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Beschreibung
FACHBEREICH DER ERFINDUNG

[0001] Diese Erfindung betrifft Verfahren zur Erhéhung der Anzahl Kopien einer spezifischen Nukleinsaure-
sequenz oder ,Zielsequenz" der rRNA von M.tuberculosis, die entweder einzeln oder als grof3e oder kleine
Komponente eines homogenen oder heterogenen Gemischs von Nukleinsauren vorliegen kann. Das Gemisch
von Nukleinsduren kann das in einer Probe vorliegende sein, die fir diagnostische Tests, 6kologische Tests,
fur Forschungsstudien, fur die Herstellung von Reagentien oder Materialien, fur andere Verfahren wie das Klo-
nen oder fur weitere Zwecke entnommen wurde.

[0002] Die selektive Amplifikation spezifischer Nukleinsauresequenzen ist nitzlich zur Erhéhung der Emp-
findlichkeit diagnostischer und 6kologischer Assays unter Beibehaltung der Spezifitat, zur Erhéhung der Emp-
findlichkeit, Bequemlichkeit, Genauigkeit und Zuverlassigkeit einer Vielfalt von Forschungstechniken und zur
Bereitstellung eines reichlichen Vorrats an spezifischen Oligonukleotiden fiir verschiedene Zwecke.

[0003] Die vorliegende Erfindung eignet sich aufgrund der Bequemlichkeit ihrer Ausfiihrungsform besonders
zur Anwendung bei diagnostischen Tests.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0004] Der Nachweis und/oder die Quantifizierung spezifischer Nukleinsauresequenzen stellt eine zuneh-
mend wichtige Methode zur Identifizierung und Klassifizierung von Mikroorganismen, zur Diagnose von Infek-
tionskrankheiten, fur den Nachweis und die Charakterisierung genetischer Anomalien, zur ldentifizierung mit
Krebs assoziierter genetischer Veranderungen, zur Untersuchung genetischer Krankheitsanfalligkeiten und
zur Messung der Reaktion auf verschiedene Behandlungsarten dar. Derartige Verfahrensweisen finden auch
erweiterten Einsatz beim Nachweisen und Quantifizieren von Mikroorganismen in Nahrungsmitteln, Umwelt-
proben, Saatgut und weiteren Materialarten, bei denen das Vorhandensein spezifischer Mikroorganismen eine
Uberwachung erfordern kann. Weitere Anwendungen finden sich in der Gerichtsmedizin, der Anthropologie,
der Archaologie und der Biologie, bei denen die Messung des Verwandtschaftsgrads von Nukleinsduresequen-
zen zur Identifizierung von Tatverdachtigen, zur Abklarung von Vaterschaftsprozessen, zur Aufstellung gene-
alogischer und phylogenetischer Stammbaume und als Klassifikations-Hilfsmittel fiir eine Vielfalt von Lebens-
formen eingesetzt wird.

[0005] Eine verbreitete Methode zum Nachweisen und Quantifizieren spezifischer Nukleinsduresequenzen
ist die Nukleinsaure-Hybridisierung. Diese Methode basiert auf der Fahigkeit zweier Nukleinsaure-Strange, die
komplementare oder im Wesentlichen komplementare Sequenzen enthalten, unter geeigneten Bedingungen
spezifisch aneinander zu binden und dabei eine doppelstrangige Struktur auszubilden. Zum Nachweisen
und/oder Quantifizieren einer spezifischen Nukleinsauresequenz (bekannt als ,Zielsequenz") wird ein markier-
tes Oligonukleotid (bekannt als ,Sonde") hergestellt, die zur Zielsequenz komplementare Sequenzen enthalt.
Die Sonde wird mit einer Probe gemischt, in der die Zielsequenz vermutet wird, und es werden fir die Hybrid-
bildung geeignete Bedingungen geschaffen. Die Sonde hybridisiert an die Zielsequenz, sofern sie in der Probe
vorhanden ist. Die Sonden-Ziel-Hybride werden dann von der einzelstrangigen Sonde auf eine von vielfaltigen
Weisen getrennt. Die Menge an an die Hybride gebundenem Marker wird dann als Mengenangabe der Zielse-
quenz in der Probe gemessen.

[0006] Die Empfindlichkeit des Nukleinsaure-Hybridisierungs-Assays ist in erster Linie durch die spezifische
Aktivitat der Sonde, die Rate und den Umfang der Hybridisierungs-reaktion, die Durchfihrung des Verfahrens
zur Trennung hybridisierter und unhybridisierter Sonde und die Empfindlichkeit, mit welcher der Marker nach-
gewiesen werden kann, begrenzt. Die empfindlichsten Verfahrensweisen kdnnen viele der Merkmale vermis-
sen lassen, die fir routinemanige klinische und dkologische Tests erforderlich sind, wie Schnelligkeit, Bequem-
lichkeit und Wirtschaftlichkeit. Dartiber hinaus kénnen ihre Empfindlichkeitsgrade fiir viele gewlinschte Anwen-
dungen nicht ausreichend sein.

[0007] Als Folge der Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Komponenten und Komponent-Schrit-
ten dieser Art von Assay liegt nahezu immer eine Umkehrbeziehung zwischen Empfindlichkeit und Spezifitat
vor. Daher kdnnen Schritte, die der Erhéhung der Empfindlichkeit des Assays dienen sollen (zum Beispiel eine
Steigerung der spezifischen Wirksamkeit der Sonde) zu einem héheren Prozentsatz falsch-positiver Tester-
gebnisse flhren. Die Verknlpfung von Empfindlichkeit und Spezifitat stellt eine betrachtliche Hiirde hinsichtlich
einer verbesserten Empfindlichkeit der Hybridisierungs-Assays dar. Eine Losung fiir dieses Problem bestiinde
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in einer spezifischen Erhéhung der Menge an vorhandener Zielsequenz unter Verwendung eines Amplifikati-
onsverfahrens. Wirde man einen einzelnen Abschnitt der Zielsequenz amplifizieren, ohne dass ein wesentli-
cher Teil der in den restlichen Sequenzen der Probe codierten Information amplifiziert wiirde, so kénnte dies
zu einer Erhéhung der Empfindlichkeit fihren, ohne dal} zugleich die Spezifitat beeintrachtigt wirde.

[0008] Ein Verfahren zur spezifischen Amplifikation von Nukleinsduresequenzen mit der Bezeichnung Poly-
merasekettenreaktion (,polymerase chain reaction" oder ,PCR") wurde beschrieben von Mullis et al. (Siehe
US-Patentschriften 4683195, 4683202 und 4800159 und Europaische Patentanmeldungen 86302298.4,
86302299.2 und 87300203.4 und Methods in Enzymology, Band 155, 1987, S. 335-350.) Das Verfahren ver-
wendet sich wiederholende Zyklen einer Primer-abhangigen Nukleinsdure-Synthese, die gleichzeitig ablaufen,
und wobei jeder Strang einer komplementaren Sequenz als eine Matrize genutzt wird. Die zu amplifizierende
Sequenz ist definiert durch die Positionen der Primer-Molekile, die die Synthese einleiten. Die Primer sind zum
3'-Endabschnitt der Zielsequenz oder ihres Komplements komplementar und missen mit jenen Stellen kom-
plexieren, damit die Nukleinsaure-Synthese einsetzen kann. Nach Synthese des Verlangerungsprodukts wer-
den die Strange im allgemeinen durch Warmedenaturierung vor dem nachsten Syntheseschritt getrennt. Beim
PCR-Verfahren werden Kopien beider Strange einer komplementaren Sequenz synthetisiert.

[0009] Der Schritt der Strangtrennung, wie bei der PCR zur Auftrennung der neu synthetisierten Strange am
Ende jedes Zyklus der PCR-Reaktion angewandt, erfolgt oftmals als Denaturierung durch Warme. Das erfor-
dert entweder ein thermostabiles Enzym oder die Zugabe von neuem Enzym zwischen den Schritten der War-
medenaturierung und der Einleitung des nachsten Zyklus der DNA-Synthese. Die Erfordernis einer wiederhol-
ten Kreisfihrung der Reaktionstemperatur zwischen mehreren unterschiedlichen und extremen Temperaturen
ist ein Nachteil des PCR-Verfahrens. Um die PCR bequem durchfiihrbar zu machen, sind programmierbare
Warmekreisprozel-Instrumente erforderlich.

[0010] Das PCR-Verfahren wurde an die RNA-Transkription gekoppelt, indem eine Promotor-Sequenz in ei-
nen der bei der PCR-Reaktion verwendeten Primer eingebaut und dann nach mehrzyklischer Amplifikation mit-
tels des PCR-Verfahrens die doppelstrangige DNA als Matrize fiir die Transkription der einzelstrangigen RNA
verwendet wurde. (Siehe z.B. Murakawa et al., DNA 7:287-295 (1988).)

[0011] Weitere Verfahren zur Amplifikation einer spezifischen Nukleinsduresequenz umfassen eine Reihe
von Schritten der Primer-Hybridisierung, Verlangerung und Denaturierung zur Bereitstellung eines intermedi-
aren doppelstrangigen DNA-Molekiils, das eine Promotorsequenz durch die Verwendung eines Promotorse-
quenz-enthaltenden Primers aufweist. Die doppelstrangige DNA wird zur Erzeugung vielfacher RNA-Kopien
der Zielsequenz verwendet. Die resultierenden RNA-Kopien konnen als Zielsequenzen zum Erhalt weiterer
Kopien, und diese wiederum in vielfachen Zyklen, verwendet werden. (Gelegentlich als , Transkriptions-Ampli-
fikations-System" oder TAS bezeichnet; siehe z.B. Burg, et al., WO 89/1050; Gingeras, et al., WO 88/10315;
Europaische Patentanmeldung Nr. 89313154.0, wie veroffentlicht unter Nr. 0373960 (Gingeras et al.); Europa-
ische Patentanmeldung; Nr. 88113948.9, wie verdffentlicht unter Nr. 0329822 (Davey und Malek); Malek et al.
WO 91/02818 und Europaische Patentanmeldung Nr. 90307503.4, wie veroffentlicht unter Nr. 0408295 (Kaci-
an und Fultz), wie auch unten erortert.).

[0012] Bei Walker et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 89:392-396 (Jan. 1992) wird ein mit Oligonukleotiden
arbeitendes Amplifikations-Verfahren zur Verwendung mit einer DNA-Matrize unter Gebrauch einer Restrikti-
onsendonuklease zum Erhalt der Ausgangs-Zielsequenz und eines Enzyms zum Strangbrechen beim
DNA/DNA-Komplex, um eine Verlangerungsreaktion und dadurch die Amplifikation zu ermdglichen. In der Eu-
ropaischen Patentanmeldung Nr. 88306717.5, wie unter Nr 0300796 verdffentlicht (Becker et al), wird ein Am-
plifikations-Verfahren beschrieben, bei dem ein Primer an die Zielsequenz hybridisiert wird und der resultieren-
de Duplex vor der Verlangerungsreaktion und Amplifikation aufgespalten wird; falls sich der Primer Gber die
Hybridisierungsregion hinaus erstreckt, erfordert dies vor der Verlangerung eine Abspaltung und eine Blockie-
rung des Primers an dessen 3'-Ende, um das Auftreten unerwiinschter Verlangerungsreaktionen vor der Am-
plifikation zu verhindern. Urdea, WO 91/10746, beschreibt eine Signal-Amplifikationsmethode, die eine
T7-Promotorsequenz einbezieht.

[0013] Zu weiteren Verfahren der Amplifikation von Nukleinsdure zahlt die Ligasekettenreaktion (Ligase
Chain Reaction oder ,LCR"), wie beschrieben in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 320308, bei der min-
destens vier separate Oligosonden verwendet werden; zwei der Oligosonden hybridisieren an entgegenge-
setzte Enden desselben Zielstranges in geeigneter Orientierung, so dald die dritten und vierten Oligosonden
mit den ersten und zweiten Oligosonden hybridisieren, wobei sie im Zuge der Ligation miteinander verbundene
Sonden bilden, die denaturiert und nachgewiesen werden kénnen. Bei einem weiteren Verfahren handelt es
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sich um das in EP-A-0427073, verdffentlicht am 15. Mai 1991, beschriebene Verfahren, bei dem eine palind-
rome Sonde, die zur Bildung einer Haarnadel fahig ist und eine funktionelle Promotor-Region in der Haarnadel
aufweist, an eine Zielsequenz hybridisiert wird, dann an ein anderes Oligonukleotid durch Ligation verknupft
wird, das an die Zielsequenz hybridisiert ist, so dal} spezifische RNA-Transkripte erhalten werden kénnen.

[0014] Es konnen relativ groRe Mengen bestimmter RNAs unter Verwendung eines rekombinanten einzel-
strangigen RNA-Molekuls mit einer Erkennungssequenz fur die Bindung einer RNA-gerichteten Polymerase,
bevorzugt einer QB-Replikase, hergestellt werden. (Siehe z.B. US-Patentschrift Nr. 4786600 an Kramer et al.)
Eine Anzahl von Schritten ist erforderlich, um die spezifische Sequenz in eine DNA-Kopie des Varianten-Mo-
lekils einzuflhren, sie in einen Expressionsvektor zu klonieren, sie in RNA zu transkribieren und sie dann mit
QB-Replikase zu replizieren.

DEFINITIONEN

[0015] Wie hierin verwendet, weisen die folgenden Begriffe die folgenden Bedeutungen auf, wenn nicht aus-
drucklich anders angegeben.

A. Nukleinsaure

[0016] Mit,Nukleinsaure" ist entweder RNA oder DNA, neben jeglichen Nukleotid-Analoga oder anderen Mo-
lekilen, gemeint, die in der Sequenz vorhanden sein kénnen und die die Ausfuhrung der vorliegenden Erfin-
dung nicht behindern.

B. Matrize

[0017] Eine ,Matrize" ist ein Nukleinsdure-Molekul, das durch eine Nukleinsdure-Polymerase kopierbar ist.
Eine Matrize kann entweder aus RNA oder aus DNA bestehen und kann in Abhangigkeit von der Polymerase
entweder einzelstrangig oder doppelstrangig oder teilweise doppelstrangig vorliegen. Die synthetisierte Kopie
ist zur Matrize komplementar. Bei dieser Erfindung umfal3t der Begriff Kopien auch Nukleinsaure mit der zu
einer Matrize aquivalenten RNA- oder DNA-Sequenz, die im Fachbereich herkémmlicherweise als homologe
Sequenzen bezeichnet werden.

C. Primer

[0018] Bei einem ,Primer" handelt es sich um ein Oligonukleotid, das komplementar zu einer Matrize ist und
mit der Matrize zum Erhalt eines Primer/Matrize-Komplexes hybridisiert, um die Synthese mittels einer
DNA-Polymerase, zum Beispiel einer Reverse Transcriptase, einzuleiten, und der durch die Zugabe kovalent
gebundener und an sein 3'-Ende gekniipfter Basen, die komplementar zur Matrize sind, verlangert wird. Das
Ergebnis ist ein Primer-Verlangerungsprodukt. Nahezu alle bekannten DNA-Polymerasen (einschlieRlich Re-
verse Transcriptasen) erfordern die Komplexbildung eines Oligonukleotids mit einer einzelstrangigen Matrize
(,Priming") zur Einleitung der DNA-Synthese. Unter geeigneten Umstéanden kann ein Primer ein Teil eines Pro-
motor-Primers sein. Solche Primer sind allgemein 10 bis 100 Basen, bevorzugt 20 bis 50 Basen, lang.

D. Promotor oder Promotor-Sequenz

[0019] Beieinem ,Promotor" oder einer ,Promotor-Sequenz" handelt es sich um eine spezifische Nukleinsau-
resequenz, die durch eine DNA-abhangige RNA-Polymerase (, Transkriptase") als ein Signal zur Bindung an
ein Nukleinsaure-Molekul und zur Einleitung der Transkription von RNA an einer spezifischen Stelle erkannt
wird. Zur Bindung erfordern solche Transkriptasen allgemein, daf3 der Promotor und sein Komplement doppel-
strangig sind; der Matrizen-Abschnitt braucht nicht doppelstréangig zu sein. Einzelne DNA-abhangige RNA-Po-
lymerasen erkennen eine Vielzahl verschiedener Promotor-Sequenzen, die in ihrer Effizienz hinsichtlich einer
Forderung der Transkription deutlich variieren kénnen. Bindet eine RNA-Polymerase an eine Promotor-Se-
quenz zur Einleitung der Transkription, so ist diese Promotor-Sequenz nicht Teil der transkribierten Sequenz.
Daher enthalten die so hergestellten RNA-Transkripte die Promotor-Sequenz nicht.

E. Promotor-Primer
[0020] Ein Promotor-Primer umfafdt einen Promotor und einen Primer. Es handelt sich um ein Oligonukleotid,

das hinreichend komplementér zum 3'-Ende einer Zielnukleinsdure-Sequenz ist, um am oder nahe dem 3'-En-
de jener Zielnukleinsaure-Sequenz zu komplexieren, was bedeutet, dal der Promotor-Primer dicht genug am
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Ende der Zielsequenz komplexiert, um eine Amplifikation einer ausreichenden Menge an Zielsequenz zu er-
moglichen, so dass die Anforderungen fir den Assay, die Tests, die Klonierung und weitere Anwendungen der
amplifizierten Nukleinsaure erfillt sind. Der Promotor-Primer wird als eine Matrize zum Erhalt einer komple-
mentaren Nukleinsauresequenz verwendet, die vom 3'-Ende (auch bekannt als der 3'-Terminus) einer Zielnu-
kleinsdure-Sequenz ausgeht, um einen generell doppel-strangigen Promotor zu ergeben, der einer beliebigen
denaturierenden oder enzymatischen Aktivitat unterzogen werden kann, durch die der Doppelstrang zerstort
werden kann. Solche Promotor-Primer sind allgemein 40 bis 100 Basen, bevorzugt 40 bis 60 Basen, lang.

[0021] Mit einer DNA- oder RNA-abhangigen DNA-Polymerase wird auch ein komplementarer Strang zum
Zielnukleinsaure-Molekiil erhalten, wobei die Zielsequenz als eine Matrize verwendet wird.

F. Modifizierter Primer oder Promotor-Primer

[0022] Das 3'-Ende des Primers oder des Promotor-Primers kann modifiziert oder blockiert werden, um die
Rate und/oder den Umfang einer davon ausgehenden Verldngerungsreaktion zu verhindern oder zu vermin-
dern. Ein Primer oder Promotor-Primer mit sowohl modifizierten als auch unmodifizierten Bestandteilen be-
steht fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung aus im Wesentlichen derselben Nukleinsauresequenz. Anders
gesagt enthalt der modifizierte Primer oder Promotor-Primer keine unterschiedliche Komplexier-Sequenz (Pri-
mer) insofern, als sowohl das modifizierte als auch das unmodifizierte Oligonukleotid in effektiv derselben Po-
sition (plus oder minus etwa 10 Basen) an die Zielnukleinsaure-Sequenz hybridisiert. Auch enthalt der modifi-
zierte Promotor-Primer keine vom unmodifizierten Promotor-Primer unterschiedliche Erkennungssequenz
(Promotor). Dies bedeutet, dal® innerhalb von etwa 10 Basen die modifizierten und unmodifizierten Primer oder
Promotor-Primer gleich sind, durch dieselbe RNA-Polymerase erkannt werden und an mehr oder weniger die-
selbe Zielsequenz hybridisieren (obschon nicht notwendigerweise an exakt dieselbe Position). Bei einer bevor-
zugten Ausfihrungsform sind modifizierte und unmodifizierte Primer oder Promotor-Primer mit Ausnahme der
Modifikation identisch.

[0023] Das 3'-Ende des zum Ziel komplementaren Abschnitts eines Primers oder Promotor-Primers kann in
vielfaltiger Weise modifiziert werden, wie den Fachleuten des Bereichs wohlbekannt. Geeignete Modifikatio-
nen eines Promotor-Primers kénnen in der Addition von Ribonukleotiden, 3'-Desoxynukleotid-Resten (z.B.
Cordycepin (CO, Glen Research)), 3',2'-Didesoxynukleotid-Resten, modifizierten Nukleotiden mit nicht-Phos-
phodiester-Ruckgrat-Verknupfungen (z.B. Phosphorthioaten) und nicht-Nukleotid-Verkntpfimgen, wie z.B. be-
schrieben bei Arnold, et al., WO 89/02439 (RS), oder Alkandiol-Modifikationen (Wilk et al. Nuc. Acids Res.
18:2065, 1990) (RP) bestehen, oder die Modifikation kann einfach in einem oder mehreren Nukleotid-Resten,
die 3' zur Hybridisierungs-Sequenz und nicht komplementar zur Zielnukleinsaure sind, bestehen. Natirlich sind
auch andere wirksame Modifikationen méglich.

[0024] Bei einer Amplifikationsreaktion kann ein Gemisch aus modifizierten und unmodifizierten Oligonukle-
otiden in einem breiten Verhaltnisbereich von modifizierten zu unmodifizierten Oligonukleotiden (z.B. 1:1 bis
1000:1) Verwendung finden. Auch kann ein Gemisch aus Oligonukleotiden mit verschiedenen 3'-Modifikatio-
nen verwendet werden.

G. Plus (+)- und Minus (-)-Strang/Strange

[0025] Erdérterungen der Nukleinsdure-Synthese lassen sich, indem Begriffe zur Benennung der beiden kom-
plementaren Strange eines Nukleinsaure-Duplex ibernommen werden, stark vereinfachen und verdeutlichen.
Traditionell wurde der Strang, der fiir die zur Erzeugung von Proteinen oder strukturellen RNAs verwendeten
Sequenzen codiert, als der ,Plus"-Strang und sein Komplement als der ,Minus"-Strang bezeichnet. Heute ist
bekannt, daB in vielen Fallen beide Strange funktional sind und demnach die Zuordnung der Bezeichnung
Lplus" fur einen und ,minus" fir den anderen willkirlich ist. Nichtsdestotrotz sind die Begriffe sehr nitzlich zur
Bezeichnung der Sequenz-Orientierung der Nukleinsduren und werden zu diesem Zweck hierin verwendet,
wobei der ,Plus"-Strang den urspringlichen Zielsequenz-Strang bezeichnet, der mit dem ersten Primer oder
Promotor-Primer komplexiert wird.

H. Zielnukleinsdure-Sequenz, Zielsequenz
[0026] Eine ,Zielnukleinsdure-Sequenz" oder ,Zielsequenz" weist eine gewiinschte, zu amplifizierende Nuk-
leinsauresequenz auf und kann entweder einzelstrangig oder doppelstrangig sein und kann weitere Sequen-

zen in 5'- oder 3'-Position der zu amplifizierenden Sequenzen umfassen, die amplifiziert werden kénnen oder
auch nicht.
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[0027] Die Zielnukleinsdure-Sequenz enthalt die komplexbildenden Sequenzen, an die der Promotor-Primer
wahrend der Ausfihrung der vorliegenden Erfindung hybridisiert. Dort, wo die Zielnukleinsaure-Sequenz ur-
springlich einzelstrangig ist, bezieht sich der Begriff sowohl auf den (+)- als auch den (-)-Strang, ebenso wie
auf die zur Zielsequenz komplementéare Sequenz. Dort, wo die Zielnukleinsaure-Sequenz ursprunglich doppel-
strangig ist, bezieht sich der Begriff sowohl auf die (+)- als auch auf die (-)-Strange.

|. DNA-abhangige DNA-Polymerase

[0028] Bei einer ,DNA-abhangigen DNA-Polymerase" handelt es sich um ein Enzym, welches eine komple-
mentdre DNA-Kopie von einer DNA-Matrize synthetisiert. Ein Beispiel hierfir ist die Bakteriopha-
gen-T7-DNA-Polymerase. Alle bekannten DNA-abhangigen DNA-Polymerasen erfordern einen komplementa-
ren Primer, der RNA oder DNA sein kann, oder ein Copolymer, um die Synthese einzuleiten. Es ist bekannt,
dal unter geeigneten Bedingungen bestimmte DNA-abhangige DNA-Polymerasen zur Synthetisierung einer
komplementaren DNA-Kopie von einer RNA-Matrize in der Lage sind.

J. DNA-abhangige RNA-Polymerase (Transkriptase)

[0029] Bei einer ,DNA-abhangigen RNA-Polymerase" oder , Transkriptase" handelt es sich um ein Enzym,
das vielfache RNA-Kopien aus einem doppelstrangigen oder teilweise doppelstrangigen DNA-Molekil mit ei-
ner (gewohnlich doppelstrangigen) Promotor-Sequenz synthetisiert. Es sollte zur Kenntnis genommen werden,
daf} die vorliegende Erfindung einzelstrangige Promotor-Sequenzen im Promotor-Primer, neben den RNA-Po-
lymerasen, die sie erkennen, umfalRt. Die RNA-Molekule (,Transkripte") werden in der 5' —» 3'-Richtung des
RNA-Molekiils, beginnend bei einer spezifischen Position direkt fluBabwarts des Promotors, synthetisiert. Bei-
spiele der Transkriptasen sind die DNA-abhangigen RNA-Polymerasen der Bakteriophagen T7, T3 und SP6.

K. RNA-abhangige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase)

[0030] Bei einer ,RNA-abhangigen DNA-Polymerase" oder ,reversen Transkriptase" handelt es sich um ein
Enzym, welches eine komplementare DNA-Kopie von einer RNA-Matrize synthetisiert Alle bekannten reversen
Transkriptasen sind auch zur Herstellung einer komplementaren DNA-Kopie von einer DNA-Matrize in der La-
ge; also handelt es sich sowohl um RNA- als auch DNA-abhangige DNA-Polymerasen. Ein Primer mul} die
Synthese sowohl mit den RNA- als auch den DNA-Matrizen einleiten kénnen.

L. RNAse H

[0031] Bei der ,RNAse H" handelt es sich um ein Enzym, das den RNA-Abschnitt eines RNA:DNA-Duplex
abbaut. Die RNAse H kénnen Endonukleasen oder Exonukleasen sein. Die reversen Transkriptasen von Vo-
gel-Myeloblastose-Virus und Moloney-Mause-Leuk@mie-Virus weisen uber ihre Polymerase-Aktivitat hinaus
eine RNAse H-Aktivitat auf. Bei einigen geklonten reversen Transkriptasen fehlt die RNAse H-Aktivitat. Es ste-
hen auch Quellen fir RNAse H ohne eine assoziierte Polymerase-Aktivitat zur Verfugung. Der Abbau kann zur
Abtrennung von RNA aus einem RNA:DNA-Komplex fuhren. Alternativ dazu kann die RNAse H die RNA an
verschiedenen Stellen einfach so zerschneiden, daf® Abschnitte der RNA abschmelzen, oder Enzymen ermég-
lichen, Abschnitte der RNA abzuwickeln, oder die erzeugten RNA-Fragmente kénnen als Primer fiir die Ver-
langerung durch eine Polymerase dienen.

M. Hybridisieren, Komplex

[0032] Die Begriffe ,hybridisieren" und ,Komplex" beziehen sich auf die Bildung von Duplexen zwischen Nu-
kleotid-Sequenzen, die ausreichend komplementar sind, um Duplexe (oder ,Komplexe") Uber Wat-
son-Crick-Basenpaarung zu bilden. Dort, wo ein Promotor-Primer oder Primer mit dem Ziel (Matrize) hybridi-
siert, sind die Komplexe (oder Hybride) ausreichend stabil, um der durch eine DNA-Polymerase zur Einleitung
der DNA-Synthese geforderten Priming-Funktion zu dienen.

N. Spezifitat
[0033] Bei Spezifitat handelt es sich um eine Eigenschaft der Nukleinsauresequenz, mit der ihre Fahigkeit zur

Unterscheidung zwischen Ziel- und nicht-Ziel-Sequenzen in Abhangigkeit von den Sequenz- und Assay-Be-
dingungen beschrieben wird.
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ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0034] Die vorliegende Erfindung stellt ein Kit zur Verfligung, das ein erstes Oligonukleotid bestehend aus der
Sequenz xGCCGTCACCCCACCAACAAGCT (SEQ ID Nr. 22) und ein zweites Oligonukleotid bestehend aus
der Sequenz xGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACC (SEQ ID Nr. 2), enthalt, wobei x fir nichts steht
oder eine durch eine RNA-Polymerase erkannte Sequenz ist. Solch ein Kit kann zur Durchfiihrung einer auto-
katalytischen Methode zur Synthetisierung vielfacher Kopien von der M.tuberculosis-Ziel-rRNA-Nukleinsau-
re-Sequenz verwendet werden (d.h. die Methode zykliert automatisch ohne Erfordernis einer Veranderung der
Reaktionsbedingungen wie Temperatur, pH-Wert oder lonenstarke).

[0035] Solch eine Methode stellt die Behandlung einer Zielsequenz mit einem ersten Oligonukleotid (das eine
komplexbildende Sequenz aufweist, die ausreichend komplementar zu einem 3'-Endabschnitt der Zielsequenz
ist, um damit zu hybridisieren) (dies allein wird als Primer bezeichnet) und das eine Sequenz in 5'-Position zur
komplexbildenden Sequenz aufweist, die eine Sequenz umfaldt, die in doppelstrangiger Form als ein Promotor
fur eine RNA-Polymerase dient (diese Anordnung wird als Promotor-Primer bezeichnet), und mit einem zwei-
ten Oligonukleotid (das ein Primer oder Promotor-Primer ist, der eine komplexbildende Sequenz aufweist, die
ausreichend komplementar zum Komplement der Zielsequenz ist, um damit zu hybridisieren), bereit, unter Be-
dingungen, bei denen ein Oligonukleotid/Zielsequenz-Komplex gebildet werden kann und die DNA- und
RNA-Synthese einsetzen kann. In einer Ausflihrungsform sind eines oder beide der ersten und zweiten Oligo-
nukleotide ein Gemisch aus einer blockierten und einer unblockierten Oligonukleotid-Sequenz (blockierte Oli-
gonukleotide weisen ein modifiziertes 3'-Ende auf, um die Rate und/oder den Umfang der Primer-Verlangerung
durch eine DNA-Polymerase ganz zu verhindern oder zu vermindern) oder ein Gemisch aus Oligonukleotiden
mit unterschiedlichen 3'-Modifikationen. Ein derartiges Gemisch erhéht die Effizienz der spezifischen Amplifi-
kationsreaktion signifikant, im Vergleich zu einer Verwendung von entweder nur blockierten oder nur unblo-
ckierten Oligonukleotiden. Das Verhaltnis solcher Oligonukleotide kann in Abhangigkeit von der spezifisch zu
amplifizierenden Matrizen-Sequenz variiert werden, doch liegt es allgemein zwischen 1:1 und 1000:1, blockiert
zu unblockiert. Fur die Erfindung sind keine definierten 3'- und 5'-Enden der Zielsequenz erforderlich.

[0036] Im Besonderen umfasst eine Amplifikationsmethode wie oben beschrieben (a) das Behandeln einer
Zielsequenz mit einem ersten Promotor-Primer-Oligonukleotid, das eine komplexbildende Sequenz aufweist,
die ausreichend komplementéar zu einem 3'-Endabschnitt der Zielsequenz ist, um damit zu hybridisieren, und
das eine Sequenz in 5'-Position zur komplexbildenden Sequenz aufweist, die eine Sequenz umfaldt, die in dop-
pelstrangiger Form als ein Promotor fir eine RNA-Polymerase dient, unter Bedingungen, bei denen ein Oligo-
nukleotid/Zielsequenz-Komplex gebildet werden kann und die DNA-Synthese mittels einer geeigneten Poly-
merase (z.B. einer DNA-Polymerase) eingeleitet werden kann, (b) Inkubieren des ersten Oligonukleo-
tid/Ziel-Komplexes unter Verlangerungsreaktions-Bedingungen, so da das 3'-Ende des Ziels zum Erhalt einer
Hybrid-Matrize fir eine RNA-Polymerase verlangert werden kann, und (c) Inkubieren der Hybrid-Matrize unter
Bedingungen, bei denen vielfache RNA-Kopien der Zielsequenz unter Verwendung einer RNA-Polymerase,
die die Promotor-Sequenz erkennt, hergestellt werden kénnen. Die Erfindung umfalt auch die Erzeugung ei-
nes 3'-Endes einer RNA-Zielsequenz in Schritt (b) durch die Wirkung eines Enzyms, das selektivden RNA-Ab-
schnitt eines RNA:DNA-Hybrids (z.B. RNAse H) abbaut. Die derart hergestellte RNA kann zum Erhalt weiterer
Mengen an Produkt autokatalytisch zykliert werden.

[0037] Bei anderen Methoden erfolgen die folgenden Schritte: (a) Zusammenbringen einer Nukleinsau-
re-(z.B. RNA oder DNA)-Zielsequenz mit einem ersten Oligonukleotid-Primer oder Promotor-Primer unter Be-
dingungen, bei denen ein erster Oligonukleotid/Zielsequenz-Komplex so gebildet wird, dal die DNA-Synthese
durch eine geeignete Polymerase (z.B. eine DNA-Polymerase) eingeleitet werden kann, (b) Inkubieren des
ersten Oligonukleotids unter Verlangerungsreaktions-Bedingungen, so da das Ziel von der Polymerase als
eine Matrize zum Erhalt eines ersten, zum Ziel komplementaren DNA-Verlangerungsprodukt verwendet wer-
den kann (sofern der erste Primer nicht blockiert ist); (c) sofern das Ziel ein RNA-Molekdl ist, Trennen des
DNA-Verlangerungsprodukts vom RNA-Ziel unter Verwendung eines Enzyms, das selektiv das RNA-Ziel ab-
baut, oder, sofern das Ziel ein DNA-Molekiil ist, Trennen der beiden DNA-Strange (z.B. durch Erhitzen auf
90-100°C oder mittels anderer Methoden); (d) Zusammenbringen des DNA-Verlangerungsprodukts mit einem
zweiten Oligonukleotid, das einen Primer oder einen Promotor-Primer umfal3t und das eine komplexbildende
Sequenz aufweist, die ausreichend komplementar zum 3'-Endabschnitt des DNA-Verlangerungsprodukts ist,
um damit unter Bedingungen zu hybridisieren, bei denen ein zweiter Oligonukleotid/Verlangerungspro-
dukt-Komplex gebildet wird und die DNA-Synthese wie oben eingeleitet werden kann, was von jeglichen blo-
ckierenden Molekilen auf diesem Primer abhangt. Ist bei dieser Erfindung das erste Oligonukleotid kein Pro-
motor-Primer, so ist das zweite Oligonukleotid ein Promotor-Primer, was bedeutet, dafl das zweite Oligonuk-
leotid eine Sequenz in 5'-Position zur komplexbildenden Sequenz aufweist, die eine Promotor-Sequenz fir
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eine RNA-Polymerase enthalt. Dartber hinaus bestehen das erste und/oder zweite Oligonukleotid entweder
aus einem Gemisch eines blockierten und eines unblockierten Oligonukleotids oder einem Gemisch von Oli-
gonukleotiden mit unterschiedlichen 3'-Modifikationen.

[0038] Die Amplifikationsreaktion wird in einem Gemisch vorgenommen, das im Wesentlichen aus den erfor-
derlichen Reaktionspartnern und Reagentien besteht. Ein derartiges Gemisch kann allerdings auch Enzyme
oder weitere Substituenten enthalten, die die Amplifikation der Erfindung (z.B. den Mechanismus der Reaktion)
nicht qualitativ beeinflussen. Solche Substituenten kénnen die Menge an beobachteter Amplifikation beeinflus-
sen. Zum Beispiel kann das Gemisch andere Promotor-Primer fiir dieselbe Zielsequenz enthalten oder kann
~Helfer"-Oligonukleotide aufweisen. Solche Helfer-Oligonukleotide werden in einer Weise ahnlich der der Hy-
bridisierungs-Helfer-Sonden verwendet, wie beschrieben bei Hogan et al., US-Patentschrift 5030557, namlich
durch Férderung der Bindung des Promotor-Primers an seine Zielnukleinsaure, und zwar selbst dann, wenn
die Zielnukleins&ure eine signifikante Sekundérstruktur aufweist. Trotz der Ahnlichkeit beziiglich der Verwen-
dung solcher Helfer-Oligonukleotide tberraschte es, dafd solche Helfer-Oligonukleotide bei einem Amplifikati-
ons-Protokoll ohne nachteilige Auswirkung auf die Effizienz des Verfahrens eingesetzt werden konnten.

[0039] Das erste Oligonukleotid kann ein Promotor-Primer und das zweite Oligonukleotid ein Primer, oder um-
gekehrt, sein, oder es kdnnen sowohl das erste als auch das zweite Oligonukleotid ein Promotor-Primer sein,
wobei die Promotor entweder identisch (in dem Sinne, dalR die Promotoren durch dieselbe RNA-Polymerase
erkannt werden) oder verschieden sein kénnen. Die Verwendung verschiedener Promotoren ist besonders
dann nutzlich, wenn die amplifizierte Nukleinsdure zum Klonen verwendet wird. Die ersten und zweiten Oligo-
nukleotide und die aus der Zielsequenz erhaltene RNA kdénnen dann fir die autokatalytische Synthese vielfa-
cher Kopien (womit sowohl komplementare als auch homologe Nukleinsauresequenzen gemeint sind) der Ziel-
sequenz verwendet werden.

[0040] Der modifizierte Primer oder Promotor-Primer des Kits geman der vorliegenden Erfindung besteht im
Wesentlichen aus einer einzelnen Nukleinsduresequenz, die eine Modifikation am oder nahe (innerhalb von 3
Basen) dem 3'-Ende des gegebenen Primers oder Promotor-Primers aufweist, die die Verlangerung des Pri-
mers auf einer Matrize mittels einer DNA-Polymerase verandert (vermindert oder blockiert). Vorzugsweise wird
dieser modifizierte Primer oder Promotor-Primer mit einem unmodifizierten Primer oder Promotor-Primer ge-
mischt, der im Wesentlichen aus derselben Nukleinsauresequenz besteht, neben einem oder mehreren ande-
ren Primern oder Promotor-Primern einer unterschiedlichen Nukleinsauresequenz (die ebenfalls ein Gemisch
von blockierten und unblockierten Oligonukleotiden sein kénnen). Die erfindungsgemafen Kits umfassen auch
Gemische von Primern und Promotor-Primern mit mehr als einer Modifikation an oder in der Nahe von ihren
3'-Enden.

[0041] Ein erfindungsgemalRer Kit kann nach der Erzeugung eines definierten 5'-Endes (d.h. eines von be-
kannter Sequenz) in einer RNA-Zielsequenz verwendet werden, durch Behandlung der RNA mit einem
DNA-Oligonukleotid, das nahe der zweiten Primer-Bindungsstelle hybridisiert und dabei ein Substrat fliir RNA-
se H bildet. Dieses Substrat wird dann mittels RNAse H zur Begrenzung des 5'-Endes des RNA-Ziels gespal-
ten, welches wie oben eroértert amplifiziert werden kann.

[0042] Eine Amplifikation unter Verwendung des erfindungsgemafen Kits kann die Zusammenwirkung einer
DNA-Polymerase (zum Beispiel einer reversen Transkriptase) und einer DNA-abhangigen RNA-Polymerase
(Transkriptase) mit einem enzymatischen Hybrid-Trennschritt zur Herstellung von Produkten, die selbst zur Er-
zeugung weiteren Produkts verwendet werden kdnnen, einschliessen, wobei eine autokatalytische Reaktion
entsteht ohne daR eine Beeinflussung der Reaktionsbedingungen, z.B. eine Warmezyklierung, erforderlich wa-
re. Ferner werden bei einigen Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung, die eine Vorbehandlung einbe-
ziehen, alle bis auf den/die einleitenden Schritt/e der Vorbehandlung bei ein und derselben Temperatur ausge-
fuhrt.

[0043] Bei einem Beispiel eines typischen Assays wird eine Probe einschlieBlich zu amplifizierendes rR-
NA-Ziel mit einem Puffer-Konzentrat, enthaltend den Puffer, Salze (z.B. divalente Kationen wie Magnesium),
Nukleotid-Triphosphate, Primer und/oder Promotor-Primer (blockiert und/oder unblockiert), ein Thiol-Redukti-
onsmittel wie Dithiothreitol und ein Polykation wie Spermidin, gemischt. Die Reaktion wird dann wahlweise bei
nahezu 100°C zur Denaturierung jeglicher Sekundarstruktur inkubiert. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur
(etwa 20°C) werden Enzyme, enthaltend DNA- und RNA-abhangige DNA-Polymerase-Aktivitat, RNAse H-Ak-
tivitat und DNA-abhangige RNA-Polymerase-Aktivitat zugesetzt und das Gemisch Uber etwa 10 Minuten bis
vier Stunden hinweg bei 37°C bis 42°C inkubiert. Die Reaktion kann dann durch Zugabe einer lumineszierend
markierten Sonde, durch Inkubieren tber 10 bis 30 Minuten hinweg bei 60°C, durch Zugabe einer Lésung zur
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selektiven Hydrolyse des Markers auf nicht-hybridisierter Sonde, durch Inkubieren der Reaktion Gber 5 bis 10
Minuten hinweg bei 60°C, und durch Messen der verbliebenen Chemilumineszenz in einem Luminometer ana-
lysiert werden. (Siehe z.B. den Hybridisierungs-Schutzassay (HPA) von Arnold et al., wie beschrieben in WO
89/02476, verdffentlicht am 29. Marz 1989, und die entsprechende veroéffentlichte Europaische Anmeldung Nr.
0309230.) Die erfindungsgemafen Kits kdnnen bei vielen weiteren Assay-Systemen, wie sie den Fachleuten
bekannt sind, verwendet werden.

[0044] Gemass einem weiteren Aspekt der Erfindung wird eine Mischung modifizierter und unmodifizierter
Oligonukleotide oder eine Mischung unterschiedlich modifizierter Oligonukleotide bereitgestellt, wobei die Mi-
schung eine Mischung von Primern oder eine Mischung von Promotor-Primern ist, die die gleiche Promotorse-
quenz aufweisen und wobei jedes modifizierte oder unmodifizierte Oligonukleotid im Wesentlichen an die glei-
che Zielsequenz hybridisiert und wobei die Oligonukleotide aus einem der folgenden Oligonukleotide (a) bis
(c) ausgewahlt sind:

(a) Oligonukleotid bestehend aus einer Nukleinsduresequenz ausgewahlt aus GGGATAAGCCTGGG-

AAACTGGGTCTAATACC (SEQ ID Nr. 2) und dem Oligonukleotid, das zu der Nukleinsauresequenz kom-

plementar ist;

(b) Oligonukleotid wie in (a) oben aufgefiihrt, das am 5'-Ende mit einer durch eine RNA-Polymerase erkann-

ten Sequenz verbunden ist; und

(c) Oligonukleotid wie in (a) oder (b) oben aufgefiihrt, das eine Modifikation an oder in der Nahe seines

3'-Endes aufweist, die die Verlangerung durch eine Polymerase vermindert oder blockiert.

[0045] Unter dieser Mischung wird auch eine solche verstanden, die eine Komponente eines erfindungsge-
malen Kits bilden kann.

[0046] Die Kits gemaR der Erfindung kdnnen diagnostische Kits oder andere Kits sein, die in diagnostischen
Verfahrensweisen oder anderen Verfahrensweisen Verwendung finden kénnen, und die Erfindung ist anpass-
bar an die Multiwell-Verfahrenstechnik, welche in der Form von Kits bereitgestellt werden kann.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0047] In Abb. 1 ist die Struktur der Alkandiol-Modifikation, bezeichnet als RP, gezeigt.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0048] Ein Kit gemaf der Erfindung stellt in vorteilhafter Weise Oligonukleotide fur ein Amplifikationsverfahren
bereit, mit dem RNA-Kopien einer M.tuberculosis rRNA-Zielsequenz durch Verwendung eines Gemischs von
blockierten und unblockierten Promotor-Primern oder Promotor-Primern mit unterschiedlichen 3'-Modifikatio-
nen, synthetisiert werden, bestehend im Wesentlichen aus derselben Nukleinsaure-Sequenz in einem Verhalt-
nis, das eine verminderte Menge an nicht-spezifischen Nebenprodukten erzielt. Der Amplifikationsprozess ver-
lauft spontan und isothermisch unter einem breiten Bereich von Bedingungen. Die nachfolgend beschriebenen
Amplifikationsreaktionen stellen eines Reihe logischer Schritte dar. Die relative Rate jedes Schritts bestimmt
die effektive Ausbeute an Amplifikationsprodukt. Die Verwendung eines Gemischs von blockieren und unblo-
ckierten Primern vermindert die Nebenreaktionen und verbessert folglich die Amplifikation. Nebenprodukte,
wie etwa ,Primer-Dimere", wurden beschrieben und sind im Fachbereich als die Effizienz der Amplifikations-
reaktionen beeinflussend wohlbekannt. Ein Amplifikationsverfahren, wie in dieser Anmeldung vorgestellt, ver-
mindert den Wirkungsgrad, mit dem solche Nebenprodukte gebildet werden, und erhdht daher die Amplifikati-
onsleistung.

[0049] Geeignete DNA-Polymerasen umfassen reverse Transkriptasen, wie zum Beispiel die reversen Tran-
skriptasen von Vogel-Myeloblastose-Virus (AMV) und Moloney-Mause-Leukamie-Virus (MMLV). Promotor
oder Promotor-Sequenzen, die sich fur den Einbau in bei der vorliegenden Erfindung verwendete Promo-
tor-Primer eignen, sind Nukleinsaure-Sequenzen (entweder natlrlich vorkommende oder synthetisch oder mit-
tels Verdauung durch Restriktionsendonuklease erzeugte), die durch eine RNA-Polymerase spezifisch erkannt
werden, die diese Sequenz erkennt und sich daran bindet und den Transkriptionsprozel} einleitet, bei welchem
RNA-Transkripte erzeugt werden. Promotorsequenzen fiir die es eine bekannte und verfiigbare Polymerase
gibt, die dazu fahig ist, die Startersequenz zu erkennen sind besonders geeignet. Zu solchen Promotoren zah-
len jene, die durch bestimmte Bakteriophagen-Polymerasen, wie zum Beispiel Bakteriophage T3, T7 oder
SP6, erkannt werden. Die Sequenz kann wahlweise Nukleotid-Basen umfassen, die sich Uber die eigentliche
Erkennungsstelle fir die RNA-Polymerase hinaus erstrecken und die zusétzliche Stabilitat und Empfanglich-
keit fir Abbauprozesse oder eine erhéhte Transkriptionsleistung verleihen kénnen.
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[0050] Obschon einige der reversen Transkriptasen, die zur Verwendung mit den Oligonukleotid-Kits gemaf
der Erfindung geeignet sind, eine RNAse H-Aktivitat aufweisen, wie zum Beispiel AMV- oder MMLV-reverse
Transkriptase, kann die Zugabe einer exogenen RNAse H, wie z.B. E. coli RNAse H, bevorzugt sein. Die Bei-
spiele (siehe unten) zeigen zwar, daf} die Zugabe exogener RNAse H nicht erforderlich ist, doch kann die in
AMV-reverser Transkriptase vorliegende RNAse H-Aktivitat durch relativ groBe Mengen an im Reaktionsge-
misch vorhandener heterologer DNA gehemmt werden; eine Lésung fur das Problem besteht in der Zugabe
von exogener RNAse H. Ein weiterer Fall, bei dem die Zugabe von RNAse Herforderlich sein kann, liegt dann
vor, wenn ein Oligonukleotid intern an die Ziel-RNA hybridisiert (d.h. das Oligonukleotid hybridisiert so, da®
sich Zielsequenz-Nukleotide sowohl tiber das 3'- als auch das 5'-Ende des Oligonukleotids hinaus erstrecken).

[0051] Das zweite Oligonukleotid das eine Primersequenz bereitstellt kann blockiert oder dhnlich dem ersten
Oligonukleotid modifiziert sein. Bei einer Ausfuihrungsform der vorliegenden Erfindung ist dann, wenn das erste
Oligonukleotid unmodifiziert ist, das zweite Oligonukleotid modifiziert. Auch ist dann, wenn das erste Oligonu-
kleotid kein Promotor-Primer ist, das zweite Oligonukleotid ein Promotor-Primer. Ist auRerdem das erste Oli-
gonukleotid lediglich ein Primer, so kann es unblockiert sein, wobei das zweite Oligonukleotid dann ein Promo-
tor-Primer ist, der sowohl blockierte als auch unblockierte Bestandteile enthalt, die im Wesentlichen aus einer
einzigen Nukleinsaure-Sequenz bestehen.

[0052] Uberraschenderweise wird durch solch ein Gemisch von blockierten und unblockierten Oligonukleoti-
den, die im Wesentlichen aus derselben Nukleinsaure-Sequenz bestehen, die gebildete Menge an nicht-spe-
zifischem Produkt vermindert und dadurch der Wirkungsgrad der Amplifikation erhoht.

[0053] Die erzeugten RNA-Kopien oder Transkripte kdnnen ohne weitere Handhabung autokatalytisch ver-
vielfacht werden.

[0054] Gemass einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung sind sowohl das erste als auch das zweite
Oligonukleotid Promotor-Primer, und eines oder beide kdnnen jeweils sowohl aus modifizierten als auch un-
modifizierten Promotor-Primern bestehen. In solch einem Falle ist es bevorzugt, dall beide Promotoren durch
dieselbe RNA-Polymerase erkannt werden, sofern nicht Einfihrung des zweiten Promotors zu anderen Zwe-
cken als der Amplifikation, zum Beispiel zum Klonen, angestrebt wird. Sind beide Oligonukleotide Promo-
tor-Primer, so werden wahrend der autokatalytischen Reaktion zu beiden Strangen der doppelstrangigen Ma-
trize komplementare Transkripte erzeugt, wodurch die Anzahl der synthetisierten Kopien der Zielsequenz er-
héht werden kann.

[0055] Zu beachtenist, daR, indem das erste Oligonukleotid (Primer oder Promotor-Primer) ein Ende der Ziel-
sequenz definiert, nun das zweite Oligonukleotid (Primer oder Promotor-Primer) das andere Ende definiert; die
Endigungen ebenfalls durch eine spezifische Restriktionsendonuklease definiert sein kdnnen oder durch an-
dere geeignete Mittel (was ein natirliches 3'-Ende einschlie3t). Die RNA-Transkripte kénnen von der urspring-
lichen Zielnukleinsdure verschiedene Endigungen aufweisen, doch bleibt die Sequenz zwischen dem ersten
Oligonukleotid und dem zweiten Oligonukleotid intakt. Die so hergestellten RNA-Transkripte kénnen in obigem
System ohne weitere Handhabung automatisch im Kreisprozel’ geflihrt werden. Daher ist die Reaktion auto-
katalytisch.

[0056] Ebenfalls zu beachten ist, daf’ jedes Oligonukleotid Nukleotid-Sequenzen in 5'-Position zu seiner Pri-
ming-Sequenz aufweisen kann, was zum Zusatz einer zusatzlichen Nukleotid-Sequenz an der schlief3lich re-
sultierenden doppelstrangigen DNA fiihren kann; wobei die zuséatzliche Nukleotid-Sequenz nicht auf eine Pro-
motor-Sequenz beschrankt ist.

[0057] Bei einer anderen Ausfiihrungsform kann die vorliegende Erfindung aus einem ersten und zweiten Oli-
gonukleotid bestehen, mit dem ein Promotor-Primer bereitgestellt wird, der lediglich aus einem blockierten Oli-
gonukleotid besteht, oder lediglich aus einem unblockierten Oligonukleotid, oder aus einem Oligonukleotid mit
einem Gemisch unterschiedlicher Modifikationen am oder nahe dem 3'-Ende.

[0058] Die Amplifikation kann in Gegenwart von Zusatzstoffen zur Forderung der Amplifikation vorgenommen
werden. Bereits verwendete Beispiele stellen Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid, Ethylenglycol, Glycerin
oder Zink dar.

[0059] Die Komponenten des Reaktionsgemischs kdnnen schrittweise oder auf einmal zugegeben werden.

Die Reaktion lauft in vorteilhafter Weise unter Bedingungen ab, die zur Aufrechterhaltung der Stabilitat der Re-
aktionsbestandteile, wie etwa der Enzym-Komponenten, geeignet sind, ohne, da eine Modifikation oder Be-
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einflussung der Reaktionsbedingungen wahrend des Ablaufs der Amplifikationsreaktion erforderlich ware.
BEISPIELE
VORWORT

[0060] Die folgenden Beispiele veranschaulichen die Nutzlichkeit der Kits gemaf der vorliegenden Erfindung.
Sie stellen keine Beschrankung dar und sollten nicht als solche verstanden werden.

[0061] Sofern nicht anderweitig angegeben, waren die Reaktionsbedingungen fir die Amplifikation in den fol-
genden Beispielen wie folgt: 50 mM Tris-HCI, 35 mM KCI, 20 mM MgCl,, 15 mM N-Acetylcystein, 4 mM rATP,
4 mM rCTP, 4 mM rGTP, 4 mM rUTP, 1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dGTP, 1 mM dTTP, 10% Glycerin, 10%
Dimethylsulfoxid, 300-600 Einheiten MMLV-reverse Transkriptase, 200-400 Einheiten T7 RNA-Polymerase,
0,15 pM jeweils von Primer oder Promotor-Primer und spezifische Mengen an Matrize und Enzymen in 100
pl-Volumina bei 42°C fur 1 Stunde. Auch Dithiothreitol, Spermidin und/oder Polyethylenimin (PEI) kdnnen dem
Reaktionsgemisch in vorteilhafter Weise zugegeben werden.

[0062] Die in den folgenden Beispielen verwendeten Enzyme sind T7- oder T3-RNA-Polymerase und die re-
verse Transkriptase von Moloney-Mause-Leukamie-Virus (MMLV). Weitere RNA-Polymerasen mit verschiede-
nen Promotor-Spezifitdten eignen sich ebenfalls.

[0063] Die relative Amplifikation wurde wie folgt gemessen. Eine Probe des Amplifikations-Reaktionsgemisch
(gewohnlich 10 pl) wurde 100 pl einer lumineszierend markierten Sondenlésung (zum Beispiel mit Acridiniu-
mester markiert — siehe obigen HPA-Bezug), enthaltend etwa 75 fMol Sonde, 0,1 M Lithiumsuccinat, pH 4,7,
2% (Gew/Vol) Lithiumlaurylsulfat, 15 mM Aldrithiol, 20 mM EDTA und 20 mM EGTA, zugegeben und gemischt.
Die Reaktionen wurden dann 20 Minuten lang bei 60°C inkubiert und abgekuhlt. Jeder Hybridisierungsreaktion
wurden 300 pl von 0,6 M Natriumborat, pH 8,5, 1% TritondJX-100, zugegeben. Die Reaktionen wurden dann
gemischt und sechs Minuten lang bei 60°C inkubiert, um den chemilumineszierenden Marker der unhybridi-
sierten Sonde zu zerstoren. Dieses Verfahren der Zerstérung des chemilumineszierenden Markers der unhy-
bridisierten Sonde ist recht spezifisch; es bleibt lediglich eine sehr geringe Fraktion der unhybridisierten Sonde
chemilumineszent. Die Reaktionen wurden abgekihlt und die verbliebene Chemilumineszenz in einem Lumi-
nometer unter Zugabe von 200ul von 0,1% Wasserstoffperoxid, 1 mM Salpetersaure und grenzflachenaktives
Mittel, und 200 pl von 1,0 N Natriumhydroxid quantifiziert. Im Assay emittiert aus hybridisierter Sonde Licht.
Die abgestrahlte Photonenmenge wurde in einem Luminometer gemessen und die Ergebnisse als Relative
Licht-Einheiten (RLU) aufgezeichnet Da die Reaktion, die den chemilumineszierenden Marker der unhybridi-
sierten Sonde zerstort, nicht 100% wirksam ist, liegt im allgemeinen ein Hintergrundpegel an vorhandenem Si-
gnal im Bereich von etwa 1000 bis 2000 RLU vor.

[0064] Viele weitere Assay-Methoden sind ebenfalls anwendbar, einschliellich von Assays unter Anwendung
einer Hybridisierung an isotopisch markierte Sonden, von Blotting-Verfahren und der Elektrophorese.

[0065] Diese Reaktionsbedingungen sind nicht unbedingt optimiert und wurden, wie fir einige Systeme an-
gemerkt, verandert. Die verwendeten Oligonukleotid-Sequenzen stellen Beispiele dar und sind nicht als Be-
schrankung zu verstehen, da auch andere Sequenzen fiir diese und weitere Zielsequenzen verwendet wurden.

BEISPIEL 1

[0066] Um zu zeigen, dalk die Amplifikation mit einem modifizierten Promotor-Primer eintrat, der komplemen-
tar zu einer Sequenz innerhalb eines RNA-Ziels war, wurde ein zu einer Sequenz in M. tuberculosis rRNA (Seq
ID Nr. 1; Primer-Teil ist Seq ID Nr. 22) komplementarer Promotor-Primer in entweder unmodifizierter Form oder
mit 3'-Alkandiol (RP) oder 3-Cordycepin (CO) synthetisiert und mit einem Primer derselben Richtung wie die
Ziel-RNA (Seq ID Nr. 2) inkubiert und 3 zMol des Ziels unter den oben beschriebenen Bedingungen inkubiert.
Die Reaktionen wurden mit einer Sonde derselben Richtung wie die Ziel-RNA (Seq. ID Nr. 3) mit Helfer-Oligo-
nukleotiden analysiert, wie beschrieben bei Hogan (US-Patentschrift 5030557, Means for Enhancing Nucleic
Acid Hybridization, Seq ID Nrn. 4 und 5).

[0067] Die Ergebnisse zeigen, dal eine signifikante Amplifikation mit einem Promotor-Primer eintritt, der eine
3'-Modifikation aufweist.
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Promotor-Primer-Modifikation RLU

Unmodifiziert 314445
3'-Cordycepin 71382
Unmodifiziert 683737
3-RP 70014

BEISPIEL 2

[0068] Um zu zeigen, dalR Gemische von modifzierten und unmodifizierten Promotor-Primern in einem Amp-
lifikations-Assay funktionieren, wurden Reaktionen mit 15 pMol des Primers und eines Promotor-Primers (sie-
he unten) vorgenommen und untersucht, wie in Beispiel 1 beschrieben. Es wurden drei zMol der Ziel-RNA ver-
wendet.

pMol Promotor-Primer
unmodifiziert | CO-modifiziert RLU
Experiment 1 + Ziel 15 0 834902
+ Ziel 3 12 971938
-Ziel 3 12 1456
Experiment 2 + Ziel 3 12 1015199
+ Ziel 0,1 15 961041

[0069] Die Ergebnisse zeigen, daft ein Gemisch von blockierten und unblockierten Oligonukleotiden ebenso
gut oder besser wie alle unblockierten Oligonukleotide, selbst bei einem Verhaltnis von 1:150, unblockiert zu
blockiert, funktionierte.

BEISPIEL 3

[0070] Bei diesem Experiment wurden 3 zMol der Ziel-RNA mit verschiedenen Konzentrationen von CO-blo-
ckiertem und unblockiertem Primer und einem Gemisch von 15 pMol CO-blockiertem Promotor-Primer und 0,1
pMol unblockiertem Promotor-Primer wie in Beispiel 1 inkubiert. Die Produkte wurden mittels Hybridisie-
rungs-Assay nachgewiesen.

pMol Primer RLU
blockiert unblockiert
0 15 969522
10 5 802840
13 2 648271

[0071] Uber die beobachtete zufriedenstellende Amplifikation hinaus wurde Uberraschenderweise festge-
stellt, dal® die Menge an nicht-Matrizen-gerichtetem Produkt in jenen Reaktionen betrachtlich geringer war, die
mit blockierten Oligonukleotiden vorgenommen wurden, als bei den mit unblockierten Oligonukleotiden vorge-
nommenen Reaktionen.

BEISPIEL 4
[0072] Bei diesem Experiment wurde die Wirkung des Mischens einer einzelnen Oligonukleotid-Sequenz mit

zwei verschiedenen 3'-Modifikationen gezeigt. Drei zMol der Ziel-RNA wurden amplifiziert wie in Beispiel 1. Der
Promotor-Primer wurde mit einem unblockierten 3'-Ende, blockiert mit RP oder mit CO, synthetisiert. Zwei pMol
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des Primers wurden verwendet.

Pmol Promotor-Primer RLU
RP-modifiziert CO-modifiziert | unmodifiziert
0 15 0,1 450157
2 13 0,01 681647
2 13 0 678871
5 10 0 755839

[0073] Dieses Beispiel zeigte, dafl ein Gemisch von unmodifizierten und modifizierten oder ein Gemisch ver-
schiedener Arten von modifizierten Promotor-Primern gut amplifizierte, indem es den Nachweis von 3 zMol
RNA-Ziel in einer Stunde zuliel3.

BEISPIEL 5

[0074] Bei diesem Beispiel wurde ein Gemisch von modifizierten und unmodifizierten Primern und Promo-
tor-Primern zur Amplifikation von 3 zMol M. tuberculosis-rRNA verwendet. Ein Gemisch von 2 pMol RP-modi-
fiziertem Promotor-Primer und 13 pMol CO-modifiziertem Promotor-Primer wurde mit unmodifiziertem Primer
oder einem Gemisch von unmodifiziertem Primer und mit einem 3'-Phosphorthioat-Nukleotid (PS) synthetisier-
tem Primer verwendet. Die Sequenzen und Hybridisierungs-Sonden sind dieselben wie in Beispiel 1.

Primer-Modifikation RLU

unmodifiziert PS-modifiziert

-- 15 pmol 118411
1 pMol 14 pmol 364733
Kein Ziel 1266

[0075] Unter diesen Bedingungen zeigte das Gemisch von modifizierten und unmodifizierten Primern die bes-
te Wirkung.

13/23



DE 693 34 092 T2 2007.07.05
SEQUENZBESCHREIBUNG

<110> Gen-Probe Incorporated

<120> NACHWEIS VON MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS DURCH VERVIELFALTIGUNG
VON NUKLEINSAURESEQUENZEN

<130> P53256EP

<140>99121906.4
<141> 1993-08-04

<150> EP 93306169.9
<151> 1993-08-04

<150> US 07/925405
<151> 1992-08-04

<160> 22

<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1
<211>55
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 1

gaaattaata cgactcacta tagggagacc acagecgtca ccecaccaac aaget 55
<210>2

<211>31
<212> DNA
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<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 2

gggataagee tgggaaactg ggtctaatac ¢ 31

<210>3

<211>24

<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 3

gtcttgtgat ggaaagegct ttag 24

<210>4
<211>23
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 4

ccggatagga ccacgggatg cat 23
<210>5

<211>20

<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

15/23



DE 693 34 092 T2 2007.07.05

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 5

cggtgtggga tgacceegeg

<210> 6
<211> 47
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 6

aatttaatac gactcactat agggagacca ggeeacttce getaace

<210>17
<211>24
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukieotid

<400> 7

cgeggaacag getaaaccge acge
<210> 8
<211>23

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 8
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ggaggatatg tctcagegcet act

<210>9
<211>38
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400>9
cggctgagag gcagtacaga aagtgtcgtg gttagegg

<210> 10

<211> 36

<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 10
gggtaaccgg gtaggegtte tgtgtecggg gitgtg

<210> 11
<211> 28

<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 11

ataatccacc tatcccagta ggagaaat

<210> 12
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<211> 535
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 12

aatttaatac gactcactat agggagacca caccttgtct tatgtccaga atget 55

<210>13
<211> 30
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 13

gcacgtagtt agceggtget tattcttcag 30

<210> 14
<211> 53
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 14

aatttaatac gactcactat agggagagca agectgatec agecatgecg cgt 53

<210> 15
<211> 32
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz
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<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 15

gcttgegecec attgtccaaa atttcecact go

<210> 16
<211>18
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 16

tcggecgeeg atattgge

<210> 17
<211>40
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kimnstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 17

aacggccttt tcttcectga caaaagtcct ttacaacccg

<210> 18
<211> 36
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid
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<400> 18

cgtagttage cggtgettat tettcaggta ccgtea

<210>19
<211> 46
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 19

taatattaac cctcactaaa gggagaccag gecacttceg ctaace

<210>20
<211>28
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 20

ataatccacc tatcccagta ggagaaat

<210> 21
<211> 55
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 21

aatttaatac gactcactat agggagacca caccttgtct tatgtccaga atget
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<210>22
<211>22
<212>DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Oligonukleotid

<400> 22

gcegtecacee caccaacaag ct 22

Patentanspriiche

1. Kit enthaltend ein erstes Oligonukleotid bestehend aus der Sequenz xGCCGTCACCCCACCAACAAG-
CT (SEQ ID Nr. 22) und ein zweites Oligonukleotid bestehend aus der Sequenz xGGGATAAGCCTGGG-
AAACTGGGTCTAATACC (SEQ ID Nr. 2), wobei x fiir nichts steht oder eine durch eine RNA-Polymerase er-
kannte Sequenz ist.

2. Kit nach Anspruch 1, wobei eines des ersten und zweiten Oligonukleotide ein Promotor-Primer ist.

3. Kit nach Anspruch 2, wobei das erste Oligonukleotid das Oligonukleotid ist, das durch SEQ ID Nr. 1
(GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAGCCGTCACCCCACCAACAAGCT) dargestellt ist, und
das zweite Oligonukleotid die Sequenz ist, die durch SEQ ID Nr. 2 (GGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAA-
TACC) dargestellt ist.

4. Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei eine oder mehrere der Sequenzen ein modifiziertes 3'-Ende
aufweist bzw. aufweisen, das die Verlangerung durch eine Polymerase reduziert oder blockiert.

5. Kit nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, wobei der Promotor-Primer eine Mischung von modifizierten und
unmodifizierten Gliedern oder eine Mischung von unterschiedlich modifizierten Gliedern umfasst, wobei jedes
modifizierte Glied eine Modifikation bei oder in der Nahe des 3'-Endes aufweist, die die Verlangerung durch
eine Polymerase reduziert oder blockiert.

6. Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 5, des Weiteren umfassend eine Hybridisierungssonde, wobei die
Sonde ein Oligonukleotid umfasst bestehend aus der Sequenz GTCTTGTGGTGGAAAGCGTTTAG (SEQ ID
Nr. 3).

7. Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 6, des Weiteren umfassend Helfer-Oligonukleotide dargestellt durch
SEQ ID Nr. 4 (CCGGATAGGACCACGGGATGCAT) und SEQ ID Nr. 5 (CGGTGTGGGATGACCCCGCQG).

8. Methode fiir das Amplifizieren der Mycobacterium-Nukleinsaure in einer Probe umfassend die Amplifi-
kation der Nukleinsdure mit einem Paar von Oligonukleotiden ausgewahlt aus Paaren von Oligonukleotiden fir
die Nukleinsaureamplifikation, wie in irgendeinem der Anspriiche 1 bis 5 definiert.

9. Methode zum Erfassen von M. tuberculosis-Nukleinsdure, umfassend die Amplifikation der Nukleinsau-
re mit einem Paar von Oligonukleotiden ausgewahlt aus Paaren von Oligonukleotiden fiir die Nukleinsaure-
amplifikation, wie in irgendeinem der Anspriiche 1 bis 5 definiert, und das Erfassen der amplifizierten Nuklein-
saure mit einer Hybridisierungssonde, wie in Anspruch 6 definiert.

10. Verwendung eines Satzes von Oligonukleotiden des Kits nach Anspruch 7 zum Erfassen von M. tuber-
culosis-Nukleinsaure durch eine Methode nach Anspruch 9.

11. Oligonukleotid bestehend aus einer Nukleinsduresequenz ausgewahlt aus GGGATAAGCCTGGG-

AAACTGGGTCTAATACC (SEQ ID Nr. 2) und dem Oligonukleotid, das zu der Nukleinsduresequenz komple-
mentar ist.
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12. Oligonukleotid nach Anspruch 11, das am 5'-Ende mit einer durch eine RNA-Polymerase erkannten Se-
quenz verbunden ist.

13. Oligonukleotid nach Anspruch 11 oder Anspruch 12, das eine Modifikation an oder in der Nahe seines
3'-Endes aufweist, die die Verlangerung durch eine Polymerase reduziert oder blockiert.

14. Mischung modifizierter und unmodifizierter Oligonukleotide oder Mischung unterschiedlich modifizier-
ter Oligonukleotide, wobei die Mischung eine Mischung von Primern oder eine Mischung von Promotor-Pri-
mern ist, die die gleiche Promotorsequenz aufweisen und wobei jedes modifizierte oder unmodifizierte Oligo-
nukleotid im Wesentlichen an die gleiche Zielsequenz hybridisiert und wobei die Oligonukleotide aus den Oli-
gonukleotiden nach einem der Anspriiche 11 bis 13 ausgewahlt sind.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

o o 0 b
N\ N
7\ i
o OH o O(CH,)pOH

FIG. 1
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