielzahl von transkriptionsvermittelten Amplifikationsreaktionen ist.

28.  Das Verfahren gemäß Anspruch 26 oder Anspruch 27, wobei der Quantifizierungsschritt das Hybridi-
sieren der Sammlung von Amplifikationsprodukten aus dem Co-Amplifizierungsschritt mit einer markierten 
Probe, die für das Analyt-Amplikon, aber nicht für das Pseudoziel-Amplikon spezifisch ist, und das folgende 
quantitative Detektieren jeder markierten Probe, die spezifisch an das Analyt-Amplikon hybridisiert, umfasst.

29.  Das Verfahren gemäß Anspruch 28, wobei die markierte Probe mit einem Acridiniumester markiert ist.

30.  Das Verfahren gemäß Anspruch 28, das des Weiteren einen Schritt für das Einfangen von dem Poly-
nukleotidanalyten auf einem festen Träger vor dem Co-Amplifizierungsschritt umfasst.

31.  Ein Verfahren zur Bestimmung, ob eine biologische Probe ein Polynukleotidanalyt enthält, das die 
Schritte umfasst:  
Erhalten einer auf die Anwesenheit des Polynukleotidanalyten zu testenden biologischen Probe;  
Kombinieren der biologischen Probe mit einem Pseudoziel, um zu einer gemischten Probe zu führen;  
Isolieren der Nukleinsäuren der gemischten Probe, wobei dadurch eine Sammlung von Molekülen erhalten 
wird, die das Pseudoziel und jedes von den Polynukleotidanalyten, die in der biologischen Probe enthalten 
sind, umfasst;  
Durchführen einer Polynukleotid-Amplifikationsreaktion, um das Pseudoziel und jedes von den Polynukleotid-
analyten, das in der Sammlung von Molekülen enthalten ist, zu Co-amplifizieren, um Amplifizierungsprodukte 
zu erhalten, wobei Pseudoziel-Amplikons gebildet werden und wobei Analyt-Amplikons gebildet werden, wenn 
die Sammlung von Molekülen die Polynukleotidanalyte einschließt;  
Detektion von jedem von den Analyt-Amplikons in den Amplifizierungsprodukten, ohne die den Pseudo-
ziel-Amplikons zu detektieren; und  
Bestimmung, dass die biologische Probe das Polynukleotidanalyt enthält, wenn die Analyt-Amplikons in den 
Amplifikationsprodukten detektiert werden.
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32.  Das Verfahren gemäß Anspruch 31, wobei die Amplifikationsreaktion aus der Gruppe, die aus einer 
transkriptionsvermittelten Amplifikationsreaktion, einer NASBA-Reaktion und einer PCR-Reaktion besteht, 
ausgewählt wird.

33.  Das Verfahren gemäß Anspruch 32, wobei die Amplifikationsreaktion eine transkriptionsvermittelte 
Amplifikationsreaktion ist.

34.  Das Verfahren gemäß entweder Anspruch 32 oder Anspruch 33, wobei der Detektionsschritt zuerst das 
Hybridisieren einer markierten Polynukleotidprobe, die Bindungsspezifität für Analyt-Amplikons besitzt, und 
dann das Messen des Ausmaßes der spezifischen Bindung der markierten Polynukleotidprobe und der Ana-
lyt-Amplikons umfasst.

35.  Das Verfahren gemäß Anspruch 34, wobei der Isolierungsschritt das Immobilisieren von dem Pseudo-
ziel und dem Polynukleotidanalyten an einen festen Träger umfasst.

36.  Das Verfahren gemäß Anspruch 34, wobei der Detektionsschritt das Detektieren über Luminometrie 
umfasst.

37.  Das Verfahren gemäß Anspruch 36, wobei das Polynukleotidanalyt aus HIV-Virionen stammt.

38.  Das Verfahren gemäß Anspruch 37, wobei das Pseudoziel eine Sequenz besitzt, die aus der Gruppe, 
die aus SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 9 besteht, ausgewählt wird.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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