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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Zusammensetzungen, welche zum Verbessern der
Prazision und quantitativen Kapazitat von Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen, die flir gewdhnlich in Labo-
ratorien fir Molekulargenetik durchgefiihrt werden, verwendbar sind.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Enzymgestiitzte Methoden zum Ampilifizieren von Polynukleotiden sind nun gangige Hilfsmittel fir di-
agnostisches, Umwelt und forensisches Testen. Der Markt fir die DNA-Sonden-Diagnostik in klinischen Labo-
ratorien macht mittlerweile jedes Jahr mehrere hundert Millionen Dollar aus. Man erwartet, dass das Geschaft
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 urspriinglichen 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,
durchgefihrt. Markierte Ziel-DNA wird als molekulare Bricke 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, lonenstarke 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 kénnen, zu erweitern.

[0004] Quantitative Amplifikationsassays reprasentieren eine Untermenge von Assays, die allen Aspekten
der Methode stringente Anforderungen, einschlief3lich der Matrizenisolierung und Standardisierung der Amp-
lifikationswirksamkeit, auferlegen. Ansatze, 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 Primersatze erforderlich sind, um die Amplifikationsreaktion
durchzufihren.

[0005] Ein Beispiel fur Verfahren, die auf der Verwendung von internen Standards bei quantitativen PCR-Am-
plifikationen beruhen, ist im U.S. Patent Nr. 5,219,727 offenbart. Gemal® 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 fiir 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 erméglicht.

[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 Nukleinsaure-Amplifikations-
reaktion durch Coamplifizieren einer vorgegebenen Menge eines Pseudoziels und anschlielendem Analysie-
ren und Quantifizieren des Polynukleotidanalyten in einer Probe durch in-Beziehungsetzen beider Mengen er-
moglicht.
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[0008] Die Tatsache, dass amplifizierte Polynukleotide ("Amplikons") in gewdhnlichen PCR und TMA-Metho-
den als frei in Losung vorliegende Molekile synthetisiert werden, stellt eine andere Quelle fiir Ungenauigkeiten
bei der Analytdetektion dar. Diese Amplikons kénnen einfach zwischen Proben lbertragen werden, so dass
Falsch Positive in den kontaminierten Reaktionsansatzen hergestellt werden. Standardvorsichtsmaflinahmen
zum Minimieren von falsch positiven Ergebnissen in Folge einer Kontaminierung durch Gbertragene DNA-Ma-
trizen, schlieRen die ultraviolette Bestrahlung von Pipettiervorrichtungen, die Verwendung von Einwegglas-
und Plastikgegenstdnden, das Nutzen von unterschiedlichen Laboratorien oder Laborabschnitten fur die
Durchfiihrung von Amplifikationsreaktionen und die Verhinderung der Aerosolbildung ein. Ein aufwendiger An-
satz, um sicherzustellen, dass PCR-Produkte in aufeinander folgenden Reaktionen nicht reamplifiziert werden
koénnen, schlie3t eine Serie von Schritten unter Verwendung spezieller Reagenzien ein, um die Produkte von
vorherigen PCR-Amplifikationen abzubauen. Jedoch ist dieses Verfahren etwas kompliziert und schlief3t das
Ersetzen von dUTP fir 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 fiir Assays mit hoher Durchsatzleistung.

[0009] Dementsprechend besteht ein fortwahrender Bedarf an Techniken, die verwendet werden kénnen, um
die Prazision von Polynukleotid-Amplifikationsmethoden zu steigern. Des Weiteren besteht ein Bedarf an
Techniken, die verwendet werden kénnen, um das Auftreten von falsch positiven Ergebnissen, die die Folge
einer positiven Ubertragungskontamination sind, zu verringern. Die vorliegende Erfindung nimmt sich beider
Bedirfnisse 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 schlie3t Schritte ein fur: (1) Das Kombinieren einer vor-
gegebenen Menge einer Testprobe, die eine unbekannte Menge eines Polynukleotidanalyten enthalt, 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 einschlie3t, wenn die Probe den Polynukleotidanalyten enthalt, 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 abzuhangen, wobei die Menge
des Analyt-Amplikons in einer Dosisabhangigen Weise zur unbekannten Menge des Polynukleotidanalyten,
der in der urspriinglichen Testprobe vorhanden war, in Beziehung steht. Wahlweise kann es einen zusatzlichen
Schritt zum Detektieren des Pseudoziel-Amplikons geben. Dieser wahlweise Schritt kann zum Beispiel als Po-
sitivkontrolle fir die Amplifikationsreaktion nitzlich sein. In bestimmten bevorzugten Ausfiihrungsformen der
Erfindung schliel3t der Schritt zum Quantifizieren des Analyt-Amplikons als erstes das Hybridisieren der
Sammlung von Amplifikationsprodukten aus dem Co-Amplifizierungsschritt mit einer markierten Sonde, die fur
das Analyt-Amplikon spezifisch ist jedoch nicht fur das Pseudoziel-Amplikon, und dann das Detektieren aller
markierten Sonden, die mit dem Analyt-Amplikon spezifisch hybridisierten, ein. Selbstverstandlich wird ange-
nommen, dass die Analyt-Amplikon spezifische Sonde eine Sonde sein kann, die den Polynukleotidanalyten
oder einen dazu komplementaren Nukleinsaurestrang bindet. In anderen Ausflihrungsformen 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 Ausfuhrungsform der Erfindung darstellt. Unabhangig 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 Nukleinsauren, die in der Probe enthalten sind, einschlie®en, um eine Probe zu
ergeben, welche die unbekannte Menge des Polynukleotidanalyten enthalt. Fur alle Typen von Amplifikations-
reaktionen liegt die Menge des Pseudoziels im Kombinierungsschritt bevorzugt zwischen 1 x 10% und 2 x 108
Molekilen, noch bevorzugter zwischen 1 x 10* und 2 x 10® Molekiilen und am meisten bevorzugt zwischen 1
x 10° und 2 x 10® Molekilen. Wahlweise kann es einen zusétzlichen Schritt zum Einfangen des Polynukleotid-
analyten auf einer festen Phase vor dem Co-Amplifizierungsschritt geben. In Ausfiihrungsformen des erfunde-
nen Verfahrens, die den zusatzlichen Schritt zum Einfangen anwenden, reicht die Menge des verwendeten
Pseudoziels im Kombinierungsschritt bevorzugt von zwischen 1 x 10° und 2 x 108 Molekiilen, noch bevorzugter
zwischen 1 x 10* und 2 x 108 Molekiilen und am meisten bevorzugt zwischen 1 x 10° und 2 x 10® Molekiilen.
Ein bevorzugtes Tragermaterial ist ein Kuigelchen, 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 Nukleinsduren kénnen virale Nukleinsdure beinhalten. In einer Ausfiih-
rungsform der Erfindung ist der in der Methode verwendete Polynukleotidanalyt eine Nukleinsaure, die von
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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 Ausfiihrungsformen des erfundenen Verfahrens, in dem die transkriptionsvermittelte Amplifikationsre-
aktion angewendet wird, liegt die in der Reaktion verwendete Menge des Pseudoziels bevorzugt zwischen 1 x
10° und 2 x 10® Molekiilen, noch bevorzugter zwischen 1 x 10* und 2 x 10® Molekiilen und am meisten bevor-
zugt zwischen 1 x 10° und 2 x 108 Molekiilen. Wenn der Schritt des quantitativen Detektierens das Hybridisie-
ren einer markierten Sonde einschlief3t, die fur das Analyt-Amplikon spezifisch ist, kann die markierte Sonde
mit einem Acridiniumester markiert sein, wobei in dem Fall der Schritt zum quantitativen Detektieren das
Durchfiihren einer Luminometrie einschlie3en kann. In Ausfihrungsformen der Erfindung, in denen der erste
Schritt das Freisetzen von Nukleinsduren, die in einer biologischen Einzelprobe enthalten sind, einschlief3t,
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 Ausfliihrungsformen, 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 Durchfihren der Reaktion verwendet werden, und das
Pseudoziel kann eine Polynukleotidsequenz aufweisen, die ausgewahlt 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 fir das in-Beziehung-setzen der Mengen an
Polynukleotidanalyten vor mit den Mengen an Analyt-Amplikon nach der Amplifikation. Dieses Verfahren bein-
haltet Schritte fur: (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 fur irgendeine aus der Vielzahl
von vermischten Proben und ein Analyt-Amplikon fur alle der Vielzahl von gemischten Proben, die den Poly-
nukleotidanalyten enthalten, einschlie3t; (4) das Quantifizieren des Analyt-Amplikons fir 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 fir 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 zusatzlichen Schritt zum De-
tektieren des Pseudoziel-Amplikons geben. Dieser wahlweise Schritt kann zum Beispiel als Positivkontrolle fur
die Amplifikationsreaktion nutzlich sein. In einer bevorzugten Ausflihrungsform 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 x 10° und 2 x 108 Molekdlen, noch bevorzugter von zwischen 1 x
10* und 2 x 10® und am meisten bevorzugt von zwischen 1 x 10° und 2 x 108 Molekilen reichen. Gemal an-
deren Ausfihrungsformen 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 Ausfiihrungsformen sind die Amplifikationsreaktionen im Co-Amplifizierungsschritt transkriptions-
vermittelte Amplifikationsreaktionen. Unabhangig 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 fir das Analyt-Amplikon spezifisch ist jedoch nicht
fur das Pseudoziel-Amplikon und danach das quantitative Detektieren jeder markierten Sonde, die spezifisch
hybridisierte, einschlieen. In bestimmten Fallen ist die markierte Sonde mit einem Acridiniumester markiert.

[0012] In noch anderen bevorzugten Ausflihrungsformen, in denen der Quantifizierungsschritt die Hybridisa-
tion mit einer markierten Analyt-Amplikon spezifischen Sonde einschlie3t, kann es einen zusatzlichen Schritt
zum Einfangen des Polynukleotidanalyten auf einem Tragermaterial vor dem Co-Amplifizierungsschritt geben.

[0013] Ebenfalls offenbart sind Kits, die flr das Durchfiihren von Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen ent-
sprechend dem beschriebenen Verfahren unter Verwendung von Polynukleotidanalytmatrizen verwendet wer-
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den kénnen. Beispielhafte Kits kdbnnen beinhalten: ein Pseudoziel; mindestens ein Oligonukleotidprimerpaar
zum Co-Amplifizieren des Pseudoziels und des Polynukleotidanalyten; Reagenzien zum Ausfiihren der Poly-
nukleotid-Amplifikationsreaktion, einschlief3lich Desoxynukleotidtriphosphate und ein DNA polymerisierendes
Enzym; und gedruckte Instruktionen mit Anweisungen dafiir, dass zuerst die Amplifikationsreaktion ausgefihrt
wird und dann nur die Analyt-Amplikons, die in der Amplifikationsreaktion hergestellt worden sind, detektiert
werden. In einer Ausfuhrungsform kann das erfundene Kit auch eine markierte Sonde zum Detektieren aller
Analyt-Amplikons, die in der Amplifikationsreaktion hergestellt worden sind, beinhalten. GemaR einer anderen
Ausfuhrungsform schlief3t 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 Ausfihrungsform wird keine RNase H zusatzlich 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 enthalt. Dieses Verfahren beinhaltet Schritte fir: (1) Das Kombi-
nieren einer biologischen Probe mit einem Pseudoziel, um eine gemischte Probe zu erhalten; (2) das Isolieren
von Nukleinsduren aus der gemischten Probe, wobei eine Sammlung von Molekilen erhalten wird, die das
Pseudoziel und alle Polynukleotidanalyten, die in der biologischen Probe vorhanden sind, einschlief3t; (3) das
Durchfuhren einer Polynukleotid-Amplifikationsreaktion, um das Pseudoziel und alle Polynukleotidanalyten,
die in der Sammlung von Molekulen enthalten sind, zu co-amplifizieren, um Amplifikationsprodukte herzustel-
len, wobei Pseudoziel-Amplikons gebildet werden und wobei Analyt-Amplikons gebildet werden, wenn die
Sammlung der Molekile 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 enthalt, wenn die Analyt-Amplikons unter den Amplifikationspro-
dukten detektiert werden. In den bestimmten Ausfiihrungsformen ist die Amplifikationsreaktion irgendeine tran-
skriptionsvermittelte Amplifikationsreaktion, eine NASBA-Reaktion und eine PCR-Reaktion. In bestimmten
stark bevorzugten Ausfiihrungsformen ist die Amplifikationsreaktion eine transkriptionsvermittelte Amplifikati-
onsreaktion. Unabhangig vom der Art der verwendeten Amplifikationsreaktion, kann der Detektionsschritt als
erstes das Hybridisieren einer markierten Polynukleotidsonde mit einer Bindungsspezifitat fur die Analyt-Am-
plikons und danach das Messen des Ausmalies der spezifischen Bindung der markierten Polynukleotidsonde
einschlielRen. Wenn der Detektionsschritt das Hybridisieren einer markierten, Analyt-Amplikon spezifischen
Sonde einschlief3t, kann der Isolationsschritt das Immobilisieren des Pseudoziels und des Polynukleotidanaly-
ten auf einem Tragermaterial einschlieBen. GemaR einer anderen bevorzugten Ausflihrungsform schlie3t der
Detektionsschritt das Detektieren durch Luminometrie ein. In einer noch anderen bevorzugten Ausfiihrungs-
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 ausdricklich
etwas Gegenteiliges gesagt wird.

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

[0017] Ein "Oligonukleotid" ist ein Polynukleotidmolekil mit einer Lange von 10 bis 100 Nukleotiden und noch
bevorzugter 10 bis 50 Nukleotiden. Gewdéhnlich werden Oligonukleotide durch organisch chemische Verfahren
synthetisiert und sind einzelstrangig, soweit nicht anders spezifiziert. Oligonukleotide kbnnen 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 fur die Synthese von Polynukleotidkopien oder Amplifikationsprodukten diente.

[0020] Ein "Polynukleotidanalyt" ist ein Ziel-Polynukleotid, das durch einen Nukleinsaureamplifikationsverfah-
ren, wie zum Beispiel dem TMA-Protokoll, repliziert wird, jedoch von einem Pseudoziel-Polynukleotid struktu-
rell unterscheidbar ist. Die zwei Polynukleotide kdnnen 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 einzelstrangig
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oder doppelstrangig sein und kann neben der Zielsequenz weitere Sequenzen einschliel3en, wobei die zusatz-
lichen Sequenzen nicht amplifiziert werden mussen.

[0022] Eine "Zielsequenz" betrifft die bestimmte Nukleotidsequenz des Ziel-Polynukleotids, das amplifiziert
werden soll. Die Zielsequenz schlie3t die Komplexierungssequenzen ein, an die die Oligonukleotidprimer, die
in der Amplifikationsreaktion verwendbar sind, vor der Verlangerung durch eine DNA-Polymerase hybridisieren
kénnen. Wenn das Ziel-Polynukleotid urspriinglich einzelstrangig ist, betrifft der Begriff "Zielsequenz" auch die
Sequenz, die zum Ziel-Polynukleotid komplementar ist. Wenn das Ziel-Polynukleotid urspringlich doppelstran-
gig ist, betrifft der Begriff "Zielsequenz" sowohl den (+)- als auch den (-)-Strang, die komplementar 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 Molekiile sein, so dass der Polynukleotidanalyt und das Pseudoziel voneinander unterschie-
den werden kdnnen.

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

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

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

[0027] Eine "markierte Sonde" ist ein Nukleotidpolymer, das einen detektierbaren Rest enthalt und das sich
mit einer komplementaren einzelstrangigen Ziel-Nukleinsauresequenz verbinden kann, um ein doppelstrangi-
ges Hybrid zu bilden. Der Begriff schlie3t auch Analoga von nattrlich auftretenden Nukleotiden ein und schlief3t
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, kénnen jedoch
langer als 100 oder kiirzer als 10 Nukleotide sein.

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

[0029] Eine "fur 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, komplementar ist, wobei ein Polynukleotidanalyt als Matrize fiir die Synthese der Amplifikationsprodukte
diente. Da ein Amplikon ein in einer Amplifikationsreaktion hergestelltes Polynukleotidprodukt ist, kann die
markierte Sonde, die fiir das Analyt-Amplikon spezifisch ist, komplementar zu jedem Polynukleotidstrang sein,
der in der Reaktion hergestellt worden ist. Wenn daher ein Polynukleotidanalyt ein einzelstrangiges Molekdl
ist, dass eine Zielsequenz enthalt, und wenn Kopien der Zielsequenz und seines Komplements in der Amplifi-
kationsreaktion erzeugt werden, dann kann die markierte Sonde, die fiir das Analyt-Amplikon spezifisch ist, zur
Zielsequenz oder seinem Komplement komplementar 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 fih-
ren.

[0031] Wie hierin verwendet, kann das "Erhalten" einer Probe, die einen Polynukleotidanalyten enthalt 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 Handler, 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 kénnen. 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 bezliglich 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 gefiihrt hatte, gemaf den hier offenbarten Verfahren ohne quantitative Information iber die Bildung
des Pseudoziel-Amplikons in der gleichen Reaktion bestimmt werden. Es ist in der Tat nicht einmal notwendig,
das Pseudoziel-Amplikon fir den Erfolg des hierin beschriebenen quantitativen Verfahrens zu detektieren. Die
vorliegende Erfindung stellt einen Ansatz fir 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, abzuhangen, 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-Matrizenmolek-
len auf der x-Achse und entweder RLU-Werte oder Picomol des Amplikonproduktes, die auf der y-Achse dar-
gestellt sind, aufweist. Standartkurven werden Ublicherweise mittels Kontroll-Polynukleotidstandards herge-
stellt, die bekannte Zahlen an Polynukleotid Matrizen aufweisen. Standardkurven kénnen in elektronischer
Form gespeichert werden oder kénnen 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 reprasentiert eine Reaktion, die anfangs keine Matrize enthielt. Die verbleiben-
den Spuren reprasentieren Reaktionen, die unter Verwendung steigender Mengen des Input-Ziel-Polynukleo-
tids durchgefuhrt 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-Fiq. 2¢ illustrieren schematisch drei unterschiedliche Reaktionsbedingungen fir 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 unabhangiges nichtspezifisches Produkt (NP), wahrend 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, wahrend 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. 2¢) 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 EinschlieRen von Pseudo-
zielen in idealisierten Reaktionen, die keine nichtspezifischen Amplifikationsprodukte erzeugen, qualitative As-
says in quantitative Assays umwandeln kénnen. Fig. 3a zeigt wie niedrige oder hohe Anfangsmengen des Po-
lynukleotidanalyten (TA) als Matrizen fir die Konversion von Reaktanden (R) in vergleichbare Mengen an Ana-
lyt-spezifische Produkte (SP) dienen. Fig. 3b zeigt, dass das Einschlielten 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 fir die Synthese der Pseudoziel-spezifischen Produkte (PTsP) dienen, wahrend Polynukleotidanalyte
als Matrizen fir 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 Pra-
zision der Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen verbessert werden, wenn die Reaktionen Pseudoziele ent-
halten. Fig. 4a zeigt Ergebnisse, die fur eine hypothetische Amplifikationsreaktion, die nur Analyt-spezifische
Amplikons erzeugt, erwartet werden. Fig. 4b zeigt Ergebnisse, die fir 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 fir Amplifikationsreaktionen erwartet
werden, die grol’e 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 Variabilitat 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 kdnnen. Der Poly-
nukleotidanalyt und das Pseudoziel werden am oberen Ende des Diagramms in einem festgelegten Anfangs-
verhaltnis dargestellt. Ob nun 100% oder 50% der Polynukleotidprobe als Anfangsmenge fiir 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 présentierten Zustande sind: kein Pseudoziel (#);
konstante Menge des Pseudoziels (m); und konstantes Verhaltnis des Pseudoziels und des Polynukleotidana-
lyten (O).

[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 prasentierten Zustande sind: kein Pseudo-
ziel (®); und 2 x 10° Kopien des Pseudoziels pro Reaktion (m).

Detaillierte Beschreibung der bevorzugten Ausfiihrungsform

[0042] Ich offenbare hierin, dass Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen, die ein Pseudoziel beinhalteten, auf
vorteilhafte Weise eine verbesserte Prazision in Bezug auf die Menge des synthetisierten Analyt-Amplikons
zeigen. Zusatzlich kdnnen qualitative Amplifikationsreaktionen durch EinschlieRen von Pseudozielen in die Re-
aktionen und anschlieRendem 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 Verhaltnisses
von Pseudoziel- und Analyt-Amplikons in einer nachfolgenden Amplifikationsreaktion, unabhangig von der
Wirksamkeit, mit der die Nukleinsduren aus der Einzelprobe isoliert wurden, sicherstellt. Gemal diesem Ver-
fahren werden Pseudoziele vor der Isolation von Nukleinsduren aus der Einzelprobe zu einer biologischen Ein-
zelprobe hinzugefligt. Assays, die in einem qualitativen Format, dass eine Pseudoziel-Amplifikation verwendet,
durchgefihrt werden, und die semiquantitative Informationen Uber die Menge des Polynukleotidanalyten in ei-
ner Testprobe bereitstellen, werden ebenfalls beschrieben.

Einfiihrung und Uberblick

[0043] Eine Beobachtung, die zur Entwicklung der Erfindung flihrte, betraf ein inharentes 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 Uber einen ausgedehnten GréRenbereich erstreckte. Dieses Ergebnis wird schematisch in
Fig. 1 dargestellt.

[0044] Wichtig war auch, dass beobachtet wurde, dass unter Verwendung erhéhter Mengen an Ziel-Polynu-
kleotidmatrizen durchgefiihrte TMA-Reaktionen zu verringerten relativen Beitrdgen der nichtspezifischen Pro-
dukte fuhren. Dieses Ergebnis wird ebenfalls in Fig. 1 dargestellt. Reaktionen, die unter Verwendung von ho-
heren Konzentrationen der Ziel-Polynukleotide initiiert wurden, fihrten zur Bildung von grofieren Mengen an
spezifischen Produkten und nur zu kleinen Mengen an nichtspezifischen Produkten. Diese umgekehrte Bezie-
hung fihrte zur Vermutung, dass die Bildung des nichtspezifischen Reaktionsproduktes durch das Einschlie-
Ren einer amplifizierbaren Matrize in die Reaktionsmischung, zum Zeitpunkt da die Reaktion initiiert wurde, un-
terdruckt werden kénnte.
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[0045] Wahrend es nicht erwlinscht ist, durch eine bestimmte Theorie gebunden zu sein, kénnte diese um-
gekehrte Beziehung in autokatalytischen Reaktionen, wie z.B. der TMA-Reaktion, doch besonders beachtlich
sein, da, sofern nicht frihzeitig unterbrochen, es die Natur der Reaktion ist, bis zu einem Endpunkt voranzu-
schreiten, an dem die Zufuhr von verfiigbaren Reaktanden erschépft 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 zusatzliche Synthese
stattfindet. Bei einer unendlich ausgefiihrten PCR-Reaktion erwartet man ebenfalls, dass sie bis zu einem
Punkt voranschreitet, an dem die Reaktanden erschopft 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 fir gewohnlich angewendet wird, wird die Detektion des Analyt-Am-
plikons verwendet, um die Gegenwart von Polynukleotidanalyten in einer Population von Nukleinsduremoleki-
len anzuzeigen. Zum Beispiel kdnnte eine Methode zum Beobachten der Mengen an humanem Immunschwa-
chevirus (HIV)-Virionen im Serum das Amplifizieren eines Teils des HIV-Genoms und dann das Detektieren
und Quantifizieren des Amplifikationsproduktes einschliefen. Wenn die Methode des Weiteren das Amplifizie-
ren eines Pseudoziels beinhaltet, dann ware die Detektion des Pseudoziel-Amplikons ein optionaler Schritt,
der fur den Erfolg des Assays nicht erforderlich ware. Die Detektion des Pseudoziel-Amplikons kénnte als po-
sitive Kontrolimethode verwendet werden, um Anzuzeigen, dass eine Amplifikationsreaktion stattgefunden hat
(d.h. eine interne Amplifikationskontrolle). Jedoch hangt die quantitative Charakterisierung der Menge des
Analyt-Amplikons, das in einer Amplifikationsreaktion synthetisiert worden ist, oder die Quantitat der Polynuk-
leotidanalytmatrize, die zur Bildung der Menge des Analyt-Amplikons geflihrt haben wirde, nicht von dem Wis-
sen Uber die Menge des Pseudoziel-Amplikons, das in der Amplifikationsreaktion synthetisiert worden ist, ab.
Daher kann das Analyt-Amplikon gemaf 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 mdglich sein, das Analyt-Amplikon zu detektieren, ohne auch das
Pseudoziel-Amplikon zu detektieren. In einer bevorzugten Ausfihrungsform binden das Analyt-Amplikon und
das Pseudoziel-Amplikon mindestens eine Hybridisationssonde unterschiedlich, so dass die zwei Amplikon-
spezies unabhangig voneinander detektiert werden kénnen.

[0047] Ein Punkt, der besonders fiir klinische Methoden, die Amplifikationsprotokolle verwenden, relevant ist,
bezieht sich auf die Variabilitat der Wiedergewinnung von Polynukleotidmatrizen aus unterschiedlichen biolo-
gischen Einzelproben. Zum Beispiel ist es Ublich, dass eine Variabilitat bei der Anzahl der Molekiile eines be-
stimmten Polynukleotids, das aus unterschiedlichen Gewebeproben infolge der variablen Probengréen und
der Komplexitat der unterschiedlichen Handhabungsmethoden fiir die Probe, festgestellt wird. Nukleinsauren
kénnen nichtspezifisch an Glas, Kunststoff und chromatographischen Medien, wie z.B. vernetzte Polyacryla-
mide und Dextrane, binden, wodurch die Wirksamkeit der Probenwiedergewinnung wahrend der komplexen
Verarbeitung reduziert wird. Zusatzlich 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-
plifikationsvariabilitat von Probe zu Probe verringern, sondern kann sogar auch ein vollstandig 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), wiirde die Menge des von einem Input-Ziel-Polynukleotid amplifizierten Produktes,
unabhangig 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 gréftenteils
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 ausgefihrt 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-
hangt und nicht von der anfanglichen 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 hdheren 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 grof} ist, dass einer der Reaktanden aufgebraucht worden ist. Da das
Pseudoziel fir gewohnlich die dominante Amplifikationsspezies darstellen wird, wird das Ausmal der Amplifi-
kation des Ziel-Polynukleotids durch die anfangliche Menge an Pseudoziel und nicht durch die anfangliche
Menge an Ziel-Polynukleotid bestimmt. Daher kann durch Kontrollieren der Menge des Pseudoziels in der Am-
plifikationsreaktion das Ausmal der Ziel-Polynukleotid-Amplifikation kontrolliert werden, unabhangig von der
Anfangsmenge des Ziel-Polynukleotids in der Reaktion. Wahrend 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 Anfangsverhaltnis 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 Ausmal 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 EinschlieRen eines Pseudoziel-Polynukleotids in die Reaktionen auf
alle bekannten Polynukleotid-Amplifikationssysteme, einschliellich PCR, NASBA (Nukleinsduresequenzge-
stutzte Amplifikation), SDA (Strangverdrangungsamplifikation), und Amplifikationsverfahren mittels selbst rep-
lizierender Polynukleotidmolekile und Replikationsenzyme, wie MDV-1 RNA und Q-beta Enzym, anwendbar.
Verfahren zum Ausflihren dieser zahlreichen entsprechenden Amplifikationstechniken kénnen im U.S. Patent
Nr. 4,965,188; der verodffentlichten Europaischen 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 Nukleinsdure-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 Veranderungen bei der Ausbeute von Analyt-spezifischen Amplikons fih-
ren kdnnen. Hierin offenbart ist der neue Befund, dass nichtspezifische Amplifikationsprodukte, die in Amplifi-
kationsreaktionen erzeugt wurden, wesentlich zur gesamten Amplikonherstellung beitragen kénnen und Re-
aktanden aufbrauchen kénnen, die ansonsten verwendet werden wirden, um Analyt-spezifische Amplifikati-
onsprodukte zu synthetisieren. Der Beitrag nichtspezifischer Produkte am Pool der Amplifikationsprodukte ist
bedeutend genug, so dass kleine Veranderungen in den Mengen nichtspezifischer Amplifikationsprodukte die
Grolenordnung der Analyt-Amplikonherstellung stark beeinflussen kénnen. Daher fand man wahrend der Ent-
wicklung der vorliegenden Erfindung heraus, dass das Reduzieren der Menge der nichtspezifischen Produkte,
die in einer Amplifikationsreaktion gebildet werden, die Prazision 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-
schlieRen 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-abhangigen Weise zur Menge des Polynukleotidanalyten, der zum Zeitpunkt der Initiierung der
Amplifikationsreaktion vorhanden war, in Beziehung gesetzt werden. Zusétzlich ist es in Ubereinstimmung mit
den erfundenen Verfahren unnétig, die Pseudoziel-Amplikons zu detektieren, um die Anzahl der in einer Test-
probe vorhandenen Polynukleotidanalyte zu quantifizieren.

[0053] Dabher ist hierin ein Verfahren zum Quantifizieren von Polynukleotidanalyten offenbart, dass nicht von
der Detektion der Amplifikationsprodukte, die sich aus irgendeinem internen Standard ergeben, abhangt. Die
Entwicklung dieses Ansatzes wurde durch das Erkennen der Ursache des Problems moglich, das der Variabi-
litat bei der Analyt-Amplikonherstellung unterliegt, und das durch das Einschlieen 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 furr die Quantifizierung der Polynukleotidanalyten un-
noétig. Da es nicht eingangig erscheint, dass die Prazision einer Amplifikationsreaktion durch Zugabe einer Ma-
trize zur Reaktion, die mit dem Polynukleotidanalyten um Reagenzien konkurriert, die fir die Synthese von Am-
plikons erforderlich sind, verbessert werden kdnnte, 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.
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Grundlage der verbesserten Prazision und quantitativen Kapazitat der Amplifikationsreaktionen

[0054] Die Fig. 3a-Fig. 3b illustrieren, wie Pseudoziele eine qualitative Polynukleotid-Amplifikationsreaktion
in ein quantitatives Assay umwandeln kénnen. 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, verandert 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 anfanglichen 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
durchgefiihrt wird, an dem der Reaktand aufgebraucht ist. Umgekehrt zeigt Fig. 3b, wie Amplifikationsreaktio-
nen, die in Gegenwart von Pseudozielen durchgefiihrt werden, Analyt-spezifische Produkte im Verhaltnis 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-abhangigen 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 Uber die Anfangsmenge des Polynu-
kleotidanalyten in der Reaktion zu gewinnen. Dieses Verfahren zum Quantifizieren von Polynukleotiden um-
geht auf vorteilhafte Weise den Bedarf fir das Detektieren von anderen Amplikons als dem Analyt-Amplikon
oder fur das Anwenden unterschiedlicher Sonden, um unterschiedliche Amplikonspezies zu unterscheiden.
Zusatzlich 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 Eig. 4a-Fia. 4d veranschaulichen, wie die Analyt-Amplikonsynthese die anfangliche Polynukleo-
tidmenge Uber einen ausgedehnten Bereich widerspiegelt, wenn zwei miteinander konkurrierende Amplifikati-
onsreaktionen gleichzeitig auftreten. Fig. 4a zeigt Ergebnisse, die bei einer idealisierten Amplifikationsreaktion
erwartet wurden, 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 fir die Amplifikationsre-
aktion erwartet wirde, die spontan nichtspezifische Produkte in niedrigen Mengen herstellen. Es gibt einen
schmalen Bereich der Dosisabhangigkeit nur bei sehr niedrigen Input-Mengen des Polynukleotidanalyten.
Eig. 4c zeigt Ergebnisse, die fur Amplifikationsreaktionen erwartet wirden, die spontan grofle Mengen an
nichtspezifischen Amplifikationsprodukten erzeugen. In diesem Fall stellten Amplifikationsreaktionen, die bei
jeder vorgegebenen Input-Menge des Polynukleotidanalyten durchgefiihrt 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 Eig. 4b und Eig. 4¢ dar-
gestellte werden. Die Breite der Linien, die die Input-Mengen des Polynukleotidanalyten mit der Analyt-Ampli-
konsynthese in Beziehung setzt, spiegelt die geringe Prazision der Analyt-Amplikonbildung wieder und ist der
Tatsache zuzurechnen, dass die spontane Bildung der nichtspezifischen Amplifikationsprodukte sehr unter-
schiedlich sein kann. Eig. 4d zeigt Ergebnisse, die fir eine idealisierte Amplifikationsreaktion erwartet wirden,
die ein Pseudoziel enthalt. Die Menge des in der Reaktion hergestellten Analyt-Amplikons macht sowohl die
verbesserte Prazision als auch die Dosis-abhangige Beziehung Uber 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 Prazision und quantitativen Aspekte der Amplifikationsreaktionen, die gemaR dem
erfundenen Verfahren durchgefuhrt werden, Gber die Existenz und Kontrollfahigkeit von konkurrierenden Re-
aktionen miteinander verknuipft, wobei Polynukleotidanalyten und nicht Polynukleotidanalyten co-ampilifiziert
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 Prazision bezuglich der Menge der Analyt-Amplikonsynthese ergibt sich, wenn die zweite Reaktion
durch das EinschlieBen von Pseudozielen in die Amplifikationsreaktion bei einer Menge von 1 x 10°-2 x 108
Molekulen pro Reaktion stark kontrollierbar gemacht wird, wobei eine typische Reaktion ein Volumen von 100
ul aufweist.
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Verwendung einer Standardkurve — Quantifizieren von Mengen des Polynukleotidanalyten vor der Amplifikati-
on

[0057] Da Amplifikationsreaktionen, die Pseudoziele enthalten, zweckmaRigerweise 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 kdnnen besonders eine Vielzahl von Amplifikationsre-
aktionen, die konstante Mengen des Pseudoziels und bekannte Mengen des Polynukleotidanalytstandards
enthalten, parallel mit einer Amplifikationsreaktion durchgefuhrt werden, die mittels einer Testprobe, die eine
unbekannte Anzahl von Polynukleotidanalyten enthalt, hergestellt wurde. Alternativ dazu kann eine Standard-
kurve bereits im Vorfeld hergestellt werden, so dass es unnétig ist jedes Mal bei einer analytischen Methode,
die ausgefihrt wird, eine Gerade zu erstellen. Solch eine im Vorfeld erstellte Gerade kann auch in einer Spei-
chervorrichtung eines Testinstruments elektronisch gespeichert werden. Bevorzugte Amplifikationsverfahren
schlieRen transkriptionsvermittelte Amplifikationsreaktionen, NASBA-Reaktionen und Polymerasekettenreak-
tionen ein. Die transkriptionsvermittelte Amplifikation wird stark bevorzugt. Die Mengen des verwendeten
Pseudoziels sollten fiir jede Reaktion die gleichen sein und bevorzugt in den Bereich von 102 bis 2 x 108, von
10* bis 2 x 10%, von 10° bis 2 x 10® oder von 10” und 2 x 10® Pseudozielmolekilen pro Reaktion fallen. Reak-
tionen, die Pseudoziele enthalten, kdnne gemafl dem hierin beschriebenen Verfahren durchgefiihrt werden,
wobei die Anzahl der in jeder Reaktion synthetisierten Analyt-Amplikons durch Standardhybridisierungs- und
Detektionsmethoden quantifiziert werden. Obwohl die Detektion der Pseudoziel-Amplikons fur die Quantifizie-
rung der Mengen des Polynukleotidanalyten in der Testprobe vor der Amplifikation unnétig ist, kann die Detek-
tion der Pseudoziel-Amplikons wahlweise verwendet werden, um den Erfolg der Amplifikationsreaktionen zu
bestatigen. 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 fir die Te-
streaktion gemessen wird, wird dann auf der Achse fir "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-
lekile des Polynukleotidanalyten, der in der Testprobe vorhanden ist, durch das Heranziehen der Standard-
kurve oder noch eher durch Vergleichen der quantitativen Ergebnisse, die fiir die Testprobe mit der Standard-
kurve erhalten wurden, eine Methode, die dem Fachmann vertraut sein wird, erreicht.

[0058] Die hierin beschriebenen Methoden kénnen auf einfache Weise verwendet werden, um in einer Test-
probe vorhandene Polynukleotidanalyten zu quantifizieren. In der Tat wird es dann mdglich, wenn eine Vielzahl
von Pseudoziel enthaltenden Kontrollamplifikationsreaktionen unter Verwendung einer bekannten Anzahl von
Molekulen eines Polynukleotidanalytstandards initiiert werden, und wenn eine Testreaktion, die das Pseudoziel
enthalt, unter Verwendung einer unbekannten Anzahl von Polynukleotidanalytmolekilen initiiert wird, nach
Quantifizierung der Anzahl der Analyt-Amplikons in jeder Reaktion, die Anzahl der Polynukleotidanalytmolek-
le zu bestimmen, die in der Testprobe vorhanden gewesen sein missen. Wenn zum Beispiel Standardreakti-
onen, die 500, 1000 beziehungsweise 1500 Molekule des Polynukleotidanalytstandards enthalten, nach einem
Analytspezifischen sondenabhangigen 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 Polynukleotidanalytmolekile 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 Molekilen ergibt. Die Beziehung zwischen den Input-Polynukleotidanalyt-
molekilen in den Standardamplifikationsreaktionen und der Amplikonspezifischen Signalstérke wird am ein-
fachsten mittels eines Diagramms ermittelt. Die Bestimmung der Anzahl der Polynukleotidanalytmolekiile, die
in einer Testprobe vorhanden sind, ist einfach eine Sache der Bestimmung der Anzahl der Polynukleotidana-
lytmolekile, die mit einer gemessenen Analyt-Amplikonsignalstarke Ubereinstimmt, aus dem Standarddia-
gramm. Dies illustriert, wie Polynukleotidanalytstandards in Verbindung mit Pseudozielen in Polynukleotid-Am-
plifikationsreaktionen verwendet werden kénnen, 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 fir die Verwendung
in Verbindung mit den hierin offenbarten Verfahren zu entwerfen. Angesichts dieser Information kénnen 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 kdnnen, schlieen 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, einschlieRlich forensischer Analy-
sen, Umwelt- und Nahrungsmitteluntersuchungen.

[0060] In einer bevorzugten Ausfihrungsform 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 komplementare Bindungsstelle auf dem Pseudoziel hat, auch eine komplementare
Bindungsstelle auf dem Polynukleotidanalyten haben.

[0061] In einer anderen bevorzugten Ausflihrungsform 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 (Strangverdrangungsamplifikation) oder Verfahren, die selbst replizierende Polynukleotidmole-
kile und replizierende Enzyme, wie MDV-1-RNA und Q-Beta-Enzyme verwenden, durchgefiihrt 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 Uber 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 Molekiils dient, der durch eine Sonde, die fiir den Polynukleo-
tidanalyten spezifisch ist, hybridisiert wird. Die Lange des Pseudoziel-Polynukleotids ist fir 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 unabhangig voneinander detektiert werden
kdnnen. Es ist besonders wichtig, dass die Pseudoziel- und Polynukleotidanalyt-Amplifikationsprodukte Poly-
nukleotidsequenzen besitzen, die sich voneinander unterscheiden, so dass die zwei Produkte durch ihre Lan-
ge, durch ihre Fahigkeit mit einer Detektionssonde zu hybridisieren oder durch andere Verfahren voneinander
unterscheidbar sind. Da die in den Amplifikationsreaktionen amplifizierten Polynukleotidmatrizen fir gewdhn-
lich eine substantielle Anzahl von Nukleotidbasen, die zwischen den Bereichen eingefiigt werden, die homolog
oder komplementar zu den der Ausfihrung der Amplifikationsreaktion dienenden Primerbindungsstellen sind,
enthalten, kdnnen diese eingefligten Sequenzen als Bereiche dienen, an die ausgewahlte Hybridisationsson-
den binden koénnen. Sinnvolle Kriterien fiir die Auswahl der Hybridisations- und Detektionssonden sind dem
Fachmann vertraut. Sonden, die in Verbindung mit der Erfindung verwendbar sind, schliellen 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 fur die Probenverarbeitung, ist es wichtig,
dass das Pseudoziel und das Polynukleotid durch die gleiche Probenverarbeitungsmethode aus der Einzelpro-
be gewonnen werden kénnen. 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 Molekil gewonnen werden
kann. Wenn daher basische Pufferbedingungen verwendet werden, um Polynukleotidanalyte in Gegenwart
von zugegebenen Pseudoziel-Polynukleotiden zu isolieren, dann waren weder der Analyt noch das Pseudoziel
ein RNA-Molekul, dass wahrend des Isolationsverfahrens abgebaut wirde. Vergleichbar sollten, wenn das
Pseudoziel und der Polynukleotidanalyt prazipitiert werden sollen, zum Beispiel durch Zugabe eines Alkohols,
wie zum Beispiel Ethanol, dann das Pseudoziel und der Polynukleotidanalyt bei im Wesentlichen gleicher Wirk-
samkeit prazipitieren.

Beziehung zwischen Pseudoziel und Polynukleotidanalytsequenzen
[0065] Es wird im Wesentlichen bevorzugt, es ist jedoch fir das Pseudoziel und den Polynukleotidanalyten
nicht essentiell, dass sie mittels des gleichen Satzes zweier Oligonukleotidprimer co-amplifiziert werden kon-

nen. Ganz besonders kdnnen qualitative Polynukleotid-Amplifikationsassays zur Detektion eines Polynukleo-
tidanalyten mittels eines gepaarten Satzes von Analyt-spezifischen Primern durch das weitere Einschlief3en
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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 Ausfuhrungsform des erfundenen Verfahrens sind der Polynukleo-
tidanalyt und das Pseudoziel bei Verwendung der gleichen zwei Primer co-amplifizierbar.

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

[0067] Wahrend unter Verwendung von Pseudozielen und assoziierten Primern, die zum Polynukleotidanaly-
ten in keiner Beziehung stehen, gute Ergebnisse erzielt werden kénnen, 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 Variabilitat in der Zusammensetzung des Reagenzpools,
der als Ressource fiir 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 Satze von Oligonukleotidprimern co-amplifizieren wer-
den.

Auswahlen einer Pseudozielmenge, die in einer Amplifikationsreaktion eingeschlossen sein soll

[0068] Im Allgemeinen ist der positive Nutzen, der durch das Einschlieften von Pseudozielen in Polynukleo-
tid-Amplifikationsreaktionen erreicht wird, Giber einen sehr ausgedehnten Bereich von Pseudozielkonzentrati-
onen erreichbar. Das Einschlieen von Pseudozielen in Amplifikationsreaktionen, wie zum Beispiel TMA-Re-
aktionen, in Mengen, die Uber einen Bereich von 1 x 10°-2 x 10® Molekulen reichen, ergibt besonders: (1) eine
héhere Amplifikationsprazision, (2) eine verringerte Wahrscheinlichkeit einer positiven Ubertragung und (3)
eine Vereinheitlichung der Variabilitat bei der Zielgewinnung, alles wie hierin offenbart. Innerhalb praktischer
Begrenzungen werden héhere Anfangsmengen des Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion eine gré3ere
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 kdnnten, wird die Gegen-
wart eines Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion zu einer Verringerung der Analyt-Amplikonsynthese fiih-
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 fiihren, das in der Amplifikationsreaktion her-
gestellt wird. Das heif}t, dass die obere Grenze der anfanglichen Pseudozielkonzentration in einer Amplifikati-
onsreaktion eine praktische Angelegenheit sein wird, die von der Sensitivitat der zur Detektion des Analyt-Am-
plikons verwendeten Methode abhangen 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 fir die Detektion ange-
messen sind, ist am einfachsten durch Routineversuche zu bestimmen. Es wird wiederum fur den Fachmann
leicht ersichtlich sein, dass grofkere Mengen des Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion, die bis zum Punkt
des Reagenzverbrauchs durchgefiihrt wird, zu geringeren Mengen eines in der Reaktion hergestellten Ana-
lyt-Amplikons flhren wird. Dies deswegen, da Pseudoziel-Amplikons auf Kosten der Analyt-Amplikons in der
Amplifikationsreaktion synthetisiert werden. Das bedeutet, dass Amplifikationsreaktionen, die sehr grof3e Men-
gen eines Pseudoziels enthalten, zur Produktion von geringen Mengen des Analyt-Amplikons fiihren 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 gré3ere
Mengen des Analyt-Amplikons fir ein positives Detektionssignal erfordern, zur Detektion gréRerer Mengen des
Analyt-Amplikons, die sich aus Amplifikationsreaktionen ergeben, die nur geringe Anfangsmengen des Pseu-
doziels einschlossen und die groRere Mengen des Analyt-Amplikons ergaben, verwendbar sein. Das heift,

14/53



DE 600 22 541 T2 2006.06.14

dass die obere Grenze der Pseudozielmenge, die fir das Durchfiihren einer Amplifikationsreaktion verwendet
werden kann, von der Empfindlichkeit des Assays abhangt, das schlie3lich fir das Detektieren der Analyt-Am-
plikons verwendet werden soll, und nicht von der Amplifikationsreaktion selber.

[0071] Daesim Allgemeinen richtig ist, dass groRe Mengen des Input-Pseudoziels einen erhéhten Abbau von
nichtspezifischen Amplifikationsprodukten in Reaktionen, wie zum Beispiel TMA-Reaktion, ermoglichen, folgt
daraus, dass die Menge des in einer Amplifikationsreaktion eingeschlossenen Pseudoziels bevorzugt so hoch
wie mdglich sein sollte. Die grofite Menge des Pseudoziels, das in den Beispielen, die folgen werden, offenbart
ist, lag bei 2 x 108 Molekiilen in einer 100 pl Reaktion. Natirlich muss das Detektionssystem, das fiir 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 fir die Detektion von Analyt-Am-
plikons aufweist, bei der Amplifikationsreaktion gute Ergebnisse ergibt. Fliir gewohnlich sind Positiv- und Ne-
gativkontrollen in dieser Methode eingeschlossen, um die Ergebnisse anzuzeigen, die fir Amplifikationsreak-
tionen erwartet wiirden, die die Polynukleotidanalyten enthalten beziehungsweise nicht enthalten.

[0072] Die Menge des Pseudoziels, die fir die Durchfiihrung einer Amplifikationsreaktion ausgewahlt wird,
kann durch die AmplifikationsgréRenordnung, 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 vervielfaltigen fur gewdhnlich anfangliche Polynukleotidmenge um
das 10'>-10"-fache. Ein beispielhaftes Polynukleotid-Detektionssystem kann etwa 6 x 107 Molekiile in einem
Hybridisationsassay detektieren. Um 100 Molekiile eines Polynukleotidanalyten in einer Probe zu detektieren,
die als Matrizenquelle in einer Amplifikationsreaktion dient, ware es erforderlich eine Vervielfaltigung von etwa
dem 6 x 10°-fachen (6 x 107 geteilt durch 100) zu erreichen. Um eine mindestens 6 x 10°-fache Vervielfaltigung
der 100 Polynukleotidanalytmolekiile zu erreichen, sollte die Amplifikationsreaktion nicht mehr als 1 x 107
Pseudoziel-Molekiile enthalten. Dies deswegen, da 6 x 10'2 (als ein Beispielwert im Bereich vom 10'2-10"3-fa-
chen, wie oben angegeben) geteilt durch 1 x 107 einer 6 x 10°-fachen Steigerung entspricht. Das EinschlieRen
einer grolReren Anzahl von Pseudoziel-Molekulen wirde die mehrfache Vervielfaltigung auf weniger als den
akzeptierbaren Wert von 6 x 10° verringern. Wenn stattdessen ein PCR-Protokoll, das zu einer 1 x 10°-fachen
Vervielfaltigung fuhrt, verwendet wiirde, wéare die maximal akzeptierbare Pseudozielmenge in der Amplifikati-
onsreaktion 1 x 10° geteilt durch 6 x 10° oder 1,7 x 10° Molekiile. 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 fir das Durchflihren der Amplifikationsreaktionen hilfreich
sind, bewegen sich zwischen 10° und 10° Molekiilen pro Reaktion, wobei eine typische Reaktion in einem Vo-
lumen von 100 pl durchgefiihrt 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
10° und 2 x 10%, zwischen 10* und 2 x 108, oder zwischen 10° und 2 x 10® oder zwischen 10” und 2 x 10 Pseu-
doziel-Molekdlen pro Reaktion durchgeflihrt werden. In einer stark bevorzugten Ausfiihrungsform 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 durchgefihrt 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 Durchfiihrung des erfundenen Verfahrens der Polynukleotid-Amplifikation

[0074] Kits, die zur Durchfiihrung der hierin beschriebenen Polynukleotid-Amplifikationsverfahren verwend-
bar sind, werden enthalten: (1) Ein Pseudoziel, (2) Oligonukleotidprimer fiir das Co-Amplifizieren des Pseudo-
ziels und des Polynukleotidanalyten, (3) Reagenzien fiir die Durchfiihrung der Polynukleotid-Amplifikationsre-
aktion, und (4) gedruckte Instruktionen fur die Durchfihrung einer Amplifikationsreaktion und fir 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 kdnnen.

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

I. Verbessern der Prazision 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 Variabilitdt beim Umfang der Amplifikation die Prazision der Quantifizierung und die Fahigkeit
geringe Mengen des Ziels zu detektieren beeintrachtigt. Ich dachte daran, Verfahren zu entwickeln, die die Bil-
dung von nichtspezifischen Produkten minimieren, die Prazision bei der Menge der Analyt-Amplikonsynthese
steigern und die Leichtigkeit, mit der die quantitativen Amplifikationsreaktionen durchgefiihrt werden kénnten,
maximieren kénnen.

[0077] Die Variabilitat beim Umfang der Amplifikation scheint zum Teil der enzymatischen Synthese der
nichtspezifischen Reaktionsprodukte zuzurechnen sein. Die Bildung dieser nichtspezifischen Produkte war am
auffalligsten, wenn die Reaktionen nur sehr geringe Anfangsmengen der Ziel-Polynukleotide, die als Amplifi-
kationsmatrizen dienten, enthielten. Bei groReren 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 wiinschenswert,
glinstige Reaktionsbedingungen zu simulieren, die die Bildung von nichtspezifischen Produkten, wie in Fig. 2
dargestellt, minimieren wirde.

[0078] Amplifikationsreaktionen, die mit Pseudoziel-Polynukleotiden, die mit dem Polynukleotidanalyten co-
amplifizieren, versetzt waren, stellten die gewiinschten Reaktionsbedingungen bereit, um diese Ziele zu errei-
chen. Dies erlaubte es der Amplifikationsreaktion sich so zu verhalten, als ob grof3e Mengen des Analyten vor-
handen waren, 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 10° Kopien des Pseudoziel-Polynukleotids die Amplifikationspréazision, wie es durch einen verbesser-
ten Variabilitatskoeffizienten (CV%) und den relativen Lichteinheiten (RLUs), wobei die RLU’s einen messba-
ren Indikator fir die Quantitat der hybridisierten Sonde darstellen, gemessen wurde. Im vorliegenden Kontext
ist CV% ein statistischer Wert, der durch Teilen der Standardabweichung (SD) fur eine Sammlung von Daten
durch den Nettodurchschnitt fir diese Sammlung und anschlieRendes Multiplizieren des Ergebnisses mit 100
berechnet wird. Niedrigere CV%-Werte spiegeln eine geringere Streubreite unter den Datenpunkten wieder
und werden als Indikatoren fiir die h6here experimentelle Prazision verstanden. Das heil’t, dass das hierin be-
schriebene Verfahren einen Weg zum Verbessern der Prazision darstellt, mit dem der Polynukleotidanalyt am-
plifiziert wird, wahrend die Bildung von nichtspezifischen Reaktionsprodukten variabler GréRRe verringert wird.

[0079] Die hierin offenbarten Verfahren stellen zusatzlich einen Mechanismus zum Standardisieren der Er-
gebnisse der Polynukleotid-Amplifikationsreaktionen bereit, unabhangig 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 10'-10° Molekiilen vorhanden,
wahrend das Pseudoziel in allen Mischungen mit 10® Molekiilen vorhanden war. Das bedeutete, dass alle Am-
plifikationsreaktionen von im Wesentlichen 10° 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 ungefahr 10° Matrizen enthielten, obwohl die Zahl der Polynukleotidanaly-
ten stark schwankte. Dies standardisierte die Amplifikationsreaktionen wirksam bei 10° Polynukleotidmatrizen,
unabhangig von der derzeitigen Analytmenge.

II. Kontrollieren der Amplikonherstellung
[0080] Es wurde weiterhin herausgefunden, dass Pseudoziele verwendet werden kdnnen, um Hindernisse zu
tiberwinden, die mit der "Uberproduktion” von Analyt-Amplikons in Verbindung stehen, die zu einer ungenauen

Quantifizierung von gro3en Mengen an Input-Ziel-Polynukleotid fiihren. Wenn Uiberschiissige Mengen des Am-
plikons in einer Amplifikationsreaktion hergestellt werden und wenn diese Amplikons durch Hybridisieren mit
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einer Detektionssonde bis zur Sattigung quantifiziert werden sollen, dann werden notwendigerweise grof3e
Mengen der Detektionssonde im Detektionsschritt des Assays verbraucht werden. Wenn umgekehrt verringer-
te Mengen des Amplikons hergestellt werden, dann wird weniger von der Detektionssonde bendtigt, um den
Detektionsschritt durchzufiihren. Ein anderer Vorteil zum Reduzieren der Menge des in einer Amplifikationsre-
aktion hergestellten Amplikons betrifft noch den anderen Aspekt der fiir die Detektion des Amplikons verwen-
deten Detektionsvorrichtung. Da Detektionsmittel, wie zum Beispiel Luminometer, haufig lineare Reaktionsbe-
reiche aufweisen werden, die bei hohen Signalmengen abgesattigt werden kdnnen, ist es ein Vorteil Amplifi-
kationsreaktionen durchzuflihren zu kénnen, so dass das in einem Detektionsschritt erzeugte Signal innerhalb
des linearen Reaktionsbereiches fir die Detektionsvorrichtung fallt. Daher ist die Fahigkeit, 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 Einschlief3en
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 Reagenzerschopfung voranschreitet und wenn héhere Anzah-
len an Pseudoziel-Amplikons auf Kosten der Analyt-Amplikons hergestellt werden, dann kann der relative An-
teil der Analyt-Amplikons durch Erhéhen der Anfangsmenge des Pseudoziels in der Amplifikationsreaktion ver-
ringert werden. Eine angemessene Menge des in der Amplifikationsreaktion einzuschlieBenden 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, ware 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, durchzufihren. Die-
se Alternative kdnnte bei Zeiten weniger wiinschenswert sein als der oben beschriebene Ansatz, da unter-
schiedliche Bedingungen erforderlich sein kénnten, um die Reaktion fur unterschiedliche zu detektierende
Analyten zu "deoptimieren”. Im Gegensatz dazu ermdglicht es das Verringern der Menge des in einer Reaktion
hergestellten Analyt-Amplikons durch Einschlie3en eines Pseudoziels alle Reaktionen unter optimalen Bedin-
gungen durchzufiihren.

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

[ll. Einzelprobenverarbeitung in Gegenwart von zugegebenen Pseudozielen

[0084] Die einheitliche Gewinnung von Ziel-Polynukleotiden aus unterschiedlichen biologischen Proben ist fir
viele quantitative Assays sehr wichtig. Zum Beispiel kdnnten Assays zum Bestimmen der Mengen an HIV-Vi-
rionen im Plasma sehr einfach zu einer ungenauen Abschatzung der Virionenmengen im Plasma fiihren, wenn
die Prazision der Ziel-Polynukleotidgewinnung niedrig ist. Hier wird ein alternativer Ansatz beschrieben, der
bezlglich der Variabilitdt 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 Variabilitat der Ziel-Polynukleotidgewinnung im Einzelproben-Verarbeitungsschritt gerichtet. Geman die-
sem Ansatz wird die Endmenge des Ziel-Polynukleotid-Amplifikationsproduktes einfach zu kontrollieren sein,
wenn die Menge eines Pseudoziels ausreichend grof 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 erhéht 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 flir den Polynukleotidanalyten bei
K% liegt, dann wird das Pseudoziel auch mit einer Wirksamkeit von K% gewonnen.

[0086] Unter ansonsten identischen Bedingungen werden die Reaktionsansatze eine relativ konstante Menge
des Amplikons herstellen. Daher hélt die Zugabe des Pseudoziels die Reaktionsbestandteile von der Herstel-
lung des nichtspezifischen Amplikons ab und stellt sicher, dass tatsachlich 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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haltnis hergestellt, wie das Verhaltnis 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 Verhaltnis
der sich daraus ergebenden Analyt- und Pseudoziel-Amplikons gleich dem relativen Verhaltnis von Polynukle-
otidanalyten und Pseudoziel-Polynukleotiden in der Probe, die aus der biologischen Einzelprobe isoliert wor-
den ist, sein. Dies bedeutet, dass unabhangig 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 ware, wenn 100% des Polynukleotidanalyten und
des Pseudoziels im Einzelproben-Verarbeitungsschritt gewonnen worden waren. Daher wird durch Zugabe ei-
nes Pseudoziels zu einer biologischen Einzelprobe zum Zeitpunkt der Verarbeitung, an dem Polynukleotide fur
die nachfolgende Amplifikation isoliert werden, die Wirksamkeit der Zielgewinnung im nachfolgenden Amplifi-
kationsschritt vereinheitlicht werden.

Pseudoziel enthaltende Amplifikationsreaktionen

[0088] Zwei zweckmallige Formate kdnnen zur Durchfihrung 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 flissigen Zustand. Zum Beispiel werden Lésungen von Reagenzien, Matrizen und Enzymen
in einem Reaktionsgefall kombiniert und dann lasst man die Amplifikation voranschreiten. Dies ist sehr zweck-
mafig, wenn das Ziel-Polynukleotid in einem gereinigten oder halbgereinigtem Zustand verfiigbar ist. Im zwei-
ten Format wird die in der TMA-Reaktion zu amplifizierende Polynukleotidmatrize zuerst auf einer festen Phase
(wie zum Beispiel einem Kugelchen) gesammelt, und der Komplex, der die feste Phase und die Matrize enthalt,
dann mit anderen Reagenzien in der Amplifikationsreaktion kombiniert. Verwendbare Festphasentrager schlie-
Ren 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
zweckmaRig, wenn die Polynukleotidmatrize in begrenzten Mengen verfugbar ist. Der Fachmann wird erken-
nen, dass das Manipulieren kleiner Proben von Polynukleotiden auf einfache Weise durch das Manipulieren
von Suspensionen der groReren und besser handhabbaren Kuigelchen ersetzt werden kann. Dartber hinaus
koénnen die Kiigelchen einen Bestandteil in einem Schema zum Reinigen der Matrize darstellen. Zum Beispiel
kénnen Kigelchen, die ein darauf aufgelagertes Oligo(dT)-Polynukleotid aufweisen mit einem Zelllysat ver-
mischt werden, so dass Poly(A)"™-mRNA auf den Kiigelchen immobilisiert wird. Daher kann der Komplex, der
die Kiigelchen und die immobilisierte mRNA enthalt, mit Reagenzien und Enzymen kombiniert werden, so dass
eine TMA-Reaktion unter Verwendung der mit den Kigelchen als Matrize fir die Amplifikation verbundenen
RNA durchgefiihrt werden kann. Unter diesen Bedingungen kénnen die Kiigelchen direkt zum Reaktionsgefaf’
zugegeben werden. Wenn anstelle eines Oligo(dT)-Polynukleotids ein Polynukleotid mit einer anderen Se-
quenz auf den Kligelchen immobilisiert wird, kann diese andere Sequenz verwendet werden, um einen kom-
plementaren Polynukleotidanalyten oder ein Pseudoziel aus einer Sammlung von Polynukleotiden einzufan-
gen. Dieses Verfahren zum Immobilisieren eines bestimmten Polynukleotids auf ein Tragermaterial kann ein
Mittel zum Isolieren bestimmter Polynukleotide aus einer komplexen Mischung von Polynukleotiden bereitstel-
len. Andere Verfahren zum Isolieren von Polynukleotiden kénnen Standardverfahren einschlief3en, wie zum
Beispiel die Extraktion mit organischen Reagenzien, wie zum Beispiel Mischungen aus Phenol und Chloro-
form, wahlweise einschlieBlich Alkoholprazipitationsschritte.

[0089] Die folgenden Beispiele machen deutlich, dass die Gegenwart der Pseudoziele die Variabilitat der Am-
plikonherstellung in TMA-Reaktionen, die mit Oligo(dT) derivatisierte magnetische Kugelchen einschlie3en,
auf vorteilhafte Weise verringerte. Diese verringerte Variabilitat kann alternativ als Zunahme der "Prazision" der
Amplifikation ausgedruckt werden. Besonders die weiter unten dargestellten Ergebnisse machen deutlich,
dass unterschiedliche Reaktionen, die mittels im Wesentlichen identischer Mengen der anfanglichen Polynuk-
leotidmatrizen durchgefuhrt wurden, auf vorteilhafter Weise mehr reproduzierbare Ergebnisse ergaben, wenn
die Variabilitdt von Probe zu Probe verringert wurde.

[0090] Auch wenn viele verschiedene Verfahren zum Detektieren amplifizierter Polynukleotide in Verbindung
mit der vorliegenden Erfindung verwendet werden kdnnen, stellt das "Hybridisationsschutzassay" (HPA) im
U.S. Patent Nr. 5,639,604 ein besonders gut verwendbares Verfahren dar. In einer Ausfihrungsform schlief3t
das HPA-Detektionsverfahren das Hybridisieren amplifizierter Polynukleotide mit einer komplementaren 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-
schutzt. Ein Acridiniumester in unhybridisierten Sondenmolekdulen ist anfallig fir einen solchen Abbau und wird
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durch geeignete chemische Behandlung selektiv zerstért. Das Bestimmen der Menge des nicht abgebauten
Acridiniumesters zeigt die Menge der Sonde, die mit komplementaren Polynukleotiden hybridisiert worden ist.
Dieser Bestimmungsschritt schliel3t das Zugeben von Wasserstoffperoxid zur Mischung und das Messen der
Menge des Lichts, das wahrend einer nachfolgenden basenkatalysierten Chemilumineszenzreaktion emittiert
wird, ein. Das HPA-Verfahren zum Quantifizieren der Amplikonsynthese wird bevorzugt, da es keinen Bedarf
fur langwierige und zeitraubende Schritte zum Entfernen von Uberschussiger, unhybridisierter Sonde gibt, die
ansonsten zu groRen Hintergrundhybridisiatonsmengen fiihren wiirden. Jedoch kdnnen andere Verfahren zum
Detektieren und Quantifizieren von Amplikons, wie zum Beispiel Methoden, die Radioaktivitat, Fluoreszenz
oder enzymmarkierte Sonden verwenden, oder andere Detektionsverfahren, die Trennungsverfahren verwen-
den, die beinhalten, jedoch nicht begrenzend sind auf Festphasentragerformate, 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 Qualitat der
Ergebnisse, die in den nachfolgenden Methoden erhalten wirden, beeinflusst.

Bevorzugte Polynukleotidanalyten

[0091] Wie hierin beschrieben, kdnnen quantitative Verfahren, die Pseudoziele verwenden, zum Durchflihren
von Amplifikationsreaktionen verwendet werden, unabhangig vom Ursprung des Polynukleotidanalyten. Be-
vorzugte Polynukleotidanalyte schlieBen Nukleinsauren von Organismen, die Krankheiten verursachen, ein-
schlielllich Viren, Bakterien, Pilze und Protozoen, ein. Beispiele flur stark bevorzugte Polynukleotidanalyten
von Viren sind Nukleinsduren vom humanes Immunschwachevirus (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 gemal dem hierin offenbarten Verfahren quantifiziert werden kénnen, schlieRen ribosomale RNA's
(rRNA) ein. Beispiele fir Bakterien, die als Quelle fur Polynukleotidanalyten stark bevorzugt werden, beinhal-
ten Chlamydia trachomatis (gramnegative Zellen, die obligate, intrazelluldre 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 fur
Pilze, die als Quellen fiir Polynukleotidanalyte stark bevorzugt werden, schlief3en 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 flr Protozoen, die als
Quelle fiir Polynukleotidanalyten stark bevorzugt werden schlief3en 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 Nukleinsauren, die menschlichen Ur-
sprungs sind, wie zum Beispiel mMRNA’s, die bei Krankheitszustdnden Uberexprimiert oder unterexprimiert
sind, einschliellich Krebs, verwendet werden. Ein Beispiel fur ein Gen, das in einer erhéhten Kopienzahl bei
Brust- und Ovarienadenokarzinomen vorhanden ist, ist das HER-2/neu-Oncogen, das fir 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 erhéhten 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 Nukleinsdure-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-
saureziele 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 aquivalent sind, die
hierin beschrieben werden, bei der praktischen Ausfihrung oder beim Testen der vorliegenden Erfindung ver-
wendet werden kdnnen, werden die bevorzugen Verfahren und Materialien jetzt beschrieben. Allgemeine Be-
zuge zu Verfahren, die verwendet werden kénnen, um die zahlreichen Nukleinsduremanipulationen und Me-
thoden, die hierin beschrieben werden, durchzufihren, kénnen 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 Durchfiihren der TMA-Reaktion werden im U.S. Patent Nr. 5,399,491 offenbart. Verbesserungen fir 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 fur 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 aufgefihrt. Eine Beschreibung der Versuche und Ergebnisse, die zur Erschaffung
der vorliegenden Erfindung gefiihrt haben, werden nun folgen.

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

Beispiel 1
Pseudoziel-Amplifikation verringert die Variabilitat in der Amplikonmenge, die in einer TMA hergestellt wird

[0096] Eine Serie von TMA-Reaktionsansatzen wurde unter Verwendung von Primern, die fir ein Segment
des HIV-pol-Transkripts spezifisch sind, vorbereitet. Alle Reaktionsansatze wurden in achtfacher Ausfiihrung
durchgefiihrt. Jeder Reaktionsansatz erhielt: 50 pl, die 60 Kopien an RNA-Transkripten des vollstandigen
HIV-Genoms enthielten, das im Einzelprobenpuffer, der aus 10 mM HEPES (pH 7,5) und 1 mM EDTA besteht,
verdinnt wurde. Das RNA-Transkript wurde unter Verwendung des Plasmids BH10 als Matrize synthetisiert.
In dieser Methode wurde die BH10-RNA als Beispiel fur einen Polynukleotidanalyten verwendet. Die Polynuk-
leotidsequenz der BH10-RNA wird durch die Sequenz der SEQ ID NO: 3 wiedergegeben. Die Reaktionsansat-
ze schlieBen auch entweder 0, 10°, 105, oder 10" Kopien der IAC-Ascr-Pseudoziel-RNA mit der Sequenz der
SEQ ID NO: 4 ein. Es wurden 25 pl 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 MgCl,; 70 mM KCI; 20% Glycerol; 0,6 mM Zinkacetat und 20% Poly-
vinylpyrrolidon enthalt. Die Proben wurden dann mit 200 pl Mineraldl Gberschichtet, zuerst fir 10 Minuten bei
65°C inkubiert, um das Primer-Ziel-Anbinden (annealing) zu ermdglichen, und dann fur 5 Minuten bei 42°C in-
kubiert. Danach erhielt jeder Reaktionsansatz ein 25 pl Aliquot einer Enzymmischung, die 2000 GP-Einheiten
der MMLYV 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 KCI; 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 doppelstrangigen DNA-Matrize, die eine Promotersequenz ent-
halt, in einem Zeitraum von 20 Minuten bei 37°C synthetisiert. Die Reaktionsansatze wurden bei 42°C fiir zu-
satzliche 60 Minuten inkubiert. Danach wurden 100 pl der Proben der Reaktionsmischungen mit einem ent-
sprechenden Volumen der HIV-spezifischen AE(+)4134-Sonde, die einen Acridiniumesterrest als Marker tragt,
und die Sequenz CCACAATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGG (SEQ ID NO: 5) aufweist, kombiniert. Diese
markierte Polynukleotidsonde wurde hergestellt und im Wesentlichen gemal dem Verfahren verwendet, das
im U.S. Patent Nr. 5,639,604 offenbart ist, und in einer Lésung 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 enthalt. Die gesamte lonenstarke fir die Foérderung der Hybridisationsreaktion wurde im We-
sentlichen durch die 600 mM Lithiumchlorid und 1% Lithiumlaurylsulfat Bestandteile der fertigen Hybridisati-
onslésung bereitgestellt. Wichtig ist, dass die Sequenz der AE(+)4134-Sonde die Hybridisation durch komple-
mentare Basenpaarung mit dem Analyt-Amplikon und nicht mit dem Pseudoziel-Amplikon ermdéglichte. Nach
dem Hybridisieren der Mischung bei 60°C fir 15 Minuten wurden 300 pl 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 abgekuihlt,
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 |
schloss Wasserstoffperoxidlésung in 0,001 N Salpetersaure ein. Das Detektionsreagenz Il beinhaltete eine 1
N NaOH-Ldsung. Jedem Reaktionsrohrchen wurde zuerst das Detektionsreagenz | und dann das Detektions-
reagenz Il eingespritzt, um die Lichtemission zu stimulieren. Die Sonden, die zum Detektieren und Quantifizie-
ren des Analyt-Amplikons verwendet wurden, waren namentlich die Folgenden: Reaktionsansatze, 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 10° Kopien des Pseudoziels
enthielten wurden mit 100 fmol der markierten Sonde und 3,9 pmol unmarkiertem 2'0OMe(+)4134 sondiert; Re-
aktionen die 10° Kopien des Pseudoziels enthielten, wurden mit 100 fmol der markierten Sonde und 0,2 pmol
unmarkiertem 2'0OMe(+)4134 sondiert; Reaktionen, die 10’ Kopien des Pseudoziels enthielten, wurden mit 100
fmol der markierten Sonde alleine sondiert. Namentlich hat 2'0OMe einen Methoxyrest gegen einen Hydroxyl-

20/53



DE 600 22 541 T2 2006.06.14

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 Aktivitaten wurden verwendet, um das lu-
minometrische Auslesen in einem linearen Detektionsbereich zu ermdglichen.

[0097] Die in Tabelle 1 dargestellten Ergebnisse zeigten, dass Amplifikationsreaktionen, die ein Pseudoziel
einschlossen, auf vorteilhafte Weise einheitlichere Ergebnisse mit geringerer Variabilitat 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 Reaktionsansatze (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 wurden,
wenn alle HPA-Assays unter Verwendung der gleichen Sonde hoher spezifischer Aktivitat durchgefiihrt worden
waren. Dieser Wert wurde in die Analyse eingeschlossen, so dass die unterschiedlichen Reaktionsansatze di-
rekt miteinander verglichen werden konnten. Die Nettodurchschnittswerte fur alle Bestimmungen einer be-
stimmten Reaktionsbedingung werden auch zusammen mit den berechneten Werten fiir die Standardabwei-
chung (SD) und den Variabilitatskoeffizienten (CV%) dargestellt. Die letzte Saule in der Tabelle zeigt, dass die
CV%-Werte sich verringerten, wahrend sich die Anzahl der Kopien des Pseudoziels in den Reaktionsansatzen
erhohte. Dieses Ergebnis zeigte auf quantitativ Weise, dass die Variabilitat in der Menge des Amplikons, dass
in unterschiedlichen Reaktionsansatzen hergestellt wurde, sich verringerte, wahrend die Menge des Pseudo-
ziels erhéht wurde.
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Tabelle 1

Pseudoziel-Amplifikation und Analyt-Amplikonsynthese mit I6slichen Polynukleotiden (Pure System)

! L corrig 1 . ariabilitéis-
iacser | B | eus |0 Rerisetl) Bl | Soiehans | hosfien
* sp. Akl (SD) (CV%)
60758 55366 2214640
100316 94924 3796960
116898 111506 | 4460240
80682 73500 3012000
keine 60 78084 72692 2007680 | 2340305 1465936 62.6

31443 26051 1042040
29419 24027 961080

13387 8193 327800
keine 5392 0 0 L]
85700 78287 3130280
(64487 57044 2281760
54852 47409 1896360
41357 33914 1356360
1.0x 10 60 51353 43910 1756400 3029790 t891104 62.4
93974 86531 3461240
190926 183483 7339320
. 82853 75410 3016400
keine 7443 0 0 0
580816 | 572789 | 1718367
401651 393624 1180872

302690 2046063 883989
222165 214138 042414
tox 10 60 275810 267783 803349 1036444 323123 312
322421 314394 943182
349792 . 341765 1025295
372122 3646935 1094085
keine 8027 0 0 0
135174 146863 146803
138647 130336 130336

102893 94582 94582
157291 148980 148980
10x10° | 60 166824 158513 158513 | 134795 30825 229
139727 141416 141316
181812 | 173500 173501
92482 84171 84171
keine 8311 0 0 0

[0098] Beispiel 2 beschreibt die Verfahren, die verwendet werden, um deutlich zu machen, dass eine erhéhte

Prazision bei der Amplikonherstellung ein generelles Merkmal der Reaktionsansatze war, die ein Pseudoziel

enthielten. Die folgenden Methoden zeigen besonders, dass ein zweites exemplarisches Pseudoziel, genannt

IAC-Bscr, ebenfalls die Variabilitat der Amplikonherstellung in einer exemplarischen TMA-Reaktion verringerte.
Beispiel 2

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

[0099] 30 pl, die 60 Molekiile der BH10-RNA enthalten, die in einem Einzelprobenpuffer (1 mM EDTA, 10 mM
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HEPES) verdiinnt wurden, wurden zu einer Reihe von Reaktionsréhrchen gegeben. 20 pl, die 0, 10°, 108, 107
oder 10° IAC-Bscr Pseudoziel-RNA-Molekile (SEQ ID NO: 9) im Einzelprobenpuffer enthalten, wurden in ge-
eignete Rohrchen gegeben. Nach dem Vortexen erhalt jedes Rohrchen ein 25 ul 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 fliissigen Bestand-
teile jedes Réhrchen wurden dann mit 200 pl Ol iberschichtet, um die Verdunstung zu verhindern. Die Réhr-
chen wurden fir 10 Minuten bei 65°C und dann fir 5 Minuten bei 42°C inkubiert. Ein 25 pl Aliquot des in Bei-
spiel 1 beschriebenen Enzymreagenzes wurde danach zu jedem Réhrchen gegeben. Die Inhalte aller Rohr-
chen wurden jeweils vermischt und die Reaktionsansatze fir 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Am Ende des Re-
aktionszeitraums wurden alle Proben durch das Standard-HPA einer Analyse unterzogen. Dementsprechend
wurden 100 pl einer LOsung der mit Acridinium markierten 2'Methoxy AE(+)4134-Sonde zu jedem Rdéhrchen
gegeben. Unterschiedliche spezifische Aktivitadten 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 wirden.
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 10° Kopien des Pseudoziels einschlossen, wur-
den mit 100 fmol der markierten Sonde und 3,0 pmol der unmarkierten Sonde sondiert; Reaktionen, die 10°
Kopien des Pseudoziels einschlossen, wurden mit 100 fmol der markierten Sonde und 0,4 pmol der unmarkier-
ten Sonde sondiert; Reaktionen, die 10” oder 10® Kopien des Pseudoziels einschlossen, wurden mit 100 fmol
der markierten Sonde alleine sondiert. Mischungen der Amplifikationsprodukte und der Sonde wurden bei
60°C fur 15 Minuten inkubiert, mit 300 pl des Selektionsreagenzes vermischt und dann bei 60°C fir zusatzliche
10 Minuten inkubiert. Die Mischungen wurden auf Raumtemperatur abgekihlt und die Chemilumineszenz wur-
de nach Zugabe der Detektionsreagenzien | und Il ausgelesen.

[0100] Die in Tabelle 2 dargestellten Ergebnisse bestéatigten, dass Amplifikationsreaktionen, die ein Pseudo-
ziel einschlossen, auf vorteilhafte Weise einheitlichere Mengen des Analyt-Amplikons mit geringerer Variabili-
tat innerhalb der Sammlung von Probenauslesungen herstellten. Tabelle 2 zeigt die Kopienanzahl des
IAC-Bscr-Pseudoziels und des BH10-RNA-Polynukleotidanalyten, die in allen Reaktionsansatzen der 8 Wie-
derholungsversuche fiir die Amplifikation, die fiir jede Input-Menge an Pseudoziel durchgeflihrt wurden, einge-
schlossen waren. Ebenfalls dargestellt sind die Ergebnisse, die die durchschnittlichen Nettolichtemissionsaus-
lesungen aus allen HPA-Reaktionsansatzen darstellen. Hintergrundemissionswerte, die bei Reaktionen ge-
messen wurden, die das Pseudoziel einschlossen, ohne den Modell-Polynukleotidanalyten einzuschlief3en,
wurden abgezogen, um die Nettoergebnisse zu erhalten. Die Durchschnittsmengen des Analyt-Amplikons, die
fur jede Reaktionsbedingung ("Amplikon") hergestellt wurde, werden so dargestellt, dass die Produkte aus un-
terschiedlichen HPA-Reaktionsansatzen, die mit Sonden hybridisierten, die unterschiedliche spezifische Akti-
vitaten aufwiesen, direkt verglichen werden konnten. Es werden auch Werte fir die Standardabweichung (SD)
und den Variabilitdtskoeffizienten (CV%) dargestellt, die fir alle luminometrischen Bestimmungen fir eine be-
stimmte Reaktionsbedingung berechnet wurden. Die Ergebnisse bestatigten, dass die Mengen des Analyt-Am-
plikons, das in den Reaktionen, die ein Pseudoziel einschlossen, synthetisiert wurde, mit grofRerer Prazision
hergestellt wurde als in Reaktionen, die kein Pseudoziel einschlossen. Besonders Reaktionen, die unter Ver-
wendung von mehr als 1 x 10° Pseudoziel-Molekilen durchgefiihrt worden sind, erreichten CV%-Werte, die
niedriger waren als der CV%-Wert, der fur den Datensatz erhalten wurde, der aus Reaktionsansatzen herge-
stellt wurde, die in Abwesenheit eines Pseudoziels durchgeflihrt wurden. In der Tat war der statistische
"p"-Wert geringer als 0,05 fir Reaktionsansatze in unserem Datensatz, die unter Verwendung von mindestens
10® Molekiilen des Pseudoziels durchgefiihrt wurden. Dies bestétigte quantitativ, dass die Variabilitat in der
Menge des in unterschiedlichen Reaktionen hergestellten Amplikons sich verringerte, wenn das Pseudoziel
vorhanden war.
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Tabelle 2

Pseudoziel-Amplifikation und Analyt-Amplikonsynthese

net. . Variabilitéats-
IAC-Bscr | BH10-RNA Amplikon | Standard-
Durchs. koeffizient
(Kopien) | (Kopien) (pmol) abweichung
(RLU) (CV%)
Keine 60 165085 1,84 103009 62,4
1x10° 60 193642 0,29 134671 69,5
1x10° 60 164908 0,039 46096 28,0
1x107 60 96749 0,0029 30116 31,1
1x10° 60 10199 0,0003 2475 24,3

[0101] Beispiel 3 beschreibt Verfahren, die verwendet worden sind, um zu untersuchen, ob die Amplifikations-
prazision auch fir Reaktionsansatze gesteigert wiirde, die in Gegenwart von derivatisierten Magnetkligelchen
durchgefiihrt werden. Bei dieser Methode wurden die Kiigelchen gemal einer Einzelproben-Standardbearbei-
tungsmethode bearbeitet, die ein synthetisches "Ziel-Polynukleotid zum Einfangen" einschloss.

Beispiel 3

Die Prazision der Amplikonsynthese verbesserte sich bei Reaktionsansatzen, die in Gegenwart von bearbei-
teten Magnetkigelchen durchgefiihrt wurden

[0102] 100 pl 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 Bersteinsaure; 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 fur
20 Minuten inkubiert, dann mit 20 pl der Kligelchensuspension, die 120 ug der magnetischen Klgelchen ent-
halt, die mit Oligo(dT) (Novagen; Madison, WI) derivatisiert wurden, zusammengegeben. Die Reaktionsansat-
ze wurden dann fir 15 Minuten auf Raumtemperatur abgekiihlt, um die Hybridisation der Sonde zum Einfan-
gen und des immobilisierten Oligo(dT) zu ermdglichen. Die Kiigelchen wurden fiir 15 Minuten nach Platzieren
in einer Halterung mit Magneten an der GefaRinnenwand gesammelt, und der Uberstand wurde verworfen. Die
Klgelchen 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, 10%, 10* oder 10° 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 gemal der weiter
oben beschriebenen Methode durchgefiihrt.

[0103] Die in Tabelle 3 dargestellten Ergebnisse bestatigten, 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 durchgefiihrt wurden. Namentlich ergaben Mengen von mehr als 10* Kopien des Pseudoziels
pro Reaktion die statistisch signifikanteste Verbesserung bei der Prazision der Analyt-Amplikonsynthese.
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Tabelle 3

Pseudoziel-Amplifikation und Analyt-Amplikonsynthese in Gegenwart von derivatisierten Magnetkuligelchen

net. Standard- | Variabilitats-
IAC-Ascr BH10-RNA
Durchs. abweichung koeffizient
(Kopien) (Kopien)
(RLU) (SD) (CV%)
keine 100 97105 37798 39,0
1,0x103 100 152313 38630 25,4
1,0x10* 100 155062 67377 43,5
1,0x10° 100 12385 19655 15,9

[0104] Die im folgenden Beispiel dargestellten Ergebnisse bestatigten, dass TMA-Reaktionen, die ein Pseu-
doziel einschlossen und die Polynukleotidanalyten, die auf einem immobilisierten Trager eingefangen waren,
verwendeten, eine erhdhte Prazision in Bezug auf die Menge des Analyt-Amplikons, das in der Amplifikations-
reaktion synthetisiert wurde, zeigten. Wahrend 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 naher, die in Ubereinstimmung mit der
Erfindung ausgefiihrt werden. Besonders die im folgenden Beispiel verwendeten Methoden verwenden einge-
fangene HIV-RNA als Amplifikationsmatrizen. Die Variabilitat, die sich aus einer inkonsistenten Zielgewinnung
in diesen Methoden ergibt, wurde vereinheitlicht, damit die Prazision der Amplifikation unabhangig untersucht
werden konnte. Noch genauer, die HIV-RNA wurde zuerst gemaR einem Einzelproben-Standardverarbeitungs-
protokoll auf Magnetkiigelchen gesammelt und dann zusammengefasst und neu auf individuelle Réhrchen 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 durchgefiihrt wurden, eine gesteigerte Prazision der Ampli-
konherstellung in Amplifikationsreaktionen ergaben.

Beispiel 4

Pseudoziele erhdhen die Prazision von Amplifikationsreaktionen, die eingefangene Polynukleotidanalyten als
Matrizen verwenden

[0105] 100 pl Aliquots des Reagenzes zum Einfangen des Ziels und der HIV-Virionensuspension, die in se-
rologisch negativem Plasma verdiinnt wurden, das entweder 0 oder 200 Kopieaquivalente der HIV-RNA/100
pl an Plasma enthielt, wurden in individuellen Reaktionsréhrchen zusammengefuhrt. 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 Bernsteinsaure (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 fur 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 erméglichen. 20 pl Aliquots der Oligo(dT)-Kugelchensuspension, die
120 pg der Oligo(dT)-derivatisierten Klgelchen enthielten, wurden dann zu jedem Reaktionsréhrchen zugege-
ben. Nach grundlichem Mischen wurden die Proben fir 15 Minuten auf Raumtemperatur abgekihlt, um die
Hybridisation des Oligo(dA)-Schwanzes der Sonde zum Einfangen und den auf den Kiigelchen immobilisierten
Oligo(dT)'s zu ermdglichen, wobei der Polynukleotidanalyt an das Magnetkugelchen Uber ein Uberbriickendes
Polynukleotid verbunden werden. Die Klgelchen und die darauf immobilisierten Polynukleotide wurden aus
dem Plasma und den freien Polynukleotiden durch Anordnen der Réhrchen in einer Halterung mit Magneten
fur einen Zeitraum von 5 Minuten isoliert, wobei wahrend dieser Zeit die Klgelchen an der Innenseite jedes
Réhrchens gesammelt wurden. Die Uberstéande wurden verworfen und die isolierten Kiigelchen 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 Kigelchen zwischen jedem Schritt, gewaschen. Die Klgelchen wurden als
nachstes mit 40 pl des Einzelprobenpuffers (1 mM EDTA, 10 mM HEPES zusammengegeben, vermischt und
zusammengefasst. 40 pl der Aliquots der zusammengefassten Kiugelchensuspension wurden dann auf frische
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Reaktionsréhrchen verteilt, so dass alle Proben im Wesentlichen identische Mengen der auf Kligelchen einge-
fangenen Polynukleotidanalyten enthielten. 10 ul Aliquots des Pseudoziels, die im Einzelprobenpuffer (1 mM
EDTA, 10 mM HEPES) verdunnt wurden, wurden auf entsprechende Réhrchen verteilt. Jedes Aliquot enthielt
entweder 0, 2 x 10% 2 x 107 oder 2 x 10® Molekiile der IAC-Ascr- oder |IAC-Bscr-Pseudoziel-RNA. Die
TMA-Amplifikationsreaktionen wurden, wie in Beispiel 2 weiter oben beschrieben, durchgefiihrt. Analyt-Ampli-
kons wurden mittels einer modifizierten Version der HPA-Methode, "Addukt geférderte Hydrolyse" (Adduct Pro-
moted Hydrolysis) (APH) genannt, durchgefiihrt. Nach den Amplifikationsreaktionen erhielt jedes Réhrchen ein
100 pl Aliquot der mit Acridinium markierten 2'0OMe(+)4134-Sonde. Sonden mit unterschiedlichen spezifischen
Aktivitaten wurden bei dieser Methode verwendet, so dass Amplifikationsreaktionen, die unter Verwendung un-
terschiedlicher Mengen des Pseudoziels, ob IAC-Ascr oder IAC-Bscr, durchgefiihrt wurden, Lichtemissions-
auslesungen ergeben wirden, die in einen Linearitatsbereich fir die Luminometrie fallen wiirden. Diese unter-
schiedlichen spezifischen Aktivitadten 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
2'0OMe(+)4134-Sonde und 100,0 pmol der unmarkierten Sonde sondiert; Reaktionen, die 10°, 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 fir 15 Minuten bei 60°C inkubiert, mit 300 yl des Natriummetaarse-
nit-enthaltenden Selektionsreagenzes vermischt und fur 20 Minuten bei 60°C inkubiert. Die Mischungen wur-
den auf Raumtemperatur abgekuhlt und die Chemilumineszenz wurde nach Zugabe der Detektionsreagenzien
I und Il ausgelesen.

[0106] Die Ergebnisse in den Tabellen 4 und 5 bestatigten, dass Amplifikationsreaktionen, die ein Pseudoziel
enthielten, auf vorteilhafte Weise Analyt-Amplikons in einheitlicheren Mengen und mit einer geringeren Varia-
bilitat innerhalb der Sammlung der Probenauslesungen herstellten. Die Tabellen zeigen, dass jede Reaktion
unter Verwendung entweder von 0 oder 200 RNA-Aquivalenten des HIV-Virions (Stamm HIV llIb) als Polynu-
kleotidanalyt und einem von sieben Zustanden fiir das Pseudoziel gestartet wurde. Im ersten Zustand lag eine
Negativkontrolle vor, in der die Reaktionen in Abwesenheit des Pseudoziels durchgefiihrt wurden. In den ver-
bleibenden Zustanden 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 fir jede Input-Menge an Pseudoziel durchgefiihrt wurden. Hintergrun-
demissionswerte, die in Reaktionen erzeugt wurden, die das Pseudoziel einschlossen, ohne die Modell-Poly-
nukleotidanalytmatrize einzuschlieen, 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-Molekiile in der Reaktion zunahm. Alle Amplifikationsreaktionen, die ein
Pseudoziel einschlossen, fuhrten zur Herstellung von einheitlicheren Mengen des Analyt-Amplikons. Beson-
ders die CV%-Werte waren im Vergleich zur Negativkontrolle, die in Abwesenheit eines Pseudoziels durchge-
fuhrt wurde, bei allen Datensatzen, die von Reaktionsansatzen stammten, die Pseudoziele enthielten, niedri-
ger. Diese Ergebnisse unterstitzen die Schlussfolgerung, dass die Prazision 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 Prazision nicht von einer bestimmten Sequenz des
Pseudoziels abhing. Diese Ergebnisse zeigten weiterhin, wie die Prazision bei der Menge des Analyt-Ampli-
kons, das in einer Amplifikationsreaktion hergestellt wird, durch das EinschlieRen von Pseudozielen in Reakti-
onen, die Polynukleotidanalyten verwendeten, die durch einen festen Trager, wie zum Beispiel einem magne-
tischen Kugelchen, als Matrizen fur die Amplifikationsreaktion eingefangen wurden, verbessert werden kann.
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Unterschiedliche Pseudoziele verbessern die Prazision der Analyt-Amplikonherstellung

Verbesserte Prazision der Analyt-Amplikonherstellung unter Verwendung von unterschiedlichen Pseudozielen

IAC-Ascr- HIV- net. o
Ampliko | Standard- | Variabilitats
Pseudozie | Virion | Durchs L
n abweichun -koeffizient
1 (Kopien
_ (pmol) g (SD) (CV%)
(Kopien) ) (RLU)
keine 200 69858 0,95 57195 81,9
2x10° 200 166824 0,03 62799 37,6
2x107 200 26733 0,0041 13616 50,9
2x10° 200 3043 00,0005 585 19,2
Tabelle 5

IAC-Bscr- HIV- net. Standard- | Variabilitats-

Amplikon ‘ o
Pseudoziel | Virion | Durchs. ( 1 abweichung koeffizient
pmo

(Kopien) (Kopien) (RLU) (SD) (CV%)
keine 200 69858 0,95 57195 81,9
2x10° 200 109125 0,0166 37519 34,4
2x10’ 200 14904 0,0023 10669 71,6
2x10° 200 1492 0,0002 697 46,8

[0107] Ein noch weiterer Vorteil fir das Durchfihren 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 fur 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 Zustande reichten besonders
von gleichbedeutend mit 100 bis 25% Gewinnung. Solche Unterschiede in der Wirksamkeit der Polynukleotid-
analytgewinnung konnten aufgrund von Griinden auftreten, die die variable Gewinnung aus Phenolextraktions-
methoden, Ethanolprazipitationsmethoden, schwierigen Einzelprobensammlungen oder Extraktionszustanden
oder auch ein Verschitten im Labor, das zum Probenverlust fiihrt, einschlieRen. In jedem Fall ware die Menge
des gewonnen Polynukleotidanalyten weniger als eine quantitative Gewinnung.

[0108] Wie weiter unten beschrieben, wurde die variable Wirksamkeit der Polynukleotidanalytgewinnung bei
der Durchfihrung von Amplifikationsreaktionen in drei unterschiedlichen Zustdnden modelliert. Im ersten Zu-
stand wurden die Reaktionen mittels dreier unterschiedlicher Input-Mengen des Polynukleotidanalyten ohne
Pseudoziel durchgefiihrt. Im zweiten Zustand wurden Reaktionen eingeschlossen, die mittels der gleichen drei
unterschiedlichen Input-Mengen an Polynukleotidanalyten und einer konstanten Menge des Pseudoziels
durchgefihrt wurden. Zuletzt wurden beim dritten Reaktionszustand die gleichen drei unterschiedlichen In-
put-Mengen an Polynukleotidanalyten verwendet, wobei das Mengenverhaltnis des Polynukleotidanalyten und
des Pseudoziels konstant waren. Es wird deutlich werden, dass diese dritte Bedingung einen Fall darstellt, der
sich ergeben wirde, wenn das Pseudoziel zu einer biologischen Probe zugegeben wird, die den Polynukleo-
tidanalyten jeweils vor der Isolation von Nukleinsauren aus der Probe enthalt. Unter diesen Umstéanden wiirde
der Verlust eines Teils der Probe wahrend der Verarbeitungsschritte zu identischen prozentualen Verlusten so-
wohl des Polynukleotidanalyten als auch des Pseudoziels fiihren, dennoch wiirde das Verhaltnis der zwei Spe-
zies unverandert bleiben. Wie anhand der noch folgenden Ergebnisse deutlich werden wird, fihrten Amplifika-
tionsreaktionen, die ein konstantes Verhaltnis des Pseudoziels und des Polynukleotidanalyten einschlossen,
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zu einer verbesserten Synthese der Analyt-Amplikons. Daher verhielten sich auch Reaktionsansatze mit einer
begrenzten Anzahl an Input-Polynukleotidanalyten so, als ob die Anfangsanzahl an Matrizen gréRer gewesen
ware.

[0109] Die Ergebnisse, die in den folgenden Beispiel erhalten wurden, stellten die Grundlage fir das verbes-
serte Verfahren der biologischen Einzelprobenverarbeitung bereit, dass die Zugabe der Pseudoziele zur Ein-
zelprobe vor der Isolation der Nukleinsduren einschlie3t. Ein Verfahren zum Vereinheitlichen der Mengen des
Analyt-Amplikons, dass in einer Amplifikationsreaktion erzeugt wird, schlie3t 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 durchzufihren, 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 durchgefiihrt, 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 gemaR dem Verfahren des Beispiels 1 mit den folgenden Anderun-
gen vorbereitet. Als erstes wurden zehn Wiederholungsreaktionen anstelle von acht Wiederholungen fir 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.

Tabelle 6

Mischungen des Polynukleotidanalyten und des Pseudoziels

Zustand BH10-RNA (Kopien) IAC-Ascr (Kopien)
e
500 0
kein Pseudoziel 1000 0
2000 0
500 6x10°
Pseudoziel konstant [ 1000 6x10°
2000 6x10°
Verhdltnis aus 500 1,5x10°
Pseudoziel und .
1000 3,0x10
Polynukleotidanalyt
konstant 2000 6,0x10°

[0112] Nach Abschluss der Amplifikationsreaktionen wurden alle Reaktionsmischungen gemal 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 Aktivitdten wurde in dieser Methode verwendet, so dass die Ampli-
fikationsreaktionen, die unter Verwendung verschiedener Mengen des Pseudoziels durchgefuhrt wurden, Lich-
temissionsauslesungen ergeben wirden, die innerhalb eines Linearitatsbereiches des Luminometers fallen.
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Diese unterschiedlichen spezifischen Aktivitaten 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: Reaktionsansatze, die das Pseudoziel nicht erhiel-
ten, wurden mit 1,3 pmol der markierten Sonde und 400 pmol der unmarkierten Sonde sondiert; Reaktionsan-
séatze, die 1,5 x 10°, 3 x 10° oder 6 x 10° 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-
aktionsansatze, in denen das Verhaltnis 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 fur alle Input-Mengen der Polynukleotidanalytmatrize durchgefiihrt wurden. In
Fig. 6 wurden 100% der Input-Polynukleotidanalyten durch 2000 Kopien an BH10-RNA dargestellt. In Abwe-
senheit des Pseudoziels fallt 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 &hnliches 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 Verhaltnisses von Pseudoziel zu
Polynukleotidanalyten durchgefiihrt 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, wahrend die entsprechenden Ergebnisse, die in Abwesenheit des Pseudoziels erhalten wurden oder
wenn das Pseudoziel konstant gehalten wurde, nur bei etwa 22% lagen. Das Durchfiihren von Amplifikations-
reaktionen unter Verwendung eines konstanten Verhaltnisses von Pseudoziel und Polynukleotidanalyt neigte
dazu, die Menge des Analyt-Amplikons, das in der Amplifikationsreaktion synthetisiert wurde, zu vereinheitli-
chen. Auch kann das Verhaltnis ein wenig variiert werden, abhangig von der Input-Menge und der gewilinsch-
ten Genauigkeit bei der Quantifizierung. Signifikante, im Wesentlichen ahnliche Ergebnisse erhielt man, wenn
die Reaktionen in Gegenwart von Magnetkigelchen und einem Reagenz zum Einfangen, wie in Beispiel 3 und
4 beschrieben, durchgefiihrt wurde. Darliber hinaus zeigen die in den Tabellen 7-9 dargestellten Daten, dass
die Prazision der Amplifikationsreaktionen durch Aufnehmen eines Pseudoziels in die Amplifikationsreaktion
verbessert wurde.

Tabelle 7

TMA-Reaktionen, die in Abwesenheit des Pseudoziels durchgefiihrt wurden

net. Standard- Variabilitéats-

BH10-RNA . o
Durchs. % von 2000 | abweichung koeffizient
(Kopien)

(RLU) (SD) (CV%)
keine 0 0 k.A. k.A.
500 35279 22,4 10033 28,4
1000 70202 44,7 36070 51,4
2000 157176 100 26792 17,0
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Tabelle 8

TMA-Reaktionen mit konstanten Pseudozielmengen

net. Standard- Variabilitats-
BH10-RNA
Durchs. % von 2000 | abweichung koeffizient

(Kopien)
(RLU) (SD) (CV%)
keine 0 0 k.A. k.A.
500 96434 22,2 23442 24,3
1000 224493 51,6 49903 22,2
2000 434899 100 30382 7,0

Tabelle 9

TMA-Reaktionen mit einem konstanten Verhéltnis des Polynukleotidanalyten und Pseudoziels

net. Standard- Variabilitats-
BH10-RNA
Durchs. % von 2000 | abweichung koeffizient

(Kopien)
(RLU) (SD) (CV%)
keine 0 0 k.A. k.A.
500 294660 67,8 43197 14,7
1000 340594 78,3 72128 21,2
2000 434899 100 30382 7,0

[0114] Das folgende Beispiel beschreibt Experimente, die ausgefihrt 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 Ubertragungs-Kontamination; (2)
ermdglicht die wirksamere Verwendung der markierten Sonden; und (3) kann verwendet werden, um die Sig-
nalstarke zu "tunen", damit sie in den linearen Bereich der Detektionsvorrichtung, wie zum Beispiel einem Lu-
minometer, fallt, auf vorteilhafte Weise. In Bezug auf diesen zweiten Punkt wird es mdglich, mit einer verrin-
gerten Anzahl an Produktamplikons, die in einer Reaktion erzeugt wurden, Sonden mit einer sehr hohen spe-
zifischen Aktivitat in Mengen zu verwenden, die ausreichend sind, um einen Sondenuberschuss bereitzustel-
len. Der Fachmann wird erkennen, dass sich die spezifische Aktivitat einer Hybridisationssonde auf die Menge
an detektierbaren Marker pro Sondenmolekil bezieht. Hochspezifische, aktive Sonden sind gut zur Detektion
exakter Mengen an komplementaren Polynukleotiden verwendbar. Wenn jedoch die Sonde in ihrer Herstellung
teuer ist oder mit einem radioaktiven Marker markiert ist, der eine spezielle Handhabung und Vorsichtsmal3-
nahmen fir die Entsorgung erforderlich macht, mag es unerwiinscht sein, hochspezifische, aktive Sonden in
grélReren Mengen, die erforderlich waren, um quantitative Hybridisationen im Zustand des Sondentiberschus-
ses durchzufuhren, 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 kdnnen, um die Menge des in einer Amplifikationsreaktion hergestellten Analyt-Amplikons zu kontrol-
lieren.
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Beispiel 6
Verwenden von Pseudozielen zum Kontrollieren der Herstellung von Analyt-Amplikons

[0116] 100 pl des Reagenzes zu Einfangen des Ziels (17% Lithiumlaurylsulfat; 190 mM Bernsteinsaure; 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
ul des HIV-Virions, das in HIV serologisch negativem Plasma verdiinnt wurde, zusammengegeben. Die Proben
enthielten entweder keine HIV-RNA; 200; 2.000; 20.000; 200.000 oder 2.000.000 RNA Aquivalente/ml an Plas-
ma. Die Mischungen wurden bei 60°C fur 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 pl ei-
ner Oligo(dT)-Kugelchensuspension (120 ug an Oligo(dT) Kigelchen/20 ul) zusammengegeben werden kann.
Nach griindlichem Durchmischen wurden die Proben tber einen Zeitraum von 15 Minuten auf Raumtempera-
tur abgekuhlt, um die Hybridisation des Oligo(dA)’s der Sonde zum Einfangen mit den auf den Kiigelchen im-
mobilisierten Oligo(dT)’s zu ermdglichen, wobei die pol-Gensequenz und die magnetischen Kiigelchen mitein-
ander verbunden werden. Die Kigelchen wurden mittels eines Gestells mit Magneten an den Seiten des Réhr-
chens gesammelt und der Uberstand verworfen. Die Kiigelchen wurden dreimal mit einem 1 ml Volumen an
Waschreagenz (0,1% SDS; 10 mM HEPES (pH 7,5); 150 mM NaCl) gewaschen. 50 pl Aliquots des Einzelpro-
benpuffers (10 mM HEPES; 1 mM EDTA) wurden zu den Réhrchen zugegeben, die kein Pseudoziel erhielten.
50 ul des im Einzelprobenpuffer verdiinnten Pseudoziels wurden zu Réhrchen zugegeben, die das Pseudoziel
erhalten haben. Nach dem Mischen erhielt jede Probe ein 25 pl Aliquot des Amplifikationsreagenzes, das ent-
halt: 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 MgCl,, 70 mM KCI; 20%
Glycerol; 0,6 mM Zinkacetat und 10% Trehalose. Die Proben wurden mit 200 pl Mineraldl uberschichtet und
dann fir 10 Minuten bei 42°C inkubiert. Die Amplifikationsreaktionen wurden durch Zugabe von 25 pl 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 KCI; 80 mM Trehalose; 8 mM HEPES; 1,04 mM EDTA; 10% TRITON X-102 und 0,01% Phe-
nolrot enthalt, initiiert. Alle Reaktanden wurden vermischt und man lies sie fiir 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 pl Aliquot einer Lésung einer mit Acridinium markierten Sonde AE(+)4134b wurde
zu jeder Probe zugegeben. Proben, die Reaktionsansatzen entsprachen, die das Pseudoziel enthielten, erhiel-
ten 1,3 pmol der markierten Sonde und 38,7 pmol der unmarkierten Sonde, wahrend Proben, die Reaktions-
ansatzen entsprachen, die das Pseudoziel nicht enthielten, 1,3 pmol der markierten Sonde und 400 pmol der
unmarkierten Sonde erhielten. Die Mischungen wurden fir 15 Minuten bei 60°C inkubiert, und dann zusam-
mengegeben und mit 300 pl des APH-Selektionsreagenzes, das Natriummetaarsenid enthalt, vermischt. Die
Reaktionsmischungen wurden fur 20 Minuten bei 60°C inkubiert und dann auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die
Chemilumineszenz wurde nach Zugabe der Detektionsreagenzien | und Il ausgelesen.

[0118] Es wurden besonders vorausgehende Experimente durchgefiihrt, in denen Routine APH-Methoden
mit einer Auswahl von spezifischen Aktivitdten durchgefihrt wurden, um Bedingungen zu bestimmen, die Er-
gebnisse ergeben wiirden, 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 Rontgenfilm, einen Bereich aufweisen, innerhalb dessen die Intensitat eines
Signals und die Menge des Materials, dass das Signal erzeugte, in linearer oder exponentieller Beziehung zu-
einander stehen. Oberhalb dieses Bereiches gilt diese Ubereinstimmung nicht. Demnach ist das Bestimmen
dieser linearen Bereiche fir 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, fir die Reaktion, die in Abwesenheit eines Pseudoziels durchgefuhrt wird; und
40 pmol der Sonde, die aus 1,3 pmol der markierten Sonde und 38,7 pmol der unmarkierten Sonde bestand,
fur die Reaktion, die das Pseudoziel enthalt. Um die Ergebnisse des Assays zu vereinheitlichen, wurden die
Lichtintensitatsmessdaten (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
Uberschussmengen der markierten Sonde und anschlieBendem Bestimmen der Lichtausbeute, die durch die
bekannte Menge des Ziels erzeugt wurde, ermittelt. Dies ermdglichte die Korrelation der Lichtausbeute mit der
Menge des mit der Sonde hybridisierten Amplikons.
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[0120] Dieinden 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-
trachtigt. Alle Ergebnisse basierten auf funf Wiederholungsversuchen, die fir alle Mengen an Input-HIV-II-
Ib-RNA, die in der Methode verwendet wurden, durchgefihrt wurden. Die in Fig. 7 gezeigte logarithmische
Darstellung zeigt deutlich eine starke Beziehung zwischen der Menge des HIV-IlIb-RNA-Aquivalenten-Inputs
in eine Reaktion und der Menge des erzeugten Analyt-Amplikons. Diese gleiche, starke, lineare Beziehung
herrscht deutlich vor, wenn die Amplifikationsreaktionen zuséatzlich das Pseudoziel enthielten. Die Abwartsver-
lagerung, die fir die Gerade beobachtet wurde, welche die Analyt-Amplikons darstellt, die in Reaktionsansat-
zen, die Pseudoziele enthielten, hergestellt wurden, zeigen, dass weniger Molekiile erzeugt wurden, als im
Vergleich zu Reaktionsansatzen, 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-Aquivalente 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

keine Pseudoziele
HIV IIIb-RNA
- Standard-
Agquivalente/ Durchs. net. Amplikon
abweichung
Reaktionsansatz (RLU) (pmol)
(SD)
keine 0 0 k.A.
20 47878 2,5 55529
200 137756 7,2 143360
2.000 794621 41,7 174616
20.000 4762815 250 609171
200.000 9908427 520 639895
Tabelle 11

Kontrollieren der Analyt-Amplikonherstellung mittels Pseudozielen

2x10° Pseudozielmolekiile (IAC-Ascr)
HIV IIIb-RNA
. Standard-
Aquivalente/ Durchs. net. Amplikon
abweichung
Reaktionsansatz (RLU) (pmol)
(SD)
ﬁ
keine 0 0 k.A.
20 1623 0,01 2224
200 10473 0,067 8000
2.000 84435 0,54 8449
20.000 802975 5,1 189079
200.000 8083585 51,5 1567615
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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 Uber die Anwesenheit oder Abwesenheit eines Polynukleotidanalyten in einer Testprobe geben.
Qualitative Tests kdnnen ebenso daflr verwendet werden, um anzuzeigen, ob ein Polynukleotidanalyt in einer
Testprobe in einer Menge vorhanden ist, die in einen bestimmten Bereich fallt, oder ob er es nicht ist. Diese
Assays kdnnten zum Beispiel verwendet werden, um die Reaktion eines Patienten auf die Arzneimitteltherapie
zu Uberwachen. Zum Beispiel kann ein Patient, der mit einem hdmatogenen Virus infiziert ist, nach der thera-
peutischen Arzneimittelbehandlung eine Veranderung 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 einschlie3t, erhdht oder erniedrigt. Es soll deutlich werden, dass ein
qualitatives Testformat nur die Detektion eines Signals einschlie3t und deshalb nicht notwendigerweise eine
quantitative Messung des Signals, oder Herstellung oder Verwendung einer Standardkurve durch den Endver-
braucher eines diagnostischen Assays erfordern wiirde.

[0122] In bestimmten bevorzugten Ausfihrungsformen der Erfindung werden qualitative Assays durchge-
fuhrt, um zu zeigen, ob eine biologische Probe einen Polynukleotidanalyten enthalt. In anderen bevorzugten
Ausfuhrungsformen der Erfindung kdnnen Assays nur qualitative Ergebnisse (d.h., ein Ergebnis ist entweder
positiv oder negativ) erzeugen, kénnen jedoch semiquantitative Informationen tber 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 kénnen durch Anpassen der spezifischen Aktivitat einer Hybridisationssonde oder
durch Kalibrieren der Detektionsvorrichtung verandert werden, um ein negatives Ergebnis unter einem be-
stimmten numerischen Wert oder ein positives Ergebnis Gber einem bestimmten Wert zu spezifizieren. Zum
Beispiel kann ein Luminometer so eingestellt werden, um ein positives Ergebnis fir RLU-Werte anzuzeigen,
die groRer sind als ein bestimmtes Grenzwertniveau. Alternativ dazu kann die Menge des Pseudoziels, das in
der Amplifikationsreaktion enthalten ist, erhdht oder erniedrigt werden, so dass bestimmte Mengen des Ana-
lyt-Amplikons detektierbare Signale erzeugen, die entweder Uber oder dem Detektionsgrenze fur eine be-
stimmte Vorrichtung liegen. Daher kann die Menge des Input-Pseudoziels in einer Amplifikationsreaktion fur
ein diagnostisches Assay angepasst oder durch Routineversuch "getunt" werden, so dass ein Detektionssignal
das innerhalb eines gewtunschten Bereiches fallt, erzeugt wird.

[0124] Wenn ein Polynukleotidanalyt und ein Pseudoziel gemal den oben beschriebenen Methoden co-am-
plifiziert werden, wird die Menge des in der Reaktion synthetisierten Analyt-Amplikons naturgemag zur Menge
eines Polynukleotidanalyten, der Eingang in die Reaktion fand, in Beziehung gesetzt werden. Da die Grof3en-
ordnung eines Hybridisationssignals durch eine der oben beschriebenen Methoden getunt werden kann, da
die Amplifikationsreaktionen, die Pseudoziele enthalten, auf vorteilhafte Weise durch erhdhte Prazision cha-
rakterisiert sind, und da es mdglich ist, eine diagnostische Reaktion zu tunen, so dass eine bestimmte Menge
des Input-Polynukleotidanalyten ein Hybridisierungssignal erzeugt, das tber oder unter einem Detektions-
grenzwert fir eine Testvorrichtung liegt, ist es moglich, qualitative Assays zu erzeugen, die auch quantitative
Informationen bereitstellen.

[0125] Das folgende Beispiel verdeutlicht, wie semiquantitative Informationen ber die Menge eines Polynu-
kleotidanalyten in einer Testprobe mit einem qualitativen Assay, das nur positive oder negative Ergebnisse be-
reitstellt, erhalten werden kénnen. Fir darstellerische Zwecke dient das HIV-Polynukleotid als Polynukleotida-
nalyt und der initiierte Titerbereich basiert auf Ergebnissen, die in den vorherigen Beispielen prasentiert worden
sind. Naturlich kénnen 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 Nukleinsduren 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 Aktivitat der markierten
Sonde und die Menge des Pseudoziels, die im Co-Amplifizierungsschritt enthalten ist, beides Variablen sind,
die verandert werden kénnen, 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 kénnen, um semiquantitative Informationen tiber 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, wiinscht die Wirksamkeit eines Arz-
neimittelbehandlungsprotokolls zu beobachten. Der Arzt wiinscht besonders zu wissen, wann der Plasmatiter
des Patienten von einer hohen Anfangsmenge auf eine niedrigere Menge, die unter etwa 200 RNA-Aquivalen-
ten in 100 pl 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 fir Amplifikationsreaktion verwen-
det, wie sie im Wesentlichen in Beispiel 6 beschrieben werden. Einzelne 100 pl Aliquots der Plasmaproben
werden mit 100 pl Aliquots des Reagenzes zum Einfangen des Zieles vermischt und die Mixturen dann inku-
biert, mit Oligo(dT)-Kigelchensuspensionen zusammengegeben, wiederum vermischt und dann auf Raum-
temperatur abgekhlt. Die Kiigelchen werden gesammelt, gewaschen und dann mit 50 pl Aliquots, die 2 x 10°
Kopien des in Einzelprobenpuffer verdinnten Pseudoziels enthalten, zusammengegeben. Nach dem Mischen
erhalt jede Probe ein 25 pl Aliquot des Amplifikationsreagenzes, das Primer und Nukleotidreaktanden enthalt.
Die Proben werden mit 200 pl Mineraldl Gberschichtet und dann fur 10 Minuten bei 42°C inkubiert. Die Ampli-
fikationsreaktionen werden durch Zugabe von 25 ul Aliquots des Enzymreagenzes, das 2000 GP-Einheiten der
MMLV reversen Transkriptase und 2000 GP-Einheiten der T7 RNA-Polymerase in einer gepufferten Lésung
enthalt, initiiert. Alle Reaktanden werden vermischt und man I&sst sie fur 1 Stunde bei 42°C inkubieren. Amp-
lifizierte Proben werden dann einer APH-Detektionsmethode unterzogen. Eine L6sung der mit Acridinium mar-
kierten Sonde AE(+)4134b wird zu jeder Probe zugegeben. Jede Probe erhalt 1,3 pmol der markierten Sonde
und 38,7 pmol der unmarkierten Sonde, wobei alle Sonden fir authentische HIV-Amplikons jedoch nicht Pseu-
doziel-Amplikons spezifisch sind. Diese Sondenmengen stellen absattigende Hybridisationsmengen dar, so
dass Analyt-Amplikons quantitativ detektiert werden. Die Mischungen werden flir 15 Minuten bei 60°C inkubiert
und dann zusammengegeben und mit 300 pl des APH-Selektionsreagenzes, das Natriummetaarsenid enthalt,
vermischt. Die Reaktionsmischungen werden fiir 20 Minuten bei 60°C inkubiert und dann auf Raumtemperatur
abgekihlt. Die Chemilumineszenz wird nach Zugabe der Detektionsreagenzien | und Il mittels eines Lumino-
meters, das so programmiert wurde, um ein positives Ergebnis fir RLU-Werte von 10.000 und gréf3er und ein
negatives Ergebnis fur 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-Aquivalenten
angezeigt wurde. Umgekehrt ergaben Plasmaproben von nach der Behandlung ein negatives Ergebnis, wobei
eine Menge von weniger als 200 RNA-Aquivalenten in der 100 pl-Probe angezeigt wurde. Der Arzt schlieft
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 Ausflihrungsformen da-
von beschrieben worden. Selbstverstandlich wird eine Anzahl von unterschiedlichen Ausfihrungsformen der
vorliegenden Erfindung dem Fachmann nach der Bewertung der vorhergehenden detaillierten Beschreibung
nahe gelegt.

[0130] Deshalb soll der wahre Schutzumfang der vorliegenden Erfindung unter Berticksichtigung der ange-
hangten Anspriiche bestimmt werden.
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GP104-PCT

kiinstliche Sequenz

Primer (+)4108

{1y...(8933)
> Seguenz derx

durch

Transkripte

<4uU>

gaggucucuc
cgacugguga
gagagcguca
aggaggaaag
auucgcaguu
gcuacaacca
aacccucuau
gauvagaggaa
acacagcagu
acaucaggcce
uuucageeca
uuuaaacace
gaccaucaau
ugcaccaggce
ucaggaacea
aagauggaua
ggacavaaga
ucuaagagee
ccaaaaugceg

gacgcaggac
guacgecaaa
guauuaageg
aaasaauaua
aauccuggce
ucccuucaga
ugugugcauc
gagcaaaaca
caggueagee
auvaucaccua
gaaguaauac
augcuaaaca
gaggaagoug
cagaugagag
auaggaugga
auccugugau
caaggaccaa
gagcaageouu
aacceagauu

wcggeuugcn
aauuuugacu
ggggagaauu
aauuaaaaca
uguuagaaac
caggaucaga
aaaggaunaga
aaaguaagasa
aaaauvuacce
gaacuuuaasa
ccauguuuue
cagugegguy
cagaauggga
aaccaagggy
ugacazauaa
uaaauaaaau
sagaacouuy
cacaggaggu
guaagacuau

SEQUENZPROTOKOLL

GEN-PROBE INCORPORATED

kiinstliche Seguenz

das BH10 Plasmid hergestellten

gaagegegea
agcggaggeu
agaucgaugg
vavaguaugg
aucagaagyc
agaacuuaga
gauaaaagac
aaaagcacag
uauagugeag
ugcaugggua
agcauuauca
acaucaagca
uagaguacay
aagugacaus
uccaccuauc
aguaagaaug
uagagacuau
aaaaazuugg
yuuaaaagea

POLYNUKLEQTID AMPLIFIKATIONSVERFAHREN

FastSEQ fiir wWindows Version 3.0

Jumaner Immunodefizienz Virus

cggcaagagy
agaaggagag
gaaaaaauuc
gcaagragqyg
uguagacaaa
ucauuauaua
accaaggasag
caagcagcag
aacauccagg
aaaguaguag
gaaggageca
gccaugeaaa
ccagugcaug
gcaggaacua
ccaguaggag
uavageccua
guagaccggu
augacagaaa
uugggaccag
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cgaggggcgg
agauggguge
gouuaaggec
agcuagaacy
uacugggaca
auacaguage
cuuuagacaa
cugacacagg
ggcaaauggu
aagagaagge
geceacaaga
uguuaaaaga
cagggecuau
cuaguacccu
aaauuuanaa
ccagcauucu
ucuavaaaac
couuguuggu
cggcuacacu
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agaagaaaug
ggcugaagea
uaggaaccaa
aaauugcagg
gaaagauugu
aaggecagay
cagaccagag
ucccecucay
acucuuuggce
uuagauacag
ccaaaaauga
auagaaaucu
auaauuggaa
auugagacug
ccauugacag
gogaaaauuu
aaaaaagaca
¢caagacuucu
ucaguaacag
aggaaguaua
caguacaaug
acaaaaaucu
gaugauuugu
tugagacaac
couccauuee
gugcugecag
aauugggcaa
ggaaccaaag
gaazatagag
uuaauagcag
ccauuuaaaa
guaaaacaau
aagacuccua
uauuggTaag
vLaugguace
gcagcuaaca
aagguuguce
geuuugeagg
aucauvucaag
uuaauvaaaaa
saugaacaag
auvagauaagg
gauuuuaace
cuaaaaggag
uguacacauu
gaageagaag
gcaggaagau
acgguuaagg
crccaaague
guaagagauc
uuuaaaagaa
gcaacagaca
guuuauuaca
ggugaagagg
gcaaagauca
cagaaugagy
agcuagggga
aguacacauc
aggagaaaga
vyagcacacaa
Huuuucagace
auaucaagca
aacaccaaaa
gaacaagccee
cuuuuagagg
uuagggcaac

augacagcau
augagccaag
agaaagaugg
goceocuagga
acugagagac
aauuuucuuc
craacageee
aagcaggage
aacgaccecu
gagcagauga
uagggggaau
quggacauasa
gaaaucuguu
uaccaguaaa
aagaaaaaau
caaaaauugg
guacuaaaug
gggaaguuca
uacuggaugu
cugcauuuac
ugcuuccaca
vagageccuuu
auguaggauc
aucuguugag
uuuggauggg
aasaagacag
gucagauuva
cacusacage
agauucuaaa
aaauvacagaa
aucugaaaac
uaacagaggc
aauuuaaacu
cecaccuggan
aguuagagaa
gggagacuaa
cccuaacuaa
auucaggauu
cacaaccaga
aggaaaaggu
uagauasauu
cocaagauga
ugecaccugu
aagccaugea
uagaaggaaa
uuauuccage
ggccaguaaa
cegecuguug
aaggaguagu
aggcugazca
aaggggggau
pacaaacuaa
gggacagecag
caguaguaau
uuagggauua
auuagaacav
ugguuLuuaud
ccacuagggyg
gacuggcauu
guagaceeug
ucugeuavaa
ggacauaaca
aagauaaagce
cagaagacca
agcuusagaa
avaucuauga
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gucagggagu
uaacaaauac
vuaaguguuy
aaaagggcug
eggcuaanvun
agagcagacc
caccagaaga
cgauagacaa
cgucacaaua
uacaguauua
uggagguuuu
agcuauvaggu
gacucagsuu
auuvaaagcece
aaaagcauua
gecugagaau
gagaaaauua
auuaggaaua
gggugaugca
cauaccuagu
gggauggaaa
uaaasaacaa
ugacuuagaa
guggggacuu
uuaugaacuc
cuggacuguc
cccagggagu
aguaauacca
agaaccagua
gcaggggcaa
aggaaaauvau
agugcaaaaa
acccauacaa
uccugagugyg
agaacccaua
auuaggaaaa
cacaacaaau
agaaguaaac
uaaaagugaa
cuaucuggea
agucagugeu
acaugagaaa
aguagcaaaa
uggacaagua
aguuauecug
ageaacagygyg
aacaauacau
gugggcggga
agaaucuaug
ucuuaagaca
ugagggguac
agaauuacaa
aaauccacuu
acaagauaau
uggaaaacag
ggaaaaguuu
gacaucacua
augcuagauu
ugggucaggyg
aacuagcage
gaaaggoeuy
agguaggauc
caccuuugee
agggccacag
ugaagcuguu
aacuuauggyg

aggaggacce
agecuaccaua
caauugugge
uuggaaaugu
uuuagggaag
agagccaaca
gageouucagyg
ggaacuguay
aagauagggy
gaagaaauga
aucaaaguaa
acaguauuag
gguugcacuy
ggaauggaug
guagaaauuu
ccauacaaua
guagauuuca
ceacaucce

vatuuLucag
auaaaraaug
ggaucaccag
aauccagaca
auagggcage
accacaccag
cauccugauva
aaugacauac
aaaguaagge
cuaacagaag
cauggagugy
ggccaaugga
gcaageaauga
auaaccacag
aaggaaacau
gaguuuguua
guaggagcag
graggavaug
cagaaaacug
auaguaacag
ucagaguuag
uggguaceag
ggaaucagga
uaucacagua
gaaauaguag
gacuguaguc
guagcaguuc
caggaaacag
acagacaaug
aucaagcagyg
azuzaagaau
geaguacaas
agugcaggsg
azacaaauvua
uggaaaggac
agugacauaa
auggcaggug
aguaaaacac
ugaaagoccu
gguaauaaca
agucuccaua
ccaacuaauu
auuaggacac
vcuacaavac
uaguguuacg
agggageceac
agagauuuuce
gauacuuggy

goccavaagg
auvgaugcaga
aaagaaggge
ggaazggaag
aucuggecuu
goccocaceay
ucugggguag
ccuunaacuu
ggcaacuaaa
guuugeozagy
gacaguauga
uaggaccuac
uaaauuuuce
gcocaaaagu
guacagaaau
cucgaguaun
gagaacuuaa
caggguuaaa
wucecceuaga
agacaccagg
caauvauuccea
waguuaucua
audagaacaaa
acaaaaaaca
aauggacagu
agaaguuagu
aaulauguaa
aagcagageu
auusugaccee
cauaucaaau
ggegugeoca
aaagcauagu
gggaaacaug
avaccgcuec
aaaccouucua
uuacuaacas
aguuacaage
acucacaaua
ucaaucaaau
cacacaaagg
aasauvaguauuy
avuggagagce
ccagouguga
caggaauauy
auguagcecag
cauauuuucu
gcageaauuu
aauuuggasu
uaaagaaaau
yggeaguauu
aaagaauagu
caaaaauuca
cagcaaagcu
aaguagugce
augauugugu
cauauguaug
cauccsagaa
acavauvuggyg
gaauggagga
caucuguauu
auagucaged
uuggeacuayg
aaacugacag
acaaugaauy
cuaggauuuyg
caggagugga
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caagaguuun
gaggcaasuy
agcacagoeag
gacaccaaau
ccuacaaggg
uucuucagayg
agacaacaac
cccucagauc
ggaagcucua
aagauggaaa
ucagauacuc
accugucaac
cauuagcicu
uaaacaaugg
ggaaaagygaa
vgeccauaaag
uaagagaacu
aaagaaaaaa
ugaagacuuc
gauvagauau
aaguageaug
ucaauacaug
aauagaggag
ucagaaagaa
acagccuaua
ggggaaauug
acuccuuaga
agaacuggca
aucaaaagac
uuaucaagag
cacuaaugau
aauaugggyea
guggacagag
uuuagugaaa
uguagaugyy
aggaagacaa
aauuuaugua
ugcauuagga
aavagageay
aauuggagga
uuuagaugga
aauggcuagu
uaaaugucay
gcaacuagau
uggauauaua
uuaaaauua
caccagugcu
ugeccuacaan
uwauaggacag
cauccacaau
agacauaaua
aaayuuucgy
coucuggaaa
aagaagaaaa
ggcaaguaga
uuucagggaa
waaguucaga
gucugcauac
aaaagagauva
acuuugacug
cuagguguga
cagcauvuaau
aggauagaug
gacacuagag
gocuccaugge
agccauvaaua

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1850
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3050
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4360
4520
4680
4740
4800
4860
4320
4980
5040
5100



agasuucuge
aggcoguuacu
ggaagcauce
gcuvucavuyg
ageggagaca
agcaguaagu
caguaau&au
gacaaagaaa
auvgagaguga
cuccuugygygs
gggguaccug
vaugauacag
£CECaA0EAG
guagaacaga
saauuaacce
aauvaguagua
aucagcacaa
auaauaccaa
auuacacaygg
gougguuuug
aaugucagca
wuaaauggea
gcuaaaacca
aacaauacaa
ggaaaaauag
acuuuaaaac
uuuaageaguy
gaauuuuucy
aguacuaaag
aasacaaavua
ggacaaauus
agcaacaaug
agugaauuau
gcaaagagaa
ggguucuugyg
gccagacaau
gecgeaacage
cuggcugugy
aaacucauun
cagauuugga
uLaauacacuy
uuggaauuag
uayauaaday
guacuuucug
cucccaauce
gacagagaca
¢ggagceugu
auuguggaac
caguauugga
gcaguagoug
cgecacauac
caagugguca
ugagcecagcea
cacaaguagce
goaggaggug
agcuguagau
ccaacgaaga
nuagcagaac
caagcuagqua
CULBGUUECAL
gagguuugac
caagaacugce
geguggecug
wuuLugeeug

aacaacugey
cgacagagga
aggaagucag
ccaaguuugu
gegacgaaga
aguacaugua
agcaauaguy
aauvagacagyg
aggagaaaua
uguugaugau
uguggaagga
agguacauaa
uaguauuggu
ugcaugagyga
cacucugugu
gcgggagaau
geauaagagy
uagauvaauga
ccuguccaaa
cgauucuaaa
caguacaaug
gucuggeaga
uaauaguaca
gaaaaaguau
gaaauaugag
agauvagauag
ccucaggagg
acuguaauuc
ggucaaavaa
uaaacaugug
gauguucauc
aguccgagau
auvadauauaa
gaguggugea
gagcageagyg
uvauugucugg
aucuguugca
aaagauvacey
graccacuge
guaacaugac
couvaauuga
auaaaugggce
uaunucauvaau
uagugaauag
cgaggggacc
gauccauucy
geeucuucag
wucugygacy
gucaggageu
aggggacaga
cuagsagaau
aaaaguagug
geagaugggy
aacacagcag
gguuunuccayg
cuuagecacy
caagauauce
uacacacceyg
ccaguugage
cocugugagee
ageegecuay
ugacaucygag
ggcoggacug
uacugggucu
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guuuauceay
gagcaagaaa
ccuaaaalug
wucauaacaa
ccuccucaag
augraaccua
guguggucca
uvaauugaua
ucagcacuny
cuguagugcen
agcaaccace
uguuugggee
aaaugugacs
uauaaucagu
uaguuuaaag
gauaauggay
uaaggugeag
uacuaccage
gguauccuuy
auguaauaau
uacacaugga
agaagaggua
geugaaccaa
cocguauscay
acaagecacau
caaauuaaga
ggaccragaa
aacacaacug
cacugaagga
gcaggaagua
aaauvauuaca
cuucagaccy
aguaguasaa
gagagaaaaa
aagcacuaug
wauagugeag
acucacaguc
aaaggaucaa
ugugecuuag
cuggauggag
agasucgcaa
aaguuugugy
gauaguagga
aguuaggcag
cgacaggece
avuagugaac
cuacgacege
cagggagugg
aaagaauagu
vaggguuaua
aagacaggge
ugguuggaug
ugggagcage
cuaacaaugc
ucacaccuca
uuuu2aasga
yugaucugug
ggccagggeau
cagagaaguu
ugcauggaau
cauuucauca
cuugcuacasa
gggaguggcg
cucugguuag

uuucagaauu
uggageeagu
cuuguaccaa
eagccuuagsg
gcagucagac
UAC32AVAGT
vaguaaucau
gacuaauaga
uggagauggg
acagaaaaau
acucuauuuu
acacaugecu
gaaaauuuua
uuaugggauc
ugcacugauu
aaaggagaga
aaagaauaug
uauacguuga
gagccaauuc
aagacguuca
auuaggccag
guaguuagau
ucuguagaaa
agaggaccag
uguaacauua
gaacaauvuug
auuguaacgce
uuuaauagua
agugacacaa
ggaaaagcaa
gggeougeuau
ggaggaggag
awugaaccau
agagcagugy
ggegeagegu
cagcagaaca
uggggcauca
cagouccugg
saugcuaguu
ugggacagag
aaccagcaag
aauugguuua
ggcuugguag
ggauauucac
gaaggaauag
ggauccuuag
uugagagacu
gaagcccuca
gcuguuagen
gaaguaguac
uuggaaagga
goougcugua
aucucgagac
ugauugugee
gguaccuuua
aaagggggga
gaucuaccac
cagauvaucca
agaagaagcce
ggaugaceceg
cauggcccga
gggacuuuce
agcecucaga
accagaucug

gggugucgac
agauccuaga
uggerauugu
caucuccuau
ucauvcaaguu
savaguagcea
agaauauagy
aagagcagaa
gouagagaug
ugugggucac
gugcaucaga
guguaceeac
acauguggaa
aaagocuasa
ugaagaauga
uaaaaaacug
cauuunuuua
caaguuguaa
cecauacauua
auggaacagyg
uaguaucaac
cugccaauuu
wuaauuguac
ggagagcauu
guagagcaaa
gaaauaauaa
acaguuunaa
cuugguuuaa
uCaceCucce
uguasgecee
uvaacaagaga
avaugaggga
uaggaguage
gaauaggage
caaugacgeu
auvuugeugay
agcageucca
ggavuugggyg
ggaguaauasa
aaauvaacasa
aaaagaauga
acauaacaaa
guuusagaau
cauuaucguu
aagaagaagg
cacuuaucug
uacucuugau
aavauuggug
ugcucaauge
aaggagouua
uupugsuauva
agggaaagaa
cuagaaaaac
uggcuagaag
agaccaauga
cuggaagggec
acacaaggcy
cugaccuuug
aacaaaggag
gagagagaag
gagrugcauc
geuggggacy
uccugcauau
agoougggay
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auagcagasy
cuagagocou
saaaaguguu
ggcaggaaga
ucucuaucaa
uuaguaguag
aaaauauvuaa
gacaguggca
gggraccaug
agucuauuau
ugcuaaagcea
agaccccaac
aeaaugacauvg
gcecaugugua
uacuaauace
cucuuucaau
wesaacuugau
caccucague
uugugeeeeyg
accauguaca
ucaacugcug
cacagacaau
aagacccaac
vguuacaaua
auggaauaac
aacaauaauc
wuguggagyg
uaguacuugy
augeagaaua
ueccaucagu
uggugguaau
caauuggaga
acccaccaag
uuuguuccuu
gacgguacag
gacuauugag
ggcaagaauc
uugeoucugga
aucucuggaa
uuacacaage
acaagaauua
uuggcuguyg
aguuuuugeu
ucagacccac
uggagagaga
ggacgaucug
uguaacgagg
gazucuccua
cacagcuaua
nagagcuauu
agaugdgugg
ugagacgage
auggagcaau
cacaagagga
cuuacaagge
vaayucacuc
acuucccuga
gauggugcua
agaacaccag
uguuagagug
cggaguacuu
uuccagggag
aagcagcuge
cue

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
5360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8933



<210> 4

<211=
<212>
<213>

8933
RNA

<220>

<2235

<221>
<222>
<223>

Mutation
(4135) ...

4152-3,

<400> 4

gagcucucuc
cgacugguga
gagagcguca
agggggaaag
auucgeaguu
gcuacaacca
aacceoucuau
gauagaggaa
acacageagu

caucaggec
uuucagesea
yuuaaacace
gaccaucaau
ugcaccagge
ucaggaacaa
aagauggaua
ggacaudaga
ucuaagagee
ccaaaaugeyg
agaagaaaug
ggcugaagea
uaggaaccaa
asauugeagg
gaaagauugu
saggecaggy
cagaccagag
uccccoucay
acucuuugge
uuagauacag
ccaaaaauga
avagagaucu
auaauuggaa
auugagacug
ccadugacag
gcgaaaavuu
asaaasgaca
caagacuusu
ucaguaaceg
aggaaguaua
caguacaaug
acaaaaaucu
gaugauuugu
cugagacaac
ceuccavuce
gugcugecag
aautgggeaa
ggaaccaaag
gaazacagag
uuaauagcay
ccauguaaaa
guaaaacaau

aagacuccua

gacgcaggac
guacgecaaa
guauvuaagceg
dgaaaauvauva
aauccuggece
ucccuucaga
ugugugcauc
gagcaaaaca
caggucagcae
auaucaccua
gaaguaauac
sugcuaaaca
gaggaagcug
cagaugagag
auvaggaugga
auccugggau
caaggaccaa
gagcaagouu
aacccaganu
augacagcau
augagcecaag
agaaagaugy
gceecuagga
acugagagac
aauuuucuuc
ccaacagece
aagcaggage
aacgaceoou
gagcagauga
uagggggaau
guggacauaa
gaaaucuguu
uaccaguaaa
aagaaaaaau
caaaaauvugy
guacuaaaug
gggaaguuea
uacuggaugu
cugcauuuac
ugcuuccaca
vagagcecuun
auguaggauc
aucuguugag
wuuggauggy
agaaagacag
gucagauuua
cacuaacaga
agauucuaas
aaavacagaa
aucugaaaac
uaacagagge
aauugaaacu
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{4155}

Mutierte Positicnen:
4153

ucagouugeu
aauvuuugacu
ggggagaauu
aauvaaaaca
uguuagaaac
caggaucaga
aaaggauaga
zaaguaagaa
aaaauuacece
gaacuuuaaa
ccauguuuuc
cagugogagg
cagaauggga
aaccaaggay
ugacaaavaa
uaaauazsau
aagaacguun
cacaggaggu
guaagacuau
gucagggagu
naacaaauac
uuaaguguuu
asaagggoug
aggcuaauuu
agagcagace
caccagaaga
cgauvagacaa
cgucacaaua
uacaguauua
uggagguuuy
agcuauaggu
gacucagauu
aucaaageca
sasagcauua
gecugagaan
gagaaaauua
auuaggaaua
gygugaugea
cauaccuagu
gggauggaaa
uaaaaaacsa
ugacuuagas
gugoggacuu
Uyaugaacus
cuggacuguc
cecagggauu
aguaauacca
agaaccagua
geaggggcaa
aggaaaauau
agugcaaaaa
acccauacaa

kinstliche Sequenz

4135,

gaagegegea
ageggaggeu
agaucgaugg
uauaguaugg
aucagaaggc
agaacuuaga
gauaaaagac
aaaagcacag
uauagugeag
ugcaugggua
agtauuauca
acaucaagea
wagaguacau
aagugscaua
uccaccuaus
aguaagaaug
uagagacuau
aaaaaanugg
uuuaaaagca
aggaggaccc
agouaccaua
caauugugye
unggaaaugu
unuagggaag
agagccaaca
gagouucagg
ggaacuguau
aagavagggy
gaagaaauga
aucaaaguaa
ataguauvag
gguugcacuu
ggaauggavy
guagaaauuu
ccauacaaua
guagauuuca
ccacauceey
vauuurucag
auaaacaaug
ggaucaccay
aauccagaca
auagggeage
accacaccag
cauccugeua
aaugacauac
aaaguaagyc
cuaacagaag
cauggagugu
ggccaaugga
gCaagaauga
auvaaccacag
aaggaaacau

4140~1,

Seguenz des IAC-Ascr Pssudoziels:

cggcaagagyg
agaaggagag
gaaaaaauuc
gcaageaggg
uguagacaaa
ucauuausua
accaaggeag
caagcagcag
aacauccagyg
aaaguaguag
gaaggagceca
goeaugesaa
cecagugeauy
gcaggaacua
ccaguaggay
uauvagcccua
guagaccggu
augacagaaa
uugggaccag
ggcravaagy
augaugcaga
aaagaaggyc
ggasaggaag
aucuggceou
geceoeocaceau
ucugggguag
ccuyuaacuu
ggcaacuaas
guuugceagy
gacaguauga
vaggaccuac
gaaauuuuce
gcccaaaagu
guacagaaau
cuccaguauu
gagaacuuaa
caggguuaaa
uuccouuaga
agacaccegg
caauauucca
vaguuaucua
avagaacaaa
acaaaaaaca
aauggacagu
agaeguuagu
aauuauguaa
aagecagageu
auguaugacece
cauaucaaau
ggggugecea
aaagcauagu
gggaaacauy
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4145,

4150,

cgagggacgg
agauggeuge
gguuaaggcc
agcuagaacg
vacugggaca
auvacaguage
cuuuagacaa
cugacecagg
ggcaaauggu
aagagaagge
cccoacaaga
uwguuaaaaga
cagggecuau
cuaguaccecu
aaauuuauaa
ccagecauucu
ucuauaaaac
cocuuguuggy
cggcuacacu
caagaguuuu
gaggcaauuu
acacagccag
gacaccaaau
ccuacaaggg
wucuucagag
agacaacaac
cceucagauc
ggaagcucua
aagauggaaa
ucagauvacuc
accugucaac
cauvuageocu
uaaacaaugg
ggaaaaggaa
ugccauaaag
uaagagaacu
aaagaaaaaa
ugaagacuuc
gauuagauau
aaguagcaug
ucaauacaug
aauagaggag
ucagasagaa
acagecuaua
ggggaaauug
acuccuuaga
agaacuggea
aucaaaagac
uuauCaagag
cacuaaugau
aauaugggga
guggacagay

&0
120
180
240
306
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
13g0
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2150
2220
2280
2340
2400
2450
2520
2380
264C
2700
2780
2820
2880
2940
3000
3060
3120



uavuggcaag
yuaungguace
gcagcuaaca
aagguuguce
gcuuugeagg
aucauucaag
uuaauaaaaa
aaugaacaag
auvagauvaagg
gauuuuaace
cuaaaaggayg
uguacacau
gaagcagaag
gcagygaagau
acgguuaagg
cecccaaaguc
quaagagauc
cuuagaagau
gcaacagaca
guuuauuaca
ggugaagegy
gcaaagauca
caggaugegy
agcuagggga
aguacacauc
aggagaaaga
uagcacacaa
uuugucagac
avaucaagca
agacaccaaaa
gaacaagceec
cuuuuagacyg
.uuagggeaac
agaauvucuge
aggeguuacu
ggaagcauce
gougucausug
agcggagaca
agcaguaagu
caauaauaau
gacaaagaza
auvgagaguga
cuccuugyga
gggguaccuy
uaugauacag
ccacaagaag
guagaacaga
aaauuaaccc
aauvaguagua
aucageacsaa
auvaauaccaa
auvuacacagg
gougguuuug
aaugucagea
uuaaauvgoca
gcuaaaacca
aacaavacaa
ggazaaauvag
acuuvaaaac
uuusagcagu
gaauuuuucu
aguacuaaag
aaacaaauua
ggacaaauvua
agcaacaaug
agugaauuau

ccaccuggau
aguuagagaa
gggagacuaa
cccuraacuaa
auucaggauu
cacaaccaga
aggaaaaggu

uagauaasuy,

cccaagauga
ugcecaceugu
aagccaugca
vagaaggaaa
unauuccage
ggceaguaaa
ccgeouguug
aaggaguagu
aggeugaaca
agagagggau
Uacaaacuaa
gggacagcag
caguaguaau
usagggavua
auuagaacau
ugguuuuava
cocacuagygey
gacuggcauu
guagacecug
veugcuavaa
ggacauaaca
aagauaaagc
cagaagacca
agcuuaagaa
auaucuauya
aacaacugcu
cgacagagga
aggaagucag
ccaaguuugu
gegatgaaga
aguacaugua
agcaauaguu
Bauagacagy
aggagaaaua
wguugaugau
uguggaagga
agguacauaa
uaguauuggu
ugcauvgagge
cacucugugu
gcgggagaau
gcauvaagegy
vagauaaugsa
ccuguccaaa
cgavmcuaaa
caguacaavy
gucuggeags
vaauaguaca
gaaaaaguau
gaaauaugag
agauagauag
ccucaggagyg
acuguaauuc
ggucaaauaa
uasacaugug
gauguucauc
aguccgagau
avaaauauaa
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uccugagugyg
agdalocaus
auuaggaaas
cacaacaaau
agaaguaaac
vaaaaguygas
cuaucuggesa
agucagugou
acaugagaaa
aguagcaaaa
uggacaagua
aguuauccug
agaaaraggg
dacaauacav
gugggcggga
agaaucuaug
ucuuaagaca
ugggggguac
agaauuacaa
aaauccacuu
acaagausau
uggaaaacag
ggaaaaguuu
gacaucacua
augcuagauu
ugggucageg
aacuagcaga
gaaaggccuu
agguaggauc
caccuuugee
agggccacag
ugaagcuguu
aacuuaugga
guuuauccau
gagcaagaaa
ccuaazaacug
uncauvaacaa
ceucoucaag
augcaaccua
guguggucca
uuaauugaua
ncagcacuug
cuguagugeu
agcaaccacc
uguuugggee
aaaugugaca
uanaaucagu
uaguuuaaay
gauaauggag
vaaggugeag
vacuaccage
gguauccuuy
auguaauaau
vacacaucga
agaagaggua
gougaaccaa
ccguauccag
acaagcacau
caaauuaaga
ggacccagaa
aacacsaacug
cacugaagga
gcaggaagua
aaavauvuaca
cuncagaceu
aguaguaaasa

gaguuuguua
guaggagcag
gcaggauaug
cagaaaacug
auaguaacag
ucagaguuag
uggguaceay
ggaaucagga
vaucacagua
gaaavaguag
gacuguague
guagcaguuc
caggasacag
acagacaaug
aucaageagy
aauaaagaau
gcaguacaaa
agugcaggsg
agacaaauua
uggaaaggac
agugacauaa
auggcaggug
aguaaaacac
ugaaageseu
gguaauaaca
agucuccaua
ccaacuaauu
auunaggacac
ucuacaauac
vaguguuacy
agggagccac
agacauuuue
gavacuugss
uuucagaaun
uggagecagu
cuuguaccaa
aagoouuagg
gcagucagac
uacaaauage
uaguaaucau
gacuaauaga
uggagaugag
acagaaaaau
acucuauuuy
acacsugecu
gaaaauuyua
uuaugggaue
ygcacugauu
aaaggagaga
aaagaauaug
uauacguuga
gagccaauue
aagacguuca
auuaggecag
guaauuagay
ucuguagaaa
agaggaccag
nguaacauua
gaacaauuug
auuguaacge
uuraauagua
agugacacaa
ggaaaagcad
gggeugouau
ggaggaggag
auugaaccau

auacecccuce
aaacouucua
uyuacuaacaa
aguuacaagce
agucacaaua
ucaaucaaau
cacacazagy
aaauvacuauu
auuggagage
ccagouguga
caggaauvaug
auguagecag
cavauuuucy
gcagcaauuu
aauuuggaau
uvaaagaaaau
uggcaguauu
aaagaauagu
caaaaauuca
cagcaaageu
aaguagugee
augauugugu
cauauguavy
cauccaagaa
atauauuggyg
gaauvggagga
caucuguauu
auaguuagece
uuggcacuag
aaacugatag
acaaugaaug
cuaggauuug
caggaguyga
gagugucgac
agauccuaga
nugouauugy
caucuccuau
ucaucaaguu
aauaguagca
agaauauagy
aagagcagaa
gguggagaug
ugugggucac
gugcaucaga
guguacceac
acauguggaa
aaagccuaaa
ugaagaauga
uaaaaaacug
cauuLuuua
caaguuguaa
ccauacauua
aucgaacagg
uaguaucaac
cugocaauuy
uuaauUGUaC
ggagagcauun
guagagcaaa
gagauvaauaa
acaguuuuaa
cuugguuuasa
ucacceuece
uguangesce
uaacaagaga
avaugaggga
uaggaguagc
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vuuagugaasa
ugquagaugygg
aggaagacaa
aauuuaucua
ugcavuagya
aauvagagcag
aauuggagga
uuuagaugga
aauggcuagu
uaaaugucag
gcaacuagau
uggauauaua
uuuaaaauua
cagcagugew
ugccuacaan
vauvaggacaqg
caucvacaay
agacauaauva
aaavuuucygy
coucuggaaa
aagaagaaaa
ggcaaguaga
wuucagggaa
vaaguucaga
gucugeauad
gaaagagauad
acuuugacuyg
cuagguguga
cagcauuaau
aggauagauny
gacacuagagqg
gouccaugee
agcrauaaua
avagcagaan
zyagagecceeu
aaagaguguu
ggcaggaada
ugucuaucas
dquaguaguag
aasauauuaa
gacaguggca
gggeaccauy
ggucuauuau
ugcuaaagea
agaccccaags
aazaugacauyg
geccaugugua
uacuaauace
cucuuucasu
ugaacuugau
caccucague
uugugececyg
accauguaca
wycaacugeug
cacagacaaw
aggacccaac
uguuacaauva
_auggaauvaac
aacaavaauc
uuguggagag
uaguacuugg
augcagaaua
ucccaucagu
uggugguaau
caauvuggaga
aceccacraag

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4B60
4920
4980
5040
510¢C
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
8300
6360
6420
6480
6540
6600
66690
6720
§780
6840
6900
6960
7020
7080



gcaaagagaa
ggguucuugg
gecagacaau
gegeaacage
cuggeugugg
aaacucauuu
cagauuugga
uuaauacagu
uuggaauvag
uauauvaaaau
guacuuucug
cucccaauce
gacagagaca
cggagecugu
auuguggaac
caguauugga
gcaguageug
cgocacauac
caagugguca
ugagccagea
cacaaguage
ggaggaggug
agcuguagau
ccaacgaaga
uuagcagaac
caagcuagua
cuuguuacac
gagguuugac
caagaacuge
geguggecug
uuuuugccug

gaguggugcs
gagcagcagg
vavugucugg
aycuguugca
aaagauaccu
gcaccacuge
avaacaugac
ccuuaauuga
avaaaugggce
uauucauvaau
uagugaauvag
cgaggggacc
gauccauucg
gecucuucag
uucugggacy
gucaggageun
aggggacaga
cuagaagaan
22230U30uUG
gcagauggag
aacacageag
gguuuuccag
cugageeacu
caagauaucc
uacacaccag
ccaguugage
ccugugagec
agccgcecuag
ugacaucgag
ggcgggacug
uacugggucu

<210> 5

<211>
<212>
<213>

30
DNA
HIV

<220>

<221>
<222>
€223>

Quellie

<400> 5
ccacaatiit dnaagaaaay gaggyactigg

<210> &

<211>
<212>
<213> kiinstliche Seguen:z

67
DNA

220>

<223>

Sequenz

<400> 6

ccecrgtitet getggaataa crtotgelite tatatiiaaa aaaagaaaaa asaaaaaaaa

aaaaaaa

<210> 7
<2il>
<212>
<213>

57
DNA

<220>

<223>
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gagagaaaaa
aagcacuaug
uauagugcag
acucacaguc
adaggaucaa
ugugccuugg
cuggauggag
agzaucgcaa
aaguuugugg
gavaguagga
aguuaggcag
cgacaggece
auuagugaac
cuaccaccge
<agogggugy
aaagaauvagu
vaggguuaua
aagacagyggc
ugguLggaug
ugggagcage
cuaacaauge
ucacaccuca
uuuuaaaaga
uugaucugug
ggccagggau
cagagaaguu
ugcauggaau
cauuucauca
cuugcuacaa
gggaguggcg
cucugguuag

{(1)...130) , :
Sequenz der AE(+j4134 HIV-spezifischen 3Sonde

der

agageagugg
ggcgeagegu
cagcagaaca
uggggcauca
cagcuccugg
aaugcuaguu
ugggacagag
aaccagcaag
aauugguuna
ggcuugguag
ggauauvucac
gaaggaauag
ggauccuuag
uugagagacu
gaagccouca
geuguuagey
gaaguaguac
uuggaaagya
geccugcugua
aucucgagac
ugauugugce
gguaccuuua
azagggggga
gaucuaccac
cagauaucca
agaagaagece
ggaugaccey
cauggeecya
gggacuuuce
agcecucaga
accagaucuy

klinstlicne Sequenz

gaauaggage
caaugacgeu
auuugcugag
agcagcucca
ggauvugggy
ggaguaauvaa
aaauugacaa
aaaagaauga
acauvaacaaa
guuuaagaau
cauuaucgun
sagaagaagy
cacuuaucug
uvacucuugay
aauauugguy
ugoucaawge
aaggagcuua
uLuugcuaua
agggaaagaa
cuagaaaaac
uggevagaay
agaccaauga
cuggaagggce
acacaaggcu
cugaccuuuy
aacaaaggay
gagagagaag
gageugcauc
gouggggacy
uccugeauvau
ageocugggay
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uduguuceuy
gacgguacag
ggcuauugag
ggcaagaauc
utgeucugga
aucucuggaa
uuacecaage
acaagaauvua
wuggougugg
aguuuuugey
ucagacecac
uggagagaga
ggacgaucug
uguaacgagyg
gaaucuccua
cacagcuaua
uagagcuauu
agaugegugg
ugagacgagce
auggagcaau
cacaagagga
cuuacaaggce
uaauucacuc
acuuccouga
gauggugcua
agaacaccag
ugluagagug
cggaguacuu
uuccagggagy
aagcageuge
cuc

(=) 3837 &30 Sonde zwn Einfangen

Sequenz der {-}4258 A3D Sonde zum Einfangen

7140
7200
7280
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7820
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
B400
8460
§520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8933

30

60
87



<400> 7
tetgetgice ctgtaataaa cocgtttaaa aaaaasadda aaadaaasaa aasaaaa

<210> B

<211>
<212>
<213>

22
DN
HIV

<220>

<221>
<222>
<223>

Quelles

<400> 8
ccacaattit aaaagaaaag gg

<210>
<21li>
<212>
<213>

L}
8933
RNA

<220>

<223>

<221>
<222>

<400> &

gagcucucuc
cgacugguga
gagagcguca
agggggaaag
auucgcaguu
geuacaacca
sacccucuau
gavagaggaa
acacagcagu
acaucaggee
uuucagecea
UUUARRLACC
gaccaucaau
ugcaccagge
ucaggaacaa
aagauggaua
ggacauaaga
ucuaagagec
ccaaaaugcg
agaagaaaug
ggcugaagea
uaggaaccas
aaauugcagg
gaaagavugu
aaggccaggg
cagaccagag
ueeedcucay
acucuuugge
uuagauvacag
ccasaaauga
auagaaaucu
auasuuggaa
auugagacug
ccauugacag
gggaaaauuu
aaaasagaca

gacgcaggac
guacgecaaa
guauuaageg
aaazsauaua
aauccuggee
ucccuucaga
ugugugcaue
gagcaaaaca
caggucagee
auaucaccua
gaaguaavac
augcuaaaca
gaggaageoug
cagaugageag
auvaggaugga
auccugggan
caaggaccaa
gagcaageuu
sacccagauu
augacageau
augagccaag
agaaagaugo
gcceauaggs
acugagagac
aauvuuucuag
ceaacageoe
aagcaggage
aacgacccou
gagcagauga
uagggggzau
guggacauaa
gaaaucuguu
vaccaguaasa
aagaaaaaau
caaaaaungg
guacuaaaug

{(0}...{0}
Sequenz der AE{+14134b Sonde

DE 600 22 541 T2 2006.06.14

Mutation
{4140} ...
<223> Mutierte Positionen:
4156~57,

(4159)

4139

ucggcuugeu
aauuuugacu
ggggagaaun
aauvuaaaaca
uguuagaaac
caggaucaga
aaaggauaga
aaaguaagaa
aaaauuacce
gaacuuuaaa
coauguuuue
cagquagggdy
cagaauggga
aaccaaggyy
ugacaaauvaa
vaaauaaaau
aagaaccuuu
cacaggaggu
guaagacuau
gucagggagu
vaacaaauac
uuaaguguuy
aaaagggeug
aggouaauvun
agageagace
caccagaaga
cgavagacaa
cgucacaaua
uacaguauus
uggagguuuu
agcuauaggu
gacucaganu
avuaaageca
asaagcauua
geocugagaau
gagaaaauua

kinstliche Seguenz

gaagcgegea
agcggaggcen
agauvcgaugy
uauvaguaugg
aucagaaggce
agaacuuaga
gavasaagac
aaaageacag
uauagugcag
wgcaugggua
agcauuauca
acaugaagca
uagaguacau
aagugacaua
uccaccuaugc
aguaagaaug
uagagacuau
aaaasavugy
uuuaaaagca
aggaggacce
agevaccaua
caanugugge
uuggaaaugu
uuuagggaag
agagccaaca
gagcuucagyg
ggaacuguau
aagauagggg
gaagaaauga
aucaaaguaa
acaguauvag
gguugcacuu
ggaauggaug
guagaaauuu
ccauvacaaua
guagauuuca

4140-42,

S=quenz des IAC-Bscr Pseudoziels

4145“471

cggcaagagy
agaaggagay
gaaaaaauuc
gcaagraggg
uguagacasaa
ucauuayaua
accaaggasg
caagcagcag
aacauccagg
aaaguaguag
gaaggagecca
gecaugcaaa
ccagugeaug
gcaggaacua
ccaguaggag
uvavageooua
guagacegou
augacagaaa
uugggaccag
ggccauaage
augaugeags
aaagaaggge
ggaaaggaag
aucuggeouu
geceecaccau

<ugggguag
couvugacul
ggceacuaaa
guuugccagy
gacaguauga
uaggaceuac
taaavuuulc
gcccaaaagu
guacagaaan
cuccaguauu
gagaacuuaa
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4152,

cgaggggeay
agaugggugc
gguuaaggcec
agecuagsacyg
uvacugggaca
avacaguagc
cuuuvagacaa
cugacacaqgy
ggcaaauvggn
aagagaagge
coecacaaga
uguuagaaga
eagggecuau
cuaguacccu
aaauuuauvaa
cecagcauucu
ucudusalaac
ccocuuguuggu
cggouacadcy
caagaguuuu
gaggcaauuu
acacagccag
gacaccaaaud
ccuacaaggg
wucuucagag
agacaacaac
ccoucagauc
ggaagcucua
aagauggaaa
vCagauacuc
accugucaac
cauuageoeu
uaaaraaugg
ggaaaaggaa
ugccauaaag
uaagagaacu

57

22

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1029
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160



caagacuucu
ucaguaacag
aggaaguaua
caguacaaug
acaaaaaucu
gaugauuugu
cugagacaac
cecuccauuca
gugcugecag
aauugggcaa
ggaaccaaag
gaaaacagag
uuaguageag
ccauvuuaaaa
guaaaagaau
aagacuccua
vauuggcaag
yuaugguace
gcagcuaaca
aagguuguce
gcutugeagg
aucauucaag
vuaavaaaaa
aaugaacaay
auagauaagg
gauuuuaace
cuaaaaggag
uguacacauu
gaagcagaag
gcaggaagat
acgguuaagg
coccaaague
guaagagauc
aatatttgaa
gcaacagaca
guuuayuaca
ggugaagyggsg
gcaaagauca
caggaugage
agcuagggga
aguacacauc
aggagaaaga
uagcacacaa
uunuucagac
auaucaagcs
aacaccaaaa
gaacaagccee
cuuvuagagyg
uuagggraac
agaauucuge
aggoguuacu
ggaagcaucce
gcuuucausug
ageggagaca
agcaguaagu
caauaauaau
gacaaagaaa
augagaguoa
cuccuuggga
gggguaccug
uaugauacag
ccacaagaag
guagaacage
asatuaaccce
aauaguagua
aucagcacaa

gggaaguuca
uacuggaugu
cugcauuuac
ugcuucecaca
uagagccuuu
auguaggauc
aucugueugag
Luuggauggg
aaaaagacag
gucagauuua
cacuaacaga
agauucuaaa
aaauacagaa
aucugagaac
vaacagagge
aauuuaaacu
ccaccuggau
aguuagagaa
gggagacuaa
cccuaacuaa
auucaggauu
cacaaccaga
aggaaaaggu
uagauaaauu
cccaagauga
ugecaccugu
aagccaugea
uagaaggaaa
uvauuccage
ggccaguaaa
cegecuguug
aaggaguagu
aggecugaaca
aggggaaget
vacaaacuaa
gggacageag
caguaguaau
uuagggauua
auvuagaacau
ugguuuuaua
ceacuagggyg
gacuggeauu
guagacceoug
ucugcuauaa
ggacauaaca
aagauaaage
cagaagacca
agcuunaagasa
auvauvcuaugs
aacaacugcu
cgacagagga
aggaagucag
ccaaguuugu
gcegacgaaga
aguacaugua
agcaauvaguu
aauagacagy
aggagaaaua
uguugaugau
uguggaagga
agguacauaa
uaguavuggu
ugcaugagga
cacucugugu
gcgggagaau

gcauaagagy

DE 600 22 541 T2 2006.06.14

auuaggaauva
gggugaugca
cauaccuagu
gggauggaaa
uaaaaaacaa
ugacuvagaa
guggggacuu
uuauvgaacuc
tuggacuguc
cccagggaun
aguaauvacca
agaaccagua
gcaggggcaa
aggaaaauau
agugcaaaaa
acccauvacaa
uccugagugy
agaacccaua
auuaggaaaa
cacaacaaau
agaaguaaac
uaaaagugaa
cuaucuggca
agucagugeu
acaugagaaa
aguagcaaaa
uggacaagua
aguuauccug
agaaacaggy
aacaauacau
gugggeggga
agaaucuaug
ucuuaagaca
tgggogguac
agaauuacaa
aaauccacun
acaagauaau
uggaaaasag
ggaaaaguuu
gacaucacua
augcuagauu
ugggucaggg
aacuagcaga
gaaaggcauu
agguaggauc
caccuuugee
agggceacag
ugaagcuguu
aacuuauggg
guuuauccau
gagcaagaaa
ceuaaaacug
uucauaacaa
couccucaag
augczaccua
guguggucca
tuaauugaua
ucagcacuug
cuguagugen
aggoaaccace
uguuugggeec
aaaugugaca
vauaaucagu
uaguuuaaag
gauaauggag
uaaggugcag

ceacaucceeg
nauvuvuucay
auaaacaaug
ggaucaccag
aauccagaca
auagggcage
actacaccag
cauccugaua
aaugacauac
aaaguaaggc
cuaacagaag
cauggagugu
ggccaaugga
gcaagaauga
auaaccacag
aaggasacau
gaguuuguua
guaggagcag
gcaggauaug
cagaaaacug
auaguaacag
ucagaguuag
uggguaccag
ggaaucagga

uaucacagua

gaaauaguag

gacuguaguc

guagrcaguuc
caggaaacag
acagacaaug

aucaagceagg

aavaaagaau

gcaguacaaa

agugcagggyg
aaacazauue

uggaaaggac

agugacauaa
auggragguyg

aguaaaacac
ugaaagceoeu
gguaauaaca

agucuccaua

ccaacuaauu

avuaggacac
ucuacaauac
uaguguuacg
agggagcecac
agacauunuc
gauvacuuggg
vuucagaauu
uggagccagu
cuuguaccaa
aagecuuagg
geagucagac
uacaaauage
uaguaaucau
gacuaauaga
uggagauggyg
acagaaaaau
acucuavuuu
acacavgecou
gaaaauuuua
uuaugggauc
ugcacugauu
aaaggagaga
aaagaauvaug

caggguuaaa
uucceuwuaga
agacaccagg
caauavucca
uaguuaucua
auagaacaaa
acaaaaaacsa
aauggacagu
agaaguuagu
aauuauvguaa
aagcagageu
auuaugacee
cauaucaaaun
ggggugceca
aaagcavagu
gggaaacauy
auacceeure
agaaccuucua
uuacuaacaa
aguuacaage
acucacaaua
ucaaucaaau
cacacaaagg
aaayacuauu
auuggagage
ccageuguga
caggaauaug
auguagccag
cauauuuucu
gcagcaauuu
aauuuggaau
uaaagaaaau
uggcaguauy
aaagaauagu
caaaaauuca
cagcaaageu
aaguagugec
augauugugu
cauauguaug
cauccaagaa
acavauugygy
gaauggagga
caucuguauu
avaguuagee
waggcacuag
aaacugacag
acaaugaaug
cuaggauuug
caggagugga
gggugucgac
agauccuaga
uugcuauugu
caucuccuau
ucaucaaguul
aacaguagcea
agaavauagg
aagagcagaa
gguggagaug
ugugggucac
gugcaucaga
guguaceeac
acauguggaa
aaageeuaaa
ugaagaauga
uaaaaaacug
cauuuuguua
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aaagaaaaaa
ugaagacuuc
gauuagauau
aaguagcaug
ucaauacaug
aauagaggag
ucagaaagaa
acageccuaua
ggggaaauug
aCUCCUUAGA
agaacuggca
aucaaaagac
wuaucaagag
cacuaaugau
aauvaugggga
guggacagag
yunagugaaa
uguagauggyg
aggaagacas
aauuuaucua
ugcauuagga
aauagagcag
aauuggagga
uuuagaugga
aauggcuagu
uaaaugucag
gcaacuagau
uggauauaua
uuuzaaaula
caccagugcu
uccouacaau
vanaggacag
cauccagsaa
agacauaaua
aaauuuucgg
cecucuggaaa
aagaagazaaa
ggcaaguaga
uuucagggaa
uaaguucaga
gueugeatac
aaaagagaua
acuuugacug
cuagguguga
cagcauuaau
aggavagaug
gacacuagay
geuccaugge
agccauaaua
avagcageaau
cuagageecu
aaaaaguguu
ggcaggasga
ucucuaucaa
uuaguaguayg
aaaauauuaa
gacaguggca
gggcaccaug
agucuauuau
ugcuaaagea
agaccccaac
azauvgacaug
gccaugugua
uacuaauace
cucuuucaay
uaaacuugau

2220
2280
2340
2400
2469
252¢
258¢
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
318¢
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
444¢C
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
51860
5220
5280
5340
5400
5460
§520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
55940
6000
6080
€129



DE 600 22 541 T2 2006.06.14

‘avaauaccaa uyagauaavga uacuaccagr uauacguuga casguuguasa caccucaguc 6180
auuacacagg ccuguccaaa gguaultcuuu gagecaauus ccauacauua uugugecesg 6240
gougguuuug cgauucusda auguaauaau aagacguuca auggaacagg actauguaca 6300
aaugucagca caguataaug uacacaugga auuaggecag uaguaucaac ucaacugeug 6360
uuaaauggca gucuggcaga agaagaggua guaavuagau cugecaauuu cacagacaau 6420
gcuaaadcca uaauaguaca geugaaccaa ucuguagaasa uuaavuguac aagacsccaac 6480
aacaauacaa gaaaaaguauw ccguauccag agaggacrag ggagagcauu uguuacaaua 6540
goaaaaauag gaaauaugag acaagcacau uguaacauus guagagcaaa auggaauaac 8600
" acuuuaaaac agauagauag Caaauuaaga gaacaauuug gadauaauvad aacaauaauc 6660
uuuaagcagu ccucaggegg ggacccagaa auuguaacgc acaguuuuaa uuguggagyg 6720
gaauuulucuy acuguaauud aacacaacug uuuasuagua Cuugguuuaa uaguacuugg £780
aguacuaaag ggucaaauaa cacugaagge agugacacaa ucacccuccc augcagaaua 6840
aaacaadlua uaaacaugug gcaggaaguid ggaaaagraa uguaugoces ucccaucagu 6900
gygacaaauua gauguucauc aaagauvaca gggcugcuau uaacaagaga uggugguaau 69260
agcaacaaug aguccgagau cuucagaccu ggaggaggag auavgaggga caauwuggaga 7020
agugaauuau auaaauataa aguaguaaaa auugsaccau uaggaguage acccaccaag 7080
gcaaagagas gaguggugcsa gagagaaaaa agagcagugg gaauaggage uuuguuccuu 7140
ggguucuugg gageageagg aagoacuauyg ggogeagegu caaugacgcu gacgguacag 7200
gccagacaau Lauugucugg wauvagugecag cagcagaaca auuugcugay ggouauugag 7260
gegeaacags autuguugsa acudacague uggggcauca ageagoucca ggcaagaauc 7320
cuggcugugg aaagaualcu aaaggauced cageuccugg ggauduugogg uugcucugga 7380
asacucauul gcaccacuge ugugecuugyg aaugluaguu ggaguaauvaa aucucuggaa 7540
cagauuugga auaacaugac cuggauggag ugggacagag aaauuaacada uuacacaagce 7500
uuaauacacu ccuuaauuga agaaucgcaa aaccagcaag aaaagaauga acaagaauua 7580
uuggaauUay auaaaugygge aaguuuguUgg aauugguuUua acauaacaaa uuggougugg 7§20
yauauaaaay uauucauaau gauaguagga ggeuugguag guuuaagaau aguuuuugeu 7680
guacuuusug uagugaauag aguuaggcag ggausuucac cauuaucguu ucagaccceac 7740
cuceccaauce cgaggggace cgacaggocc gaaggaauag aagaagaagyg uggagagaga 7800
gacagagaca gauccauucyg avuagugaac ggauccuuag cacuusucug ggacgaucug 7860
cggagocugu gecucuucag cuaccaccge uugagagacy uacucuugau uguaacgagg 7920
auuguggaac uucuggyacyg ¢aggggoudy gaagooouca aavauuggug gaaucuccuad 7980
caguauugga gucaggageu aaagaauagu gouguuageu ugcucaauge cacagouaua 8040
gcaguagcug aggggacaga uaggguuauna gaaguaguac aaggagouua uagagluauu 8100
cgccacauvat cuagaagaau aagacagggc uuggaaagga uuuugcouaua agaugggngg 8160
caagugguca aaaaguagug ugguuggaug gcocugougua agggasagaa ugagacgage 8220
ugagccagca gcagaugggg ugggagoage aucucgagec cuagaaaaac auggageaau 8280
cacaaguage aacacageag Cuaacaaugce uUgauuguges uggouagaag cacaagagga 8340
guaggagguyg gguuuuccag ucacaccusa gguactuuua agaccaauga cuvacaagge 8400
agcuguagau cuuagccacu uuLuasaaga asagggggga cuggaaggge uaauucacuc 8460
ccaacgaaga Caagauaucc uugaucugug gaucuaccac acacaagglu acuucccuga 8520
vuagcagaac uacacatcag ggocagggau cagauaucca cugaccuuug gauggugeua 8580
caagcuagua ccaguugagc cagagaaguu agaagaagcc aacaaaggag agaacaccag 864¢C
CuuguuACAac CCugugagce Ugcsuggazu ggaugacccyg gagagagaag uguuagagug 8700
gagguuugac agecgocuag Cauuucausa cauggeecga gagougcaut cggaguacuu 8760
caagaacugc ugacaucgag cuugcuacaa gggacuuucc geuggggacu wuccagggag 8820
gcguggcoug ggcggoacug gggaguggog agoccucaga uccugcauau aageagouge 8880
UULUUGCCUG LaCuggguUCU CUCUgEUUag accagaucug agecugggag cuc 8333
Patentanspriiche

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 enthalt;
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 einschlief3t; und
Quantifizieren des Analyt-Amplikons ohne Bezug auf die Pseudoziel-Amplikonmenge, wobei die Menge an
Analyt-Amplikon in einer Dosis-abhangigen Weise von der unbekannten Menge des Polynukleotidanalyten,
der in der Testprobe enthalten ist, abhangig ist.

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

3. Das Verfahren gemaf® 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, ausgewahlt wird.

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

5. Das Verfahren gemal’ entweder Anspruch 3 oder 4, das des Weiteren einen Schritt fir das Freisetzen
der Nukleinsauren, die in der Testprobe enthalten sind, umfasst, wobei der Freisetzungsschritt vor dem Kom-
binierungsschritt durchgefuhrt wird.

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

7. Das Verfahren gemal Anspruch 6, wobei der feste Trager ein Kigelchen ist, das mit einem syntheti-
schen Polynukleotid derivatisiert ist.

8. Das Verfahren gemaf® Anspruch 6, wobei die vorgegebene Menge von dem Pseudoziel in dem Kombi-
nierungsschritt in dem Bereich zwischen 1,0 x 10° und 2 x 10® Molekiilen, vorzugsweise zwischen 1,0 x 10*
und 2 x 10® Molekulen, und noch bevorzugter zwischen 1,0 x 10° und 2 x 10® Molekdilen liegt.

9. Das Verfahren gemal Anspruch 5, wobei die biologische Probe eine Blutprobe oder eine Plasmaprobe
ist, und wobei die Nukleinsauren virale Nukleinsduren umfassen.

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

11. Das Verfahren gemaf} Anspruch 5, wobei die vorgegebene Menge von Pseudoziel in dem Kombinie-
rungsschritt zwischen 1,0 x 10° und 2 x 108 Molekiilen, vorzugsweise zwischen 1,0 x 10* und 2 x 108 Molekilen
und noch bevorzugter zwischen 1,0 x 10° und 2 x 108 Molekiilen liegt.

12. Das Verfahren gemaR 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 geméaR Anspruch 4, wobei die vorgegebene Menge des Pseudoziels zwischen 1,0 x 10°
und 2 x 10® Molekilen, vorzugsweise zwischen 1,0 x 10* und 2 x 10® Molekilen, noch bevorzugter zwischen
1,0 x 10° und 2 x 108 Molekiilen liegt.

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

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

16. Das Verfahren gemaR Anspruch 1, das des Weiteren einen Schritt fir 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 gemal Anspruch 4, das des Weiteren einen Schritt fir 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 gemafR Anspruch 15, das des Weiteren einen Schritt fir 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 gemaf 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 gemafR Anspruch 19, wobei das Pseudoziel eine Polynukleotidsequenz besitzt, die aus
der Gruppe, die aus SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 9 besteht, ausgewahlt wird.

21. Ein Verfahren zum In-Beziehung-setzen der Praamplifikationsmenge 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 fuhren;

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-
Ren;

Quantifizieren des Analyt-Amplikons fir 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 gemafl Anspruch 1 oder Anspruch 21, das des Weiteren einen Schritt zum Detektieren
des Pseudoziel-Amplikons umfasst.

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

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

25. Das Verfahren gemaR Anspruch 21, wobei die konstante vorgegebene Menge von dem Pseudoziel
zwischen 1,0 x 10% und 2 x 10® Molekiilen, vorzugsweise zwischen 1,0 x 10* und 2 x 10® Molekiilen, und noch
bevorzugter zwischen 1,0 x 10° und 2 x 108 Molekiilen liegt.

26. Das Verfahren gemafR 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, ausgewahlt wird.

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

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

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

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

31. Ein Verfahren zur Bestimmung, ob eine biologische Probe ein Polynukleotidanalyt enthalt, 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 fihren;
Isolieren der Nukleinsduren der gemischten Probe, wobei dadurch eine Sammlung von Molekilen erhalten
wird, die das Pseudoziel und jedes von den Polynukleotidanalyten, die in der biologischen Probe enthalten
sind, umfasst;
Durchfuhren einer Polynukleotid-Amplifikationsreaktion, um das Pseudoziel und jedes von den Polynukleotid-
analyten, das in der Sammlung von Molekiilen enthalten ist, zu Co-amplifizieren, um Amplifizierungsprodukte
zu erhalten, wobei Pseudoziel-Amplikons gebildet werden und wobei Analyt-Amplikons gebildet werden, wenn
die Sammlung von Molekiilen die Polynukleotidanalyte einschlief3t;
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 enthalt, wenn die Analyt-Amplikons in den
Amplifikationsprodukten detektiert werden.
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32. Das Verfahren gemaf® Anspruch 31, wobei die Amplifikationsreaktion aus der Gruppe, die aus einer
transkriptionsvermittelten Amplifikationsreaktion, einer NASBA-Reaktion und einer PCR-Reaktion besteht,
ausgewahlt wird.

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

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

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

36. Das Verfahren gemal Anspruch 34, wobei der Detektionsschritt das Detektieren liber Luminometrie
umfasst.

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

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

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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