RN

Fleeet1ee192B

(12) PATENTTIJULKAISU
PATENTSKRIFT

(1c) FI 100192 B

(45) Patentti mydnnetty - Patent beviljats 15.10.97

(51) Kv.lk.6 - Int.cl.e

SUOMI-FINLAND C 120 1/e68

(21) Patenttihakemus - Patentansdkning 920766
Fl)
( (22) Hakemispdiva - Ansdkningsdag 21.02.92
. . (24) Alkupaiva - Lépdag 23.08.90
Patentti- ja rekisterihallitus
Patent- och registerstyrelsen (41) Tullut julkiseksi - Blivit offentlig 21.02.92
{86) Kv. hakemus - Int. ansdkan PCT/US90/04733

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet
23.08.89 US 397681 P
(73) Haltija - Innehavare
1. Akzo Nobel N.V., Velperweg 76, 6824 BM Arnhem, Netherlands, (NL)
(72) Keksija - Uppfinnare
Malek, Lawrence T., 4 Sproule Drive, Brampton, Ontario L6V 4AS, Canada, (CA)
Davey, Cheryl, 35 0Old Orchard Grove, Toronto, Ontarioc MSM 2C8, Canada, (CA)

Henderson, Graham, 1110 Walden Circle, Unit #906, Mississauga, Ontario L5G 4R3, Canada, (CA}
Socknanan, Roy, 343 Cedervale Avenue, Toronto, Ontario M4C 4KS, Canada, (CA)

v W N

(74) Asiamies - Ombud: Berggren Oy Ab, Jaakonkatu 3 A, 00100 Helsinki
(54) Keksinnén nimitys - Uppfinningens bendmning

Parannettu nukleiinihappojen vahvistusmenetelmi ja siina kaytettava reaktiovaliaine
Forbattrat forfarande for férstarkning av nukleinsyror och i detta anvandbar
reaktionsmedium

(56) Viitejulkaisut - Anférda publikationer

FI A 911877 (C 12Q 1/68), FI A 912885 (C 12N 15/10), EP A 200362 (C 12Q 1/68)
EP A 201184 (C 12P 19/34), EP A 272098 (C 12Q 1/68), EP A 303155 (C 12Q 1/68)
EP A 310229 (C 12Q 1/68), WO A 88/10315 (C 12Q 1/68), WO A 89/06700 (C 12Q 1/68),
The Journal of Biological Chemistry, vol. 254, nro 15, p. 7353-7359,
Science, vol. 239, 1988, p. 491-494
(57) Tiivistelm& - Sammandrag
Tdmd keksintd kohdistuu parannettuun mene-
telmddn spesifisen nukleiinihapposekvenssin
vahvistamiseksi. Menetelmd Kkdsittdd yksi-
juosteisen RNA:n, yksijuosteisen DNA:n Ja
kaksijuosteisen DNA:n syntetoimisen. Yksi-
juosteinen RNA on ensimmdisen aloittajan
ensimmdinen templaatti, yksijuosteinen DNA
on toisen aloittajan toinen templaatti Jja
kaksijuosteinen DNA on ensimmdisen templaa-
tin useiden kopioiden synteesin kolmas temp-
laatti. Ensimmdisen aloittajan tai toisen
aloittajan sekvenssi on komplementaarinen
spesifisen nukleiinihapon sekvenssin kanssa
ja ensimmdisen aloittajan tai toisen aloit-
tajan sekvenssi on homologinen spesifisen
nuklieiinihapon sekvenssin kanssa. Vahvistus-
menetelmdd voidaan kdyttds spesifisen nukle-
iinihapon madrdn lisddamiseksi havaitsemisen
mahdollistamiseksi tail lisdamdan spesifisen
nukleiinihapposekvenssin puhtautta konven-
tionaalisen kloonausmetodologian substituut-

tina.



Uppfinningen avser ett foérbdttrat férfarande
f6r férstdrkning av en specifik nukleinsy-
rasekvens. Forfarandet innefattar synte-
tisering av entr&dig RNA, entrddig DNA och
dubbeltridig DNA. Entr&dig DNA &r det forsta
templat f8r den fdrsta primer, entrddig DNA
ir det andra templat fdr den andra primer
och dubbeltridig DNA &r det tredje templat
for syntes av flertal kopior av fdrsta temp-
latet. En sekvens av den fdrsta primer eller
den andra primer &r komplementdr med en sek-
vens av den specifika nukleinsyran och en
sekvens av den forsta primer eller den andra
primer &r homolog med en sekvens av specifi-
ka nukleinsyran. Forstédrkningsforfarandet
kan anvidndas for att oka mdngden av en spe-
cifik nukleinsyrasekvens fér att &stadkomma
en 14g detektion eller for att oka renhet av
den specifika nukleinsyrasekvensen som sub-
stitut fér konventionala kloneringsmetodolo-
gin.
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Parannettu nukleiinihappojen vahvistusmenetelmi ja siini
kdytettdvd reaktiovdliaine - Fdrbittrat férfarande fdr £or-
starkning av nukleinsyror och i detta anvindbar reaktions-

medium

Tamd keksintd kohdistuu parannettuun menetelmian spesifisen
nukleiinihapposekvenssin vahvistamiseksi.

Ndytteessd olevan spesifisen nukleiinihapposekvenssin ha-
vaitseminen testaamalla ndyte komplementaarisella nukleii-
nihappojen sekvenssilld on tunnettu diagnostinen tekniikka.
Nukleiinihapot sitoutuvat erittdin spesifisesti komplemen-
taarisiin nukleiinihappoihin ja ne ovat siten kdayttdkelpoi -
sia sen mdarittdmiseksi, onko spesifistd nukleiinihappoa
naytteessd. Havaittavan spesifisen nukleiinihapon sekvenssi
tdytyy tuntea ja konstruoida sitten koetin, jossa on spesi-
fisen nukleiinihapposekvenssin komplementaarinen nukleiini-

happosekvenssi.

Tassd hakemuksessa sanonta "spesifinen nukleiinihapposek-
venssi" tarkoittaa yksijuosteista tai kaksijuosteista nuk-
leiinihappoa, joka halutaan vahvistaa, "nayte" tarkoittaa
seosta, joka sisdltdd nukleiinihappoja, "riittdvan komple-
mentaarinen" tarkoittaa, ettd kaksi nukleiinihappoa, aluke
ja templaatti, kykenevit spesifiseen vuorovaikutukseen, joka
mahdollistaa tehokkaan, alukkeesta riippuvan ja templaattiin
suunnatun DNA-synteesin annetuissa ionivahvuus- ja lampodti-
laolosuhteissa. "DMSO" tarkoittaa dimetyylisulfoksidia, joka
on riittavan puhdas kiytettdvdksi molekyylisissa geneetti-
sissda reaktioissa ilman, ettd silld on huonoa vaikutusta
kdytettyihin substraatteihin tai entsyymeihin ja muita funk-
tionaalisesti ekvivalenttisia alkyylisulfoksideja voidaan
myOs kdyttdd DMSO:n asemasta. "BSA" tarkoittaa naudan seeru-
min albumiinia, joka on laadultaan sopivaa kdytettdvaksi
molekyylisissd biologisissa reaktioissa ja tdssd suhteessa
sen tulee olla vapaata kaikista DNaaseista, DNA:ta kaventa-

vasta toiminnasta, RNaaseista ja proteaaseista. Muita funk-
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tionaalisesti ekvivalenttisia ja samalla tavalla sopivia

"kantaja"-proteiineja voidaan kdyttd3 BSA:n asemasta.

Koska nukleiinihappondytteet ovat erittdin spesifisiid, on
joissakin tilanteissa edullista testata itse nukleiinihap-
posekvenssi eika nukleiinihapposekvenssillad tuotettu prote-
iini. Esimerkiksi pelkdstdan proteiinin havaitsemiseen pe-
rustuva diagnostinen menetelmda on epdluotettava havaittaessa
hepatiitti B -viruksen infektoivien partikkelien lésndoloa
johtuen merkittavien tasojen ei-infektoivia antigeenipartik-
keleita, joista puuttuu DNA-genomi, 1l&dsndolosta. Toisena
esimerkkind ovat monet ihmisen papilloomaviruksen alatyypit,
joita ldydetdan seka sydvan esi- tai hyvadnlaatuisissa koh-
dunkaulan kasvaimissa ja jotka voidaan erottaa vain kdyttéa-
mdalla nukleiinihappokoetinhybridointia. My®&s AIDS-viruksen
spesifinen geneettinen muoto tekee varmaksi sen, ettd AIDS-
virusspesifisen nukleiinihapposekvenssin ldsndoloon perustu-

va testi olisi parempi kuin diagnostinen.

Suurin vaikeus ja rajoitus kiaytettdessa olemassa olevaa nuk-
leiinihappokoetinteknologiaa on kopiolukuongelma. Viruksessa
tai solussa on esimerkiksi tavallisesti yksi erityisen gee-
nin kopio. Tamd yksi kopio voi synnyttdd geenituotteen, joko
RNA:n tai proteiinin monia kopioita. Tasta syystd diagnosti-
siin tekniikoihin on usein liittynyt proteiinin testaaminen,
koska havaittavan nukleiinihapon spesifinen sekvenssi voi

synnyttaa proteiinin tuhansia kopiota.

Ribosomaalisen RNA:n luontaisesti esiintyvdd korkeaa luku-
maaraa 100000 kopiota solua kohti on kadytetty GenProbessa
tiettyjen bakteeripatogeenien, kuten Legionella ja Myco-
plasma, diagnoosin helpottamiseksi kdyttdmdlld nukleiinihap-
pokoettimia. Tdtd menetelmda ei voida kuitenkaan kayttad ei-
solupatogeenien, kuten virusten, yhteydessd tai testattujen
kopioluvultaan alhaisten nukleiinihappojen yhteydessd. Ko-
pioluku on erityinen ongelma kehitettdessd nukleiinihappo-

koetinmenetelmdda AIDS-viruksen havaitsemiseksi, kun inte-
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groitunutta provirusta voi olla 1l4snd vahemmin kuin yksi
kymmenestd tuhannesta perifeerisestd veren lymfosyytista.
Taten jos erityinen nukleiinihapposekvenssi, jonka edellyte-
tadn olevan ldsna ndytteessd, voitaisiin vahvistaa, kopiolu-
kuongelma voitaisiin kiertdd ja koetintestejd voitaisiin

kdyttad paljon helpommin.

Normaalissa biologisessa niytteessd, joka sisdltdd vain muu-
tamia soluja, ja vastaavasti vain muutamia erityisen geenin
kopioita, on tarpeellista kdyttdd vahvistusmenetelmda ko-
piolukuongelman voittamiseksi.

Erds vahvistusmenetelmd on "kasvattaa ulos" nayte, se on
olosuhteiden jadrjestamistd siten, ettd niytteessi oleva ela-
va biologinen materiaali voi replikoida itse. Replikaatio
voi lisdtd nukleiinihapposekvenssien md&rd3 havaittaville
tasoille. Elintarviketeollisuudessa esimerkiksi testattaessa
jalostettua ruokaa elintarvikkeita myrkyttdvien Salmonella-
bakteerien osalta ruokandytteitd taytyy inkuboida useita
pdivid nukleiinihappokopiolukujen madran lisdamiseksi. Klii-
nisissd ndytteissd patogeenien tdytyy myds antaa lisddntya

lukumadardaltddn kasvattamalla huomattavan ajan.

US-patentti 4 683 195, mybnnetty 28. heindkuuta, 1987, Cetus
Corporation, ja US-patentti 4 684 202, mydnnetty 28. heind-
kuuta, 1987, Cetus Corporation, kohdistuvat kumpikin mene-
telmadn ndytteen sisdltadmdn kohdenukleiinihapposekvenssin
vahvistamiseksi. US-patentti 4 683 195 kohdistuu menetel-
mddn, jossa ndytettd, jonka odotetaan sisdltdvan kohde-DNA-
sekvenssin, kasitellddn oligonukleotidialukkeilla siten,
ettd alukelaajennustuote syntetisoituu, joka puolestaan toi-
mii templaattina saaden aikaan kohteen DNA-sekvenssin vah-
vistumisen. Alukelaajennustuote erotetaan templaatista edul -
lisessa suoritusmuodossa kdyttdmdlld lampddenaturointia.
Samaten US-patentti 4 683 202 kohdistuu menetelmdian kohde-
DNA-sekvenssin, jossa on kaksi erillistd komplementaarista
juostetta, vahvistamiseeen. Menetelmd k&sittdd juosteiden

kdsittelemisen alukkeilla laajennustuotteiden syntetisoimi-
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seksi, alukelaajennustuotteiden erottamisen templaateista ja
alukelaajennustuotteiden kdayttamisen puolestaan templaattei-

na.

Kummassakin edelld mainitussa US-patentissa vahvistusmene-
telmassa tarvitaan kayttdjdn joko manuaalista tai mekaanista
osallistumista ja monivaiheisia operaatioita ja ne rajoittu-
vat pelkdstaan DNA:n vahvistamiseen. N&ihin patentteihin
kuuluvissa vaiheissa kdyttajan taytyy kuumentaa nidyte, jaah-
dyttda ndyte, lisdtd sopivat entsyymit ja toistaa sitten
vaiheet. Lampdtilan muutokset aiheuttavat sen, ettd entsyy-
mit kadottavat tehonsa. Kayttdjan tarvitsee toistuvasti tdy-
dentda vahvistusseosta sopivien entsyymien alikvooteilla

vahvistusmenetelmdn aikana.

Lisdksi US-patenteissa 4 683 195 ja 4 683 202 jokainen vah-
vistusmenetelmdn jakso tapahtuu syntetisoimalla ensimmiises-
td templaatista toinen templaatti, toista templaattia puo-
lestaan kaytetdan ensimmdisen templaatin syntetisointiin.
Tdmd menettely toistetaan, joten jokainen vahvistusmenetel-
man jakso perustuu yhden tuotteen syntetisoimiseen yhdestéd

substraatista.

Huolimatta tekniikan tasolla selostetuista vahvistusmenetel-
mistd tarvitaan vahvistusmenetelmien parannuksia. Olisi
edullista, jos kayttdjan tarvitsisi osallistua vahemmdn ja
manipuloida vahemman eivatka ne rajoittuisi DNA:han. Lisdksi
olisi edullista, jos vahvistaminen tapahtuu suhteellisen
vakaassa ymparistdn lampdtilassa, niin ettei menetelmddn
kuuluvien entsyymien toimintaan vaikutettaisi. Olisi edul-
lisempaa, jos templaattia voitaisiin kdyttdd useamman kuin
yhden tuotteen generoimiseksi yhdestd substraatista vahvis-

tusmenetelmdn jokaisen jakson aikana.

Tamd keksintd kohdistuu yksijuosteisen RNA:n (ssRNA), yksi-
juosteisen DNA:n (ssDNA) tai kaksoisjuosteisen DNA:n (dsDNA)
vahvistusmenetelmddn, joka on tarkoituksenmukainen ja johon

menetelmdn kayttdajan tarvitsee osallistua vdhemmdn ja mani-
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puloida vdhemmdn kuin konventionaalisiin vahvistusmenetel-
miin. Vahvistaminen tapahtuu suhteellisen vakaassa ymparis-
tén lampdtilassa. Lisdksi menetelmdn jokainen jakso generoi
useita tuotteen kopioita yhdestd antisense-RNA-templaatista.
Taman keksinndén mukaista vahvistusmenetelmaa voidaan kayttaa
spesifisen nukleiinihapon mddrdn lisdamiseen, jolloin kier-
retadn kopiolukuongelma. T4lldin voidaan kayttdad koetintes-
teja paljon helpommin. Vahvistusmenetelmid voidaan kdyttaa
myds spesifisen nukleiinihapposekvenssin puhtauden lisaami-
seen substituuttina konventionaaliselle kloonausmenetelmal -
le.

Keksinnén oleelliset tunnusmerkit on esitetty oheisissa pa-
tenttivaatimuksissa.

Keksinndn eradn kohteen mukaisesti kdytetdin menetelmds spe-
sifisen nukleiinihapposekvenssin vahvistamiseksi. Menetelmi
kdasittdd yksijuosteisen RNA:n, yksijuosteisen DNA:n ja kak-
sijuosteisen DNA:n syntetisoimisen. Yksijuosteinen antisen-
se-RNA on toisen alukkeen ensimmdinen templaatti. Yksijuos-
teinen DNA on ensimmidisen alukkeen toinen templaatti. Kaksi-
juosteinen DNA on ensimmdisen alukkeen useiden kopioiden
synteesin kolmas templaatti. Ensimmidisen tai toisen alukkeen
sekvenssi on riittdvan komplementaarinen spesifisen nukle-
iinihapposekvenssin sekvenssille ja ensimmdisen tai toisen
alukkeen sekvenssi on riittdvan homologinen spesifisen nuk-
leiinihapposekvenssin sekvenssin kanssa. Toinen aluke sitou-
tuu ensimmdisen RNA-templaatin 3’-pddhdn ja generoi toisen
DNA-templaatin. Ensimmdisen alukkeen 3’ -pdd hybridoituu toi-
sen DNA-templaatin 3’-paahdn. Toinen templaatti poistetaan
ensimmiaisestd templaatista ja sitd kdytetddn komplementaari-
sen DNA-juosteen generoimiseen. Saatu dupleksi-DNA toimii
kolmantena templaattina useiden ensimmiisten templaattien
syntetisoimiseksi, jotka puolestaan toistavat edelld kuvatun

jakson.
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Keksinndn toisen kohteen mukaan kdytetddn menetelmdd spesi-
fisen nukleiinihapposekvenssin vahvistamiseksi. Menetelmi
kdsittaa:

a) ensimmdisen alukkeen hybridoimisen ensimmiiseen templaat-
tiin. Ensimmidisessd alukkeessa on DNA-sekvenssi, joka on
riittavan komplementaarinen ensimmiisen templaatin RNA-sek-
venssin kanssa,

b) ensimmdisen DNA-sekvenssin, joka on kovalenttisesti kiin-
nittynyt ensimmdiseen alukkeeseen ja joka on komplementaari-
nen ensimmdaisen templaatin RNA-sekvenssin kanssa, synteti-
soimisen. Ensimmidinen DNA-sekvenssi ja ensimmiinen aluke ka-
sittavat toisen templaatin,

c) ensimmdisen templaatin erottamisen toisesta templaatista
toisen alukkeen hybridisaation mahdollistamiseksi,

d) toisen alukkeen hybridoimisen toiseen templaattiin. Toi-
sessa alukkeessa on DNA-sekvenssi, joka on riittavan komple-
mentaarinen toisen templaatin DNA-sekvenssin kanssa. Toises-
sa alukkeessa on myds promoottorin komplementaarinen sek-
venssi ja RNA-polymeraasin transkription aloituspaikan kom-
plementaarinen sekvenssi,

e) toisen DNA-sekvenssin, joka on kovalenttisesti kiinnit-
tynyt toiseen alukkeeseen ja joka on toisen templaatin kans-
sa komplementaarinen, syntetisoiminen ja kolmannen DNA-sek-
venssin, joka on kovalenttisesti kiinnittynyt toiseen tem-
plaattiin ja on komplementaarinen toisen alukkeen DNA-sek-
venssin kanssa, syntetisoimisen. Toinen ja kolmas DNA-sek-
venssi, toinen aluke ja toinen templaatti kdsittdvat kolman-
nen templaatin,

f) ensimmdisen templaatin RNA-sekvenssin useiden kopioiden

syntetisoiminen kolmannesta templaatista.

Vaihtoehtoisesti esilla olevan keksinndn mukainen vahvistus-
menetelmd kasittdd seuraavat vaiheet. Vaiheessa (A) saadaan
yksi reaktiovdliaine, joka sisdltdd ensimmidisen oligodeok-
sinukleotidialukkeen, ensimmdinen alukkeen kidsittdessd sek-
venssin, joka on funktionaalinen promoottori; toinen oligo-
deoksinukleotidialuke toisen alukkeen kdsittdessd 5’-pain

segmentin, jonka on komplementaarinen funktionaalisen pro-
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moottorin kanssa; RNA-suunnattu DNA-polymeraasi; DNA-suun-
nattu DNA-polymeraasi; DNA-suunnattu RNA-polymeraasi; ri-
bonukleaasi, joka poistaa RNA:n RNA/DNA-hybridistd hydroly-
soimatta yksi- tai kaksijuosteista RNA:ta tai DNA:ta; ribo-
nukleosidi- ja deoksiribonukleosiditrifosfaatit; ja wvahin-
tdan yksi DMSO:sta tai BSA:sta. Vaiheessa (B) saadaan lisaa-
millad reaktiovdaliaineeseen yhtd tai useampaa seuraavista (i)
vksijuosteista RNA-molekyylid, joka kdsittad (a) antisense-
RNA-sekvenssin, joka hybridoituu 3’-padssdin toisen alukkeen
3’ -pdan osaan, tai (b) antisense-RNA-sekvenssin, joka hybri-
doituu 3’ -pddssddn ensimmiisella alukkeella, (ii) yksijuos-
teinen DNA-molekyyli, joka kdsittda (a) toiseen alukkeeseen
sitoutuvan DNA-sekvenssin, joka hybridoituu 3’ -pddssdan toi-
sen alukkeen 3’ -pddhdn, tai (b) promoottorikomplementaarisen
DNA-sekvenssin, joka kdsittda 5’ -sekvenssin, joka on komple-
mentaarinen funktionaalisen promoottorin kanssa, tai (c¢) en-
simmdiseen alukkeeseen sitoutuvan DNA-sekvenssin, joka on
5’ -padssdan ensimmiisen alukkeen hybridoima, (ii) denaturoi-
dun kaksijuosteisen DNA-molekyylin, joka kdsittda vahvistet -
tavissa olevan segmentin ja funktionaalisen promoottorin,
funktionaalisen promoottorin ollessa segmentin vieressd ja
suuntautunut segmentin transkription ohjaamiseen. Vaiheessa
{c) saadaan vakiinnutusolosuhteet siten, ettd kdytetddn va-
hintddn yhtd ryhmd4, joka koostuu RNA-molekyylin osasta,
yksijuosteisesta DNA-molekyylistd ja kaksijuosteisesta DNA-
molekyylistd, templaattina yhden tai useamman antisense-RNA-
segmentin kopion generoimiseksi ja jossa antisense-RNA-sek-
venssi aloittaa reaktiovdliaineen jakson, joka kdsittdd vai-
heet: ensimmdisen alukkeen hybridoimisen antisense-RNA-sek-
venssin 3’-pddssi olevalle aluelle, (RNA/DNA-hybridin muo-
dostamisen RNA-suunnatun DNA-polymeraasin toiminnalla, RNA/ -
DNA-hybridin kdsittdessd ensimmiaisen DNA-segmentin, joka on
kovalenttisesti kiinnittynyt ensimmiisen alukkeen 3’ -paahdan
toisen DNA-segmentin muodostamiseksi, ensimmiisen DNA-seg-
mentin ollessa komplementaarinen antisense-RNA-sekvenssin
vahintddn osan kanssa, (iii) toisen DNA-segmentin vapautta-
misen RNA/DNA-hybridistd ribonukleaasin toiminnalla antisen-

se-RNA-sekvenssin vdhintddn jossain osassa, (iv) toisen DNA-
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segmentin 3’-pddn hybridoimisen toisen alukkeen 3'-pdadlla
dupleksin muodostamiseksi, johon vaikutetaan DNA-suunnatulla
DNA-polymeraasilla (a) kolmannen DNA-segmentin tuottamisek-
si, joka on kovalenttisesti kiinnittynyt toisen alukkeen 3’ -
paahan ja joka on komplementaarinen ensimmiisen DNA-segmen-
tin kanssa, ja neljannen DNA-segmentin tuottamiseksi, joka
kdsittdd kolmannen DNA-segmentin ja ensimmiisen alukkeen, ja
viidennen DNA-segmentin tuottamiseksi, joka on kovalentti-
sesti kiinnittynyt toisen DNA-segmentin 3’-pdadhdn ja on kom-
plementaarinen toisen alukkeen ei-dupleksoituneen 5'-pidan
kanssa, ja (d) kuudennen DNA-segmentin tuottamiseksi, joka
kdasittdd toisen DNA-segmentin ja viidennen DNA-segmentin, ja
(a) useiden RNA-sekvenssien tuottamisen, jotka vastaavat
antisense-RNA-sekvenssid, tuottamisen RNA-polymeraasin vai-
kutuksella dupleksiin ja (b) useiden DNA-sekvenssien, jotka
vastaavat neljattd DNA-segmenttid ja kuudetta DNA-segment-
tid, tuottamisen.

Ensimmdisen tai toisen alukkeen sekvenssi on riittavan kom-
plementaarinen spesifisen nukleiinihapposekvenssin sekvens-
sin kanssa ja ensimmdisen tai toisen alukkeen sekvenssi on
riittdavan homologinen spesifisen nukleiinihapposekvenssin
sekvenssin kanssa. Ensimmdisen alukkeen 3’-pda on suunnattu
kohti komplementaarisissa juosteissa olevan toisen alukkeen

3/ -paata.

Keksinndn toisessa vaihtoehdossa DNA:n toisessa alukkeessa
on sekvenssi 3’'-pddssd, joka on riittdvdn komplementaarinen
toisen templaatin DNA-sekvenssin kanssa. Toisessa alukkeessa
on 5’-padassa promoottorin komplementaarinen sekvenssi ja
RNA-polymeraasin transkription aloituspaikan komplementaari-

nen sekvenssi.

Keksinnén eraassa toisessa vaihtoehdossa on toiseen tem-
plaattiin kovalenttisesti kiinnittynyt kolmas DNA-sekvenssi
komplementaarinen toisen alukkeen 5’-pddssa olevan DNA-sek-

venssin kanssa.
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Toisessa keksinndn vaihtoehdossa kdytetddn menetelmaa spe-
sifisen nukleiinihapposekvenssin vahvistamiseksi. Menetelma
kdsittda ensimmdisen alukkeen, toisen alukkeen, ribonukleaa-
si H:n, RNA-suunnatun DNA-polymeraasin, DNA-suunnatun DNA-
polymeraasin, RNA-polymeraasin, ribonukleosiditrifosfaattien
ja deoksiribonukleotiditrifosfaattien yhdistdmisen nayttee-
seen. DNA:n ensimmiiselld alukkeella on sekvenssi, joka on
riittdavan komplementaarinen RNA:n ensimmiisen templaatin
kanssa. DNA:n toisella alukkeella on sekvenssi, joka on
riittdvadn komplementaarinen DNA:n toisen templaatin kanssa,
ja promoottorin komplementaarinen sekvenssi ja transkription
aloituspaikan komplementaarinen sekvenssi, jonka RNA-polyme-
raasi tunnistaa substraattina. Ensimmidisen alukkeen tai toi-
sen alukkeen sekvenssi on riittdvan komplementaarinen spesi-
fisen nukleiinihapposekvenssin sekvenssin kanssa ja ensim-
maisen alukkeen sekvenssi tai toisen alukkeen sekvenssi on
riittdvadn homologinen spesifisen nukleiinihapon sekvenssin
kanssa. Ensimmdisen alukkeen 3’-pdd on orientoitunut kohti

toisen alukkeen 3'-pddtd komplementaarisissa juosteissa.

Keksinndn toisessa vaihtoehdossa kidytetddn menetelmaa spe-
sifisen nukleiinihapposekvenssin vahvistamiseksi. Menetelmi
kdsittdd ensimmdisen alukkeen, toisen alukkeen, avian myo-
blastosis -viruspolymeraasin, E. coli -ribonukleaasi H:n,
bakteriofagi T7 RNA -polymeraasin, ribonukleosiditrifos-
faattien ja deoksiribonukleotiditrifosfaattien lisaimisen
naytteeseen. DNA:n ensimmiisessd alukkeessa on sekvenssi,
joka on riittdvan komplementaarinen RNA:n ensimmiaisen tem-
plaatin kanssa. DNA:n toisessa alukkeessa on sekvenssi, joka
on riittdavan komplementaarinen DNA:n toisen templaatin kans-
sa, Ja promoottorin komplementaarinen sekvenssi ja trans-
kription aloituspaikan komplementaarinen sekvenssi, jotka T7
RNA -polymeraasi tunnistaa substraattina. Ensimmdisen aluk-
keen tai toisen alukkeen sekvenssi on riittdvan komplemen -
taarinen spesifisen nukleiinihapposekvenssin sekvenssin
kanssa ja ensimmdisen alukkeen tai toisen alukkeen sekvenssi
on riittdvan homologinen spesifisen nukleiinihapposekvenssin

sekvenssin kanssa. Ensimmdisen alukkeen 3’-pdd on orientoi-
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tunut kohti toisen alukkeen 3’'-p3ddtd komplementaarisissa

juosteissa.

Esilld olevan keksinndn erds toinen kohde saa aikaan vali-
nesarjan nukleiinihappomolekyylien vahvistamiseksi, joka
kasittdd kokoelman, jossa on (a) sdilid, joka sis3dltda en-
simmdisen oligonukleotidialukkeen liuocksen, (b) sdilid, joka
sisaltda toisen oligonukleotidialukkeen liuoksen, (c) s&i-
1i5, joka sisdltdd ribonukleaasin liuoksen, joka hydrolysoi
RNA/DNA-hybridin RNA:n vahingoittamatta yksi- tai kaksijuos-
teista RNA:ta tai DNA:ta, (d) s&ilid, joka sisdltda RNA-
suunnatun DNA-polymeraasin liuoksen, (e) sdilid, joka sisdl-
tda DNA-suunnatun RNA-polymeraasin liuoksen, (f) s&ilid,
joka sisdltdd DNA-suunnatun DNA-polymeraasin liuoksen, (g)
sd1lid, joka sisdltda ribonukleosiditrifosfaattien liuoksen,
(h) sailid, joka sisdltdal deoksiribonukleotiditrifosfaattien
liuoksen, (i) s&ilid, joka sisdltdd DMSO-liuoksen ja (j)

sd411idn, joka sisdltdd BSA-liuoksen.

Keksinndn erddn kohteen mukaisesti saadaan aikaan nukleiini-
happojen vahvistusmenetelmd, jossa DMSO:ta on varustettu
konsentraatiossa alueella 0-30 % ja BSA:ta on varustettu
konsentraatiossa 5-2500 ug/ml. Vaihtoehtoisesti DMSO:ta on
varustettu konsentraatiossa alueella 0 % - 30 % ja BSA:ta on
varustettu konsentraatiossa 50-500 ug/ml. Lisdksi DMSO:ta on
varustettu konsentraatiossa alueella 15-25 % ja BSA:ta on

varustettu konsentraatiossa alueella 50-500 ug/ml.

Keksinndén toisen kohteen mukaisesti DMSO:1la ja BSA:1la vah-
vistaminen lisdantyy verrattuna vahvistamiseen lisdamittd
DMSO:ta tai BSA:ta vahintdan 10-kertaisesti. Toisessa koh-
teessa vahvistaminen lisdantyy 1000-kertaisesti enemmdn kuin
lisadmdtta DMSO:ta tai BSA:ta. Vield erdassid esilld olevan
keksinndn kohteessa vahvistus lisddntyy verrattuna siihen
kun DMSO:ta tai BSA:ta ei lisdtd vAhintddn 10*-kertaisesti.
Toisessa esilla olevan keksinnén kohteessa vahvistus lisdén-
tyy verrattuna siihen kun DMSO:ta tai BSA:ta ei lis&td va-

hintd8n 10°-kertaisesti. Vield erdidssi esilld olevan keksin-
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ndén toisessa kohteessa vahvistus lisadantyy verrattuna siihen
kun DMSO:ta tai BSA:ta ei lisdtd vahintd&n 10%-kertaisesti.

Piirustuksissa, jotka valaisevat keksinndn suoritusesimerk-
keja

kuvio 1 on nukleiinihappojen vahvistusmenetelman yleisku-
vaus,

kuvio 1b on esimerkki nukleiinihappojen vahvistusmenetelmis-
td, joka alkaa sense- (+) -RNA-molekyylista,

kuvio 1c on esimerkki nukleiinihappojen vahvistusmenetelmis-
td, joka alkaa dsDNA:sta, joka on leikattu restriktioendo-
nukleaasilla ja sitten denaturoitu,

kuvio 1d on esimerkki nukleiinihappojen vahvistusmenetelmas -
td, joka alkaa dsDNA:sta, joka on denaturoitu,

kuvio 2 esittdd synteettisid oligonukleotideja DNA-sekvens-
sejd, joita kdytetddn vahvistusmenetelmin testaamiseen: ku-
vio 2A gag-testisekvenssi: kuvio 2B gag2-testisekvenssi,
kuvio 3 on vahvistusreaktioiden, joissa kdytetddn erilaisia
alukekonsentraatiota, PAGE-analyysin autoradiogrammi,

kuvio 4 on vahvistusreaktioiden, joissa kdytetddn erilaisia
templaattikonsentraatioita, PAGE-analyysin autoradiogrammi,
kuvio 5 on dot-blot-hybridisaation autoradiogrammi vahvis-
tusreaktioissa,

kuvio 6 on vahvistusreaktion, jossa kdytetddn restriktio-
fragmentteja templaattina, autoradiogrammi,

kuvio 7 on etidiumbromidilla varjatty agaroosigeeli, joka on
tarkoitettu vahvistusreaktioiden titraamiseen ilman HIV-koh-
desekvenssid (ei templaattia) kdyttden 0-20 % DMSO:ta, ja
esittdd vaikutuksen ei-spesifisiin tuotteisiin (NSP:t),
kuvio 8 on etidiumbromidilla varjatty vahvistusreaktioiden
agaroosigeeli ilman templaattia (nt) ja 10* templaatin ko-
piota kayttden 0 % (-) ja 15 % (+) DMSO (ei templaattia)
kdyttden 0-20 % DMSO:ta eliminoiden NSP:t,

kuvio 9cxlvahvistusreaktioiden.slot—blot—hybridointianalyy-
sin autoradiogrammi, joissa kdytetddn 0 % (-) ja 15 (+)
DMSO:ta ilman templaattia (nt) ja 10° ja 10* templaattikopio-
ta, ja esittdd lisddntynyttd toistettavuutta ja herkkyytta,
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kuvio 10A on vahvistusreaktioiden etidiumbromidilla varjatty
agaroosigeeli ilman templaattia (nt) ja 10* kopiota templaat-
tia kdyttden 50 ug/ml BSA, 0 % DMSO ja 0 % BSA, 15 % DMSO ja
50 pg/ml BSA, 15 % DMSo ja 100 ug/ml BSA, ja 15 % DMSO ja
osoittaa BSA:n ja DMSO:n yhdistelmdn lisddntyneen herkkyyden
vahvistetun templaatin havaitsemiseksi,

kuvio 10B on vahvistusreaktioiden slot-blot-hybridisaatio-
analyysin autoradiogrammi ilman templaattia (nt) ja 10* ko-
piota templaattia kayttden 50 ug/ml BSA, 0 % DMSO ja 0 %
BSA, 15 % DMSO ja 50 ug/ml BSA, 15 % DMSO ja 100 ug/ml BSA,
ja 15 % DMSO ja osoittaa BSA:n ja DMSO:n yhdistelmdn lisdan-
tyneen herkkyyden vahvistetun templaatin havaitsemiseksi ja
lisaantynyttd toistettavuutta kdytettdessi DMSO:ta yksindén,
kuvio 11 on vahvistusreaktioiden slot-blot-hybridisaatioana-
lyysin autoradiogrammi ilman templaattia (nt) ja 10° ja 10
kopiota templaattia kayttden 15 % DMSO yksinddn ja 100 ug/ml
BSA, ja osoittaa BSA:n ja DMSO:n yhdistelmdn lisddntyneen
herkkyyden vahvistetun templaatin havaitsemiseksi ja lisdan-

tynyttd toistettavuutta kdytettdessd DMSO:ta yksindan.

Tama keksintd kohdistuu menetelmddn spesifisen nukleiinihap-
posekvenssin vahvistamiseksi. Vahvistaminen k&sitt83 DNA:n
ja RNA:n vuorottaisen synteesin ja se on esitetty yleisesti
ja spesifisesti kuvioissa la-1d. T&ssd menetelmdssid yksi-
juosteinen antisense-(-)-RNA muutetaan yksijuosteiseksi
DNA:ksi, joka puolestaan muutetaan dsDNA:ksi ja siitd tulee
funktionaalinen templaatti alkuperdisen yksijuosteisen RNA:n
useiden kopioiden synteesiin. Vahvistusmenetelmissd kdyte-
tdan ensimmdistd aluketta ja toista aluketta. Ensimmiisen
alukkeen tai toisen alukkeen sekvenssi on riittdvan komple-
mentaarinen spesifisen nukleiinihapposekvenssin sekvenssin
kanssa ja ensimmdisen tai toisen alukkeen sekvenssi on riit-
tavan homologinen spesifisen nukleiinihapposekvenssin kans-
sa. Joissakin tapauksissa sekd ensimmdinen aluke ettd toinen
aluke ovat riittavan komplementaarisia ja riittdvdn homolo-
gisia spesifisen nukleiinihapposekvenssin sekvenssin kanssa,
esimerkiksi jos spesifinen nukleiinihapposekvenssi on kaksi-

juosteinen DNA.
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(-)-RNA muutetaan yksijuosteiseksi DNA:ksi hybridoimalla
oligonukleotidialuke (ensimmidinen aluke) RNA:n (ensimmiinen
templaatti) 3’-pdadhdn ja syntetisoimalla DNA:n komplementaa-
rinen juoste ensimmidisestd alukkeesta (ensimmiinen DNA-sek-
venssi) kdyttamdlld RNA-suunnattua DNA-polymeraasia. Saatu
yksijuosteinen DNA (toinen templaatti) erotetaan ensimmii-
sestd templaatista esimerkiksi hydrolysoimalla ensimmiinen
templaatti kayttdmdlld ribonukleaasia, joka on spesifinen
RNA-DNA-hybrideille (esimerkiksi ribonukleaasi H). Toinen
templaatti muutetaan muotoon, joka kykenee RNA-synteesiin,
hybridoimalla synteettinen oligonukleotidi (toinen aluke),
joka sisdltda 3’-pAdssdan sekvenssin, joka on riittdvan
komplementaarinen toisen templaatin 3-pdin kanssa ja kohti
sen 5’'-padtd sekvenssi, joka sisdltdi promoottorin komple-
mentaarisen juosteen ja transkription aloituspaikan antisen-
se-sekvenssin, ja syntetisoimalla toinen DNA-sekvenssi, joka
on kovalenttisesti kiinnittynyt toisen alukkeen 3’ -pdadhén,
kdyttamdlld toista templaattia templaattina ja syntetisoi-
malla kolmas DNA-sekvenssi, joka on kovalenttisesti kiinnit-
tynyt toisen templaatin 3’-pddhdn, kayttamialld toista alu-
ketta templaattina kdyttden DNA-suunnattua DNA-polymeraasia.
Saatua toisen templaatin funktionaalista johdannaista, joka
on kolmas templaatti, kaytetddn useiden RNA-kopioiden, en-
simmiaisen templaatin, synteesiin kdyttamalla RNA-polymeraa-
sia, joka on spesifinen promoottorille ja transkription
aloituspaikalle, jonka middrittda toinen aluke. Jokainen nyt
syntetisoitu ensimmidinen templaatti voidaan muuttaa toisen
templaatin ja kolmannen templaatin lisdkopioiksi toistamalla
jakso. Lisdksi jakson toistaminen ei edellyta kdyttajén

osallistumista tai manipulointia.

Vahvistusmenetelmd alkaa lis&d&milld sopiva templaattinukle-
iinihappo sopiviin entsyymeihin, alukkeisiin ja kofaktorei-
hin sopivissa reaktio-olosuhteissa. T&ma templaattinukleii-
nihappo on muodossa, joka kykenee homogeeniseen ja jatkuvaan
vahvistumiseen ja voi toimia vdlituotteena jaksossa, joka on
esitetty kuviossa la. Vahvistusmenetelmi kiasittaa prekurso-

reiden (alukkeiden, ribonukleosiditrifosfaattien ja deoksi-
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ribonukleotiditrifosfaattien ) verkkokulutuksen ja tuottei-
den (RNA ja DNA) verkkoakkumulaation. RNA- ja DNA-synteesin
prosesssit edistyvat asynkronisesti kunnes on syntetisoitu
riittavid tasoja nukleiinihappoja havaitsemisen mahdollista-
miseksi. Vahvistusmenetelmdd voidaan tarkkailla esimerkiksi
merkitysta prekursorista perdaisin olevalla merkityn tuotteen
synteesilla.

On tarkoitettu, ettd vahvistaminen voi sisdltda muita mene-
telmid kuviossa la esitetyn tavallisen menetelmdn lisdksi
tai asemasta. Tietyt vastakkaistuottavat entsymaattiset
reaktiot ovat mahdollisia, joita esiintyy sallitun alhaisina
madrinad. Mahdollisiin ei-produktiivisiin sivureaktioihin
sisdltyy RNA:n ja/tai DNA:n synteesi lisdtyn templaattinuk-
leiinihapon puuttuessa. Tdllaiset RNA- ja/tai DNA-tuotteet
voidaan erottaa halutuista tuotteista mddrittelemdlld, onko
erityinen sekvenssi, joka on l0ydettdvissa ainocastaan spesi-
fisen nukleiinihapposekvenssin kahden aloituspaikan valista,

ldsna.

Ensimmdinen aluke on oligodeoksiribonukleotidi, jonka 3'-
padassa on sekvenssi, Jjoka on riittdvan komplementaarinen
ensimmdisen templaatin 3‘-pddn kanssa. Ensimmdisen alukkeen
3’ -pddassd olevalla sekvenssilla on erityinen pituus ja emas-
koostumus spesifisen ja tehokkaan ensimmdisen DNA-sekvenssin
synteesin mahdollistamiseksi annetuissa ionivahvuus- ja lam-
potilaolosuhteissa. Ensimmdinen aluke voi olla riittavan

komplementaarinen alueen kanssa, joka on ensimmidisessa jak-

sossa olevan ensimmidisen templaatin 3’-pdan sisdpuolella.
Seuraavissa jaksoissa ensimmdisen alukkeen 5’-paa on komple-
mentaarinen ensimmdisen templaatin 3’-paan kanssa. On tar-
koitettu, ettd ensimmdainen aluke voi koostua osittain tai
tdydellisesti nukleotideistd tai nukleotidianalogeista, jot-
ka ovat muita kuin luonnolliset deoksiribonukleotidit. En-
simmdisen alukkeen 5’-pad voi sisdltdd sekvensseja, jotka
eivdt ole komplementaarisia ensimmdisessd jaksossa olevan
ensimmdisen templaatin kanssa. Ei-komplementaariset sekvens-

gsit wvoivat olla komplementaarisia nukleiinihapon kanssa,
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joka voidaan immobilisoida, tai johon voidaan sitoa kayttd-
kelpoinen ei-nukleiinihappokomponentti, kuten reportteri,
havaitsemisen helpottamiseksi. Ei-komplementaariset sekvens-
sit voivat sisdltda vaihtoehtoisesti promoottorin komplemen-
taarisen sekvenssin ja transkription aloituspaikan komple-
mentaarisen sekvenssin, joita voidaan kdyttdd RNA:n syntee-
siin. Tamd DNA on komplementaarinen ensimmiisen templaatin
kanssa ja sitd voidaan kayttdd valituotteena toisessa vah-

vistusjaksossa.

Toinen aluke on oligodeoksiribonukleotidi, joka sisdltai 3’-
pddssd sekvenssin, joka on riittavan komplementaarinen toi-
sen templaatin 3'-pddn kanssa. Toisella alukkeella on eri-
tyinen pituus ja emdskoostumus spesifisen ja tehokkaan toi-
sen ja kolmannen DNA-sekvenssin synteesin mahdollistamiseksi
annetuissa ionivahvuus- ja lampdtilaolosuhteissa. Lisaksi
toinen aluke sisdltdd funktionaalisen promoottorin antisen-
se-sekvenssin ja transkription aloituspaikan antisense-sek-
venssin. Tamd sekvenssi, kun sita kdytetddn templaattina
kolmannen DNA-sekvenssin synteesissd, sisaltaa riittdvasti
tietoa RNA:n spesifisen ja tehokkaan sitoutumisen ja trans-
kription aloituksen halutussa paikassa mahdollistamiseksi.
Promoottorisekvenssi voidaan johtaa funktionaalisen promoot -
torin antisense-juosteesta. Transkription aloituspaikka voi -
daan johtaa luontaisen RNA-transkriptin 5’-terminaalisesta
sekvenssistd. Toisen alukkeen 5’'-terminaalinen sekvenssi on
edullisessa suoritusmuodossa AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAG.
Tamd sekvenssi sisdltdd promoottorin antisense-sekvenssin ja
transkription aloituspaikan antisense-sekvenssin T7 RNA-po-
lymeraasille. Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttdd muuta faagi-
RNA-polymeraasin transkription aloituspaikkaa ja promootto-
ria. Lisdksi sekvenssejd, jotka eivat liity promoottoritoi-
mintaan, voidaan sisdllytt&d toisen alukkeen 5’ -padhdn tai
transkription aloituspaikan ja 3'-pddssd olevan sekvenssin
valiin, joka hybridoituu toiseksi templaatiksi. On tarkoi-
tettu, ettd toinen aluke voi koostua osittain tai kokonaan
nukleotideistd tai nukleotidianalogeista, jotka ovat muita

kuin luontaisia deoksiribonukleotideija.
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Kaikkien tdssd keksinndssda kdytettyjen entsyymien tulee
tdyttdd tietyt praktiset mddrittelyt. Kunkin entsyymin tai
entsyymivalmisteen tulee olla vapaata vahingollisista deok-
siribonukleaasi (DNaasi) toiminnoista, kuten 5’- tai 3’'-endo-
nukleaasitoiminnoista, jotka liittyvat usein tiettyihin DNA-
polymeraaseihin ja yksijuosteiseen tai kaksijuosteiseen spe-
sifiseen eksonukleaasiin tai endonukleaaseihin. Jokaisen
entsyymin tai entsyymivalmisteen tulee olla vapaata vahin-
gollisista ribonukleaasi(RNaasi)toiminnoista poikkeuksena
edullinen ribonukleaasitoiminnan 1lisdys, joka toiminta on
RNA:n ja DNA:n hybrideille spesifinen (esimerkiksi ribonuk-
leaasi H). Lisaksi jokaisen entsyymin tulee olla kohtalaisen
aktiivinen yleisissd reaktio-olosuhteissa, joita kdytetdan
muissa entsymaattisissa menetelmissd ja ei-entsymaattisissa
menetelmissd, kuten hybridoitaessa oligonukleotidialukkeita
RNA- tai DNA-templaatteihin.

DNA-suunnattu RNA-polymeraasi, jota kdytetddn tassa keksin-
ndéssa, voi olla mika tahansa entsyymi, joka kykenee sitou-
tumaan erityiseen DNA-sekvenssiin, jota kutsutaan promoot-
toriksi, ja aloittamaan spesifisesti in vitro RNA-synteesin
maaratyssa aloituspaikassa erittdin 18dhelld promoottoria.
Promoottori ja aloituspaikka muodostavat toisen alukkeen
osan. Lisaksi RNA-polymeraasin tulee kyetd syntetisoimaan
useita RNA-kopioita templaatin funktionaalista kopiota kohti
kohtuullisessa ajassa. Edullisessa suoritusmuodossa kayte-
tddn bakteriofagi-RNA-polymeraasia. Lisdksi voidaan kdyttda
muita bakteriofagi-RNA-polymeraaseja, kuten faagia T3, faa-
gia XII, Salmonella-faagia spé tai Pseudomonas-faagia gh-1.
Toisessa suoritusmuodossa voidaan kdyttdd muuta prokaryoot-
tista tail eukaryoottista DNA-suunnattua RNA-polymeraasia. On
ymmarrettava, ettd jos kaytetdan vaihtoehtoisia RNA-polyme-
raaseja, niin toisen sekvenssin promoottoriin ja aloitussek-
vensseihin on tehtdvd tarvittavat muutokset erityisen RNA-

polymeraasin templaattispesifisyyden mukaisesti.

RNA-suunnattu DNA-polymeraasi, jota kdytetddn tdssa keksin-

ndtssd, voi olla mika tahansa entsyymi, joka kykenee synte-
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tisoimaan DNA:ta oligodeoksiribonukleotidialukkeesta ja RNA-
templaatista. Lisdksi tdmd entsyymi voi sisdltia DNA-suunna-
tun DNA-polymeraasin ja RNaasin toimintoja. Edullisessa suo-
ritusmuodossa kdytetddn avian myoblastosis -viruspolymeraa-
sia (AMV-kaanteistranskriptaasi). Lisdksi RNA-suunnattu DNA-
polymeraasi voi olla mistd tahansa muusta retroviruksesta,
kuten Maloney-hiirenleukemiaviruksesta. Vaihtoehtoisesti
voidaan kayttdd muita eukaryoottisia RNA-suunnattuja DNA-

polymeraaseja.

DNA-suunnattu DNA-polymeraasi, jota kiaytetddn tassi keksin-
néssd, voi olla mikd tahansa entsyymi, joka kykenee synte-
tisoimaan DNA:ta oligodeoksiribonukleotidialukkeesta ja DNA-
templaatista. Tamdn entsyymin ei tule sisdltdd 5’- tai 3’-
eksonukleaasitoimintoja, jotka liittyvat moniin DNA-polyme-
raasityyppeihin. Edullisessa suoritusmuodossa kaytetddn AMV-
kdanteistranskriptaasia. Kuitenkin voidaan kayttda muita
DNA-suunnattuja DNA-polymeraaseja, joista puuttuu luonnolli-
sesti 5’'- tai 3’-eksonukleaasitoiminnat. Nami voivat kasit-
tda tietyt eukaryoottiset DNA-polymeraasit, kuten DNA-poly-
meraasin tai ne DNA-polymeraasit, joita voidaan eristii ni-
sadkkdiden kudoksesta, kuten vasikan kateenkorvasta. Muutoin
sopimattomat DNA-polymeraasit voidaan tehda kayttdkelpoisik-
si poistamalla ei-toivotut eksonukleaasitoiminnat joko muut -
tamalla DNA-polymeraasigeeni, mitd seuraa muutetun polyme-
raasin ilmentdminen sopivassa isdntdsolussa, tai modifioi-
malla kemiallisesti DNA-polymeraasiproteiini. DNA-polymeraa-
sin muutetut versiot voidaan tehdd E. coli DNA-polymeraasi
I:n Klenow-fragmentista tai bakteriofagi T7 DNA-polymeraa-
sista. On ymmirrettdvd, ettd tdllaiset vaihtoehtoiset DNA-
polymeraasiaktiivisuudet lis&td&n tdydentdmddn aktiivisuut -
ta, jonka antaa RNA-suunnattu DNA-polymeraasi, koska edulli-
sessa suoritusmuodossa sekd sama entsyymi vadlittd3i seka RNA-
suunnattua ettd DNA-suunnattua DNA-polymeraasia.

RNaasi H, jota voidaan kaytt3d tassa keksinndéssd, voi olla
mika tahansa entsyymi, joka kykenee hydrolysoimaan RNA:n,

joka on liitetty 14mmdll4 komplementaariseen DNA:han. Taman
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entsyymin ei tule kyetd hydrolysoimaan yksi- tai kaksijuos-
teista RNA:ta tail mitddn DNA:ta. Edullisessa suoritusmuodos-
sa kdytetdan E. coli RNaasi H:ta. Lisdksi voidaan kayttaa
muita RNaasi H -entsyymeitd, kuten vasikan kateenkorvan
RNaasi H:ta. Koska RNaasi H on AMV-kaanteistranskriptaasin
sisdinen toiminta, taydennetddn E. coli RNaasi H:ta edulli-
sessa suoritusmuodossa AMV-kdanteistranskriptaasin RNaasi
H:1lla. Vaihtoehtoisesti voidaan kayttdd mitd tahansa muuta
entsyymia, joka kykenee erottamaan toisen templaatin ensim-
maisestd templaatista.

Edella mainitut entsyymit ja aluke sekoitetaan yhteen reak-
tiosastiassa, joka sisdltdd sekd DNA- etta RNA-synteesiin
tarvittavat puskurit ja kofaktorit. Lisdksi tulee ioniolo-
suhteiden ja reaktiolampdtilan olla yhteensopivat alukkeiden
spesifiseksi hybridoimiseksi DNA- ja RNA-templaatteihin,
kuten alan asiantuntija tietdd. Reaktioseoksessa el tule
olla sellaisia aineita, jotka interferoivat vahvistusmene-
telmdn kanssa, erityisesti substansseja, jotka voivat inhi-
boida suuresti entsyymien toimintaa, interferoida alukkeiden
ja templaattien hybridointia tai hajottaa ei-produktiivises-

ti nukleiinihappovalituotteita ja nukleiinihappotuotteita.

Mahdollisten havaitsemiskaavioiden kuvaus voi olla kiyttd-
kelpoista kdytettdessd vahvistusmenetelmaa. On ymmarrettava,
ettd kaaviot, joita voidaan kdyttdd vahvistusmenetelmassa
syntetisoitujen nukleiinihappojen havaitsemiseen, eivat ra-
joitu tassad kuvattuihin ja on tarkoitettu, ettda muita mene-

telmid voidaan kayttaa.

Erddssd suoritusmuodossa voidaan reaktioseokseen lisdatd mer-
kitty prekursori. Vahvistus mddritetddn tekemalla kvantita-
tiivinen tai kvalitatiivinen analyysi merkityille tuotteil-
le, jotka voidaan erottaa merkitystd prekursorista kdayttad-
malld alalla tunnettuja menetelmid. Merkitty prekursori voi
olla ribonukleosiditrifosfaatti havaittaessa RNA-synteesida
tai deoksinukleosiditrifosfaatti tai oligonukleotidialuke

havaittaessa DNA-synteesid. Merkkiaine voi olla tyypiltaan
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radioisotooppi tai kayttdkelpoinen kemiallinen ryhma, kuten
biotiini, kromofobi, fluorofobi tai hapteeni, joka voi si-
toutua vasta-aineeseen, tai mahdollisesti proteiini tai ent-
syymi. Merkityt tuotteet voidaan erottaa merkityista prekur-
soreista liukenevuuden, varauksen tai koon perusteella. Li-
sdksi merkitty DNA tai RNA voidaan hybridoida nukleiinihap-
poon, joka sisdltdd komplementaarisen sekvenssin ja joka

voidaan immobilisoida.

Toisessa suoritusmuodossa voidaan vahvistusmenetelmidn tuot-
teet sitoa immobilisoituun kannattimeen, hybridoida komple-
mentaarisen sekvenssin sisdltdvaan nukleiinihappokoettimeen
ja erottaa hybridoitumattomasta nukleiinihappokoettimesta,
joka jdd liuokseen. Tuotteet DNA tai RNA voidaan sitoa suo-
raan kiinteddn kantimeen milld tahansa vakaalla vuorovaiku-
tuksella, kuten hydrofobisella, sihkdstaattisella tai kova -
lenttisella vuorovaikutuksella. Lisiksi tuotteet voivat si-
saltdd tiettyji kemiallisia ryhmid, esimerkiksi biotiinia,
joka voidaan sisillyttds tuotteisiin vahvistusmenetelmdn
aikana immobilisoituun proteiiniin, esimerkiksi avidiiniin
tai streptavidiiniin, sitoutumisen mahdollistamiseksi. Li-
saksi tuotteet voidaan hybridoida nukleiinihappoon, joka
sisdltdd komplementaarisen sekvenssin ja joka voidaan immo-
bilisoida. Nukleiinihappokoetin sisaltaa komplementaarisen
sekvenssin, joka muodostaa riittdvan vakaan vuorovaikutuksen
vahvistusmenetelmin tuotteen kanssa mahdollistaen sitoutu-
misen hybridointiolosuhteissa ja jatkuvan sitoutumisen hyb-
ridoitumattoman nukleiinihappokoettimen poistamiseen kdyte-
tyissd olosuhteissa. Edullisessa suoritusmuodossa komplemen-
taarinen sekvenssi johdetaan siita spesifisen nukleiinihap-
posekvenssin osasta, joka on ensimmdisen alukkeen ja toisen
alukkeen sekvenssien vilissa. Nukleiinihappokoetin voi olla
yksijuosteinen DNA tai RNA tai kaksijuosteinen DNA tai RNA,
jotka voi olla tehty yksijuosteisiksi, tai oligonukleotidi,
joka voi koostua deoksiribonukleotideista ja/tai ribonukle-
otideistd. Lisdksi nukleiinihappokoetin voi sisaltaa kemial -
lisen ryhmdn, joka voi sitoutua kovalenttisesti tuote-DNA: -
han tai RNA:han sopivissa olosuhteissa. Nukleiinihappokoetin
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voi olla merkitty radioisotoopilla tai kdayttdkelpoisella
kemiallisella ryhmdlld, kuten biotiinilla, kromofobilla,
fluorofobilla tai hapteenilla, joka voi sitoutua vasta-ai-
neeseen. Lisdksi nukleiinihappokoetin wvoidaan konjugoida
proteiiniin tai entsyymiin, esimerkiksi fosfataasiin tai
peroksidaasiin. Lisdksi nukleiinihappokoetin voi sisdltaa
sekvenssejd, jotka mahdollistavat koettimen in vitro -repli-

kaation.

On tarkoitettu, ettd vahvistusmenetelmdn tuotteet voidaan
analysoida menetelmilld, joita kdytetddn tavallisesti nuk-
leiinihappojen yhteydessd, jotka on rikastutettu molekyyli-
kloonaustekniikoilla, tai vaihtoehtoisesti spesifisen DNA-
sekvenssin synteesi voidaan havaita hajottamalla syntetisoi-
tu DNA restriktioendonukleaasilla, mita seuraa elektrofo-
reettinen erottaminen ja havaitseminen kdyttden alalla tun-
nettuja menetelmid. Toisessa vaihtoehdossa vahvistetun RNA:n
sekvenssi voidaan madrittda DNA-synteesilld kayttamadlla RNA-
suunnattua DNA-polymeraasia, ensimmdistd aluketta ja dide-
oksinukleosiditrifosfaatteja (Stoflet et al., 1988). Toises-
sa vaihtoehdossa vahvistetun kolmannen templaatin sekvenssi
voidaan midrittdd RNA-synteesilld kdyttden DNA-suunnattua
RNA-polymeraasia, jota kdytettiin vahvistusmenetelmdssa, ja
3’ -decksiribonukleotiditrifosfaatteja (Axelrod & Kramer,
1985) . Toisessa vaihtoehdossa vahvistettu RNA voi koodittaa
polypeptidin, joka voidaan translatoida in vitro. In vitro
-translaation polypeptidituote voidaan analysoida kayttamal-

14 vasta-ainetta.

Niyte, jonka oletetaan tai tiedetdan sisdltavan spesifisen
nukleiinihapposekvenssin, lisdtdan reaktioseckseen templaat-
tinukleiinihapon muodossa, joka kykenee vahvistumaan homo-
geenisesti ja jatkuvasti ja joka voi olla mikd tahansa ku-
viossa 1 esitetyn jakson vadlituote. Templaattinukleiinihappo
voi olla yksijuosteinen RNA, joka sisaltda 5’-paassa sek-
venssin, joka on riittdvan homologinen sen kanssa, joka on
toisen alukkeen 3'-padssd, ja sisdltda sekvenssin, joka on

riittdvan komplementaarinen ensimmaisen alukkeen kanssa.
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Tamin muodon templaattinukleiinihappo toimii ensimmiisena
templaattina vahvistusmenetelmdssa. Templaattinukleiinihappo
voi olla vaihtoehtoisesti yksijuosteinen DNA, joka sisdltaa
3’ -padssdin sekvenssin, joka on riittdvan komplementaarinen
vahintddn toisen alukkeen 3’-pddn kanssa ja sisaltaa sek-
venssin, joka on riittdvdn homologinen sen kanssa, joka on
ensimmiisen alukkeen 3’-pddssa. Tamdn muodon templaattinuk-
leiinihappo toimii toisena templaattina vahvistusmenetelmis-
sd. Templaattinukleiinihappo voi olla vaihtoehtoisesti kak-
sijuosteinen DNA, jonka yksi juoste sisdltdd 5’-paassa toi-
sen alukkeen koko sekvenssin ja sisdltaa sekvenssin, joka on
riittdvan komplementaarinen ensimmdaisen alukkeen Kkanssa.
Kaksijuosteinen DNA toimii kolmantena templaattina vahvis-

tusmenetelmassa.

Vaikka templaattinukleiinihapon valmistaminen ei ole vahvis-
tusmenetelmdn osa, mahdollisten kaavioiden templaattinukle-
iinihappojen generoimiseksi kuvaaminen voi olla kdyttdkel-
poista vahvistusmenetelmdn soveltamiseksi. On ymmarrettava,
ettd kaaviot, joita voidaan kdyttdd templaatttinukleiiniha-
pon saamiseen, eivat rajoitu tassd kuvattuihin vaihtoehtoi-

hin ja on tarkoitettu, ettd muita menetelmid voidaan kayt-

Erddssd vaihtoehdossa templaattinukleiinihappo, Jjoka voi
toimia ensimmidisend templaattina, voi olla luonnollisesti
esiintyvd RNA tai RNA-fragmentti, joka voidaan generoida
suuremmmasta RNA-molekyylistd kayttdmdlld alalla tunnettuja
paikkaspesifisid hydrolyysimenetelmid (Shibahara et al.,
1987).

Toisessa vaihtoehdossa templaattinukleiinihappo, joka voi
toimia toisena templaattina, voidaan generoida kaksijuostei-
sesta DNA:sta hajottamalla restriktioendonukleaasilla, jossa
on paikka, joka on valittdmidsti sekvenssin sivulla, joka on
riittdvan komplementaarinen toisen alukkeen 3’ -pddn kanssa.
Saadut kaksijuosteiset DNA-fragmentit voidaan sitten tehda
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yksijuosteisiksi kdyttamdlla kemillisia tai lampddenaturoin-
timenetelmia.

Eradssd toisessa vaihtoehdossa templaattinukleiinihappo,
joka voi toimia toisena templaattina, voidaan generoida yk-
sijuosteisesta DNA:sta tai RNA:sta, johon on hybridoitu oli-
gonukleotidi, joka kykenee suojaamaan DNA-synteesii. Tama
suojaava oligonukleotidi voi sisdltda kemiallisen ryhman,
joka voi sitoutua kovalenttisesti templaattiin sopivissa
olosuhteissa. DNA-synteeseilld tdstd suojatusta templaatista
kdyttamdllad ensimmdistd aluketta voidaan saada aikaan syn-
tetisoitu DNA, jossa on sama 3’'-pdi kuin toisessa templaa -
tissa. Jos alkuperdinen templaatti on RNA, niin saatua DNA-
RNA-hybridid voidaan kdyttada suoraan templaattinukleiinihap-
pona. Jos alkuperdinen templaatti on DNA, niin saatu toisen
templaatin kopio voidaan sitten erottaa alkuperdisesti tem-
plaatista kdyttdmdlla kemiallisia tai lampddenaturointimene-
telmia.

Erddssd toisessa vaihtoehdossa templaattinukleiinihappo,
joka voi toimia kolmantena templaattina, voidaan generoida
vksijuosteisesta DNA:sta tai RNA:sta DNA-synteesill& DNA-
tai RNA-templaatistd kdyttdmdlla toista aluketta. Saatu syn-
tetisoitu DNA voidaan sitten erottaa alkuperdisesta templaa-
tista kdayttamdllad kemiallisia tai lampddenaturointimenetel -
mid. Lisdaksi RNA-templaatti voidaan hydrolysoida kdyttamilla
kemiallisia tai entsymaattisia menetelmid. Saadussa yksi-
juosteisessa DNA:ssa on toisen alukkeen sekvenssi kiinnitty-
neena kovalenttisesti 5’'-pddhdn ja se sisialtaa sekvenssin,
joka on riittavan komplementaarinen ensimmiisen alukkeen
kanssa. Tamd yksijuosteinen DNA voidaan muuttaa transkrip-
tionaalisesti funktionaaliseksi kaksijuosteiseksi DNA:ksi
hybridoimalla ensimmiinen aluke yksijuosteiseen DNA:han ja
syntetisoimalla DNA-sekvenssi, joka on kovalenttisesti kiin-
nittynyt ensimmdiseen alukkeeseen ja komplementaarinen yksi-

juosteisen DNA:n kanssa.
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Toisessa vaihtoehdossa yksijuosteinen DNA- tai RNA-templaat-
ti voidaan saada kaksijuosteisesta DNA:sta, kaksijuosteises-
ta RNA:sta tai DNA-RNA-hybridistd kayttamilld kemiallisia,
termisid tai mahdollisesti entsymaattisia menetelmid. Saatua
vyksijuosteista DNA:ta tai RNA:ta voidaan kayttad kdyttdmilla
yhta edella esitettyd vaihtoehtoista kaavaa templaattinukle-
iinihapon generoimiseksi, joka voi toimia ensimmiisend, toi-
sena tai kolmantena templaattina. Lisdksi voidaan kayttaa
samanaikaisesti vaihtoehtoista kaavaa, jochon kuuluu ensim-
mdinen aluke ja nukleiinihapon toinen juoste ja toista vaih-
toehtoista kaavaa, johon kuuluu toinen aluke ja nukleiiniha-
pon toinen (komplementaarinen) juoste, templaattinukleiini-

happojen generoimiseksi.

On havaittu yllattden, ettd sekd DMSO:n ettd BSA:n lisddmi-
nen reaktiovaliaineeseen 1isdd merkittavidsti edelld kuvatun
vahvistusmenetelmdn herkkyyttd ja toistettavuutta. Kiaytet-
tdessd esilld olevaa keksint®3 on havaittavissa sekd eris-
tettdvissa kohdekopiolukuja alueella 1-10°. DMSO loppukon-
sentraatiossa alueella 0 % -30 % ja BSA loppukonsentraati-
ossa alueella 5 pug/ml - 2500 ug/ml ovat kdyttdkelpoisia vah-
vistusmenetelmdn herkkyyden ja toistettavuuden parantamisek-
si. Edullisessa suoritusmuodossa kdytetddn BSA-konsentraa-
tiota alueella 50 ug/ml - 500 ug/ml ja DMSO-konsentraatiota
alueella 15 % -25 %. Toisessa edullisessa suoritusmuodossa
kdytetddn BSA-konsentraatiota alueella 100 pg/ml -300 ug/ml
ja DMSO-konsentraatiota alueella 15 % 25 %. DMSO:n ja BSA:n

kayttd vahvistusreaktiovdliaineessa saa aikaan parantuneen

X

herkkyyden ja toistettavuuden verrattaessa reaktiovaliai-
neen, jossa ei ole DMSO:ta ja BSA:ta, kdyttddn, mutta kui-
tenkin pelkka reaktiovaliaine on riittéva kohdenukleiinihap-
posekvenssien havaitsemiseen ja eristamiseen. DMSO:n Jja
BSA:n kayttd reaktiovédliaineessa on sopivaa vahvistustason
nostamiseksi vahintddn 10-kertaisesti verrattuna pelkkdan
reaktiovdliaineeseen. Erddssid edullisessa suoritusmuodossa
vahvistus kdyttdmdalla DMSO:ta ja BSA:ta esilld olevan kek-
sinndén mukaisesti lisddntyy vahintdan 100-kertaisesti. Toi-

sessa edullisessa suoritusmuodossa vahvistaminen kdyttamalla
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DMSO:ta ja BSA:ta esilld olevan keksinndn mukaisesti 1is3an-
tyy vahintddn 1000-kertaisesti. Toisessa edullisessa suori-
tusmuodossa vahvistaminen kayttamdalld DMSO:ta ja BSA:ta
esilla olevan keksinndn mukaisesti 1lisdantyy vahintaan
10000-kertaisesti. Toisessa edullisessa suoritusmuodossa
vahvistaminen kdyttamilld DMSO:ta ja BSA:ta esilli olevan
keksinndbn mukaisesti lisddntyy vahintddn 10%-kertaisesti.
Toisessa edullisessa suoritusmuodossa vahvistaminen kaytta-
mdlla DMSO:ta ja BSA:ta esilld olevan keksinndn mukaisesti
lisddntyy vadhintddn 10’-kertaisesti. Toisessa edullisessa
suoritusmuodossa vahvistaminen kdyttdmi114 DMSO:ta ja BSA:ta
esilla olevan keksinndn mukaisesti lisddntyy vahintdan 103-
kertaisesti.

Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttd33d DMSO:n ja BSA:n lisaksi
muita spesifisid tehostuskemikaaleja (SPC) esilld olevan
keksinndn mukaisesti, joilla saadaan vahvistustason lis3in-
tyminen verrattuna reaktiovdliaineisiin, joissa ei ole
SPC:ita.

On myb6s havaittu odottamatta, ettd DMSO:n lisddminen alueel -
la 2-20 % esilld olevan vahvistusmenetelmdn reaktiovaliai-
neeseen parantaa menetelman toistettavuutta, kuten esitetddn
esimerkiksi kuviossa 3. Pelkdn DMSO:n kaytdn on osoitettu
myds vahentdvan vahvistustasoa alkaen 15-20 % DMSO reak-

tiovdliaineessa.
Materiaalit ja menetelmit

Materiaalit

Oligonukleotidit syntetisoitiin kdyttdmdll4 Applied Biosys-
tems 380A DNA-syntetisoijaa. Oligonukleotidisynteesiin tar-
vittavat pylvadt, fosforiamidiitit ja reagenssit saatiin
Applied Biosystems, Inc.:std Technical Marketing Associate-
sin kautta. Oligonukleotidit puhdistettiin polyakryyliamidi-
geelielektroforeesilla, mitd seurasi DEAE-selluloosakromato-
grafia. Radioisotooppi [-32p] UTP (800 Ci/mmoolia) oli Amer-
shamilta. DNA:n hajottamiseen ja ligatoimiseen tarvittavat
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entsyymit hankittiin New England Biolabsillta ja niitd kay-
tettiin toimittajan suositusten mukaisesti. Valmisteet, jot-
ka sisalsiviat DNA-polymeraasi 1 (Klenow) -fragmentin, han-
kittiin myds New England Biolabsista. Promega Biotecin RNaa-
si ja T7 RNA-polymeraasi hankittiin Bio/Can Scientific
Inc.:n kautta. Kdidnteistranskriptaasi ja RNaasi H hankittiin
Pharmaciasta. Proteinaasi K:n toimittaja oli Boehringer
Mannheim Canada. Kaikkiin transformaatioihin kdytettiin E.
coli -lajia HB101 (ATCC 33694). Plasmidi pUC19 (Norrander et
al., 1983) hankittiin Bethesda Research Laboratoriesilta.

DNA:n eristdminen ja sekvennointi

E. coli -transformantit viljeltiin YT-viliaineessa (Miller,
1972), joka sisiltdd 50 ug/ml ampisilliinia. Plasmidi-DNA
puhdistettiin nopealla keittomenetelmillad (Homes ja Quigley,
1981) . Kaikissa konstruktioissa kdytetyt DNA-fragmentit ja
-vektorit erotettiin elektroforeesilla alhaisen sulamispis-
teen agaroosilla ja puhdistettiin sulaneesta agaroosista
fenoliuuttamisella ja etanolipresipitoinnilla (Maniatis et
al., 1982). Plamsidi-DNA sekvennoitiin kdyttadmdlla dideoksi-
menetelmdan (Sanger et al., 1977) modifiointia (Hattori et
al., 1985). Reaktiot ajettiin kdyttamilla -20 universaalista
aluketta (New England Biolabs).

TCA-presipitointi

Vahvistusreaktioiden alikvootit (5 ml) tukahdutettiin 20
ml:ssa 10 mM EDTA ja sijoitettiin jaan paalle kunnes kaikki
ajankohtandytteet oli keratty. Tukahdutetut naytteet levi-
tettiin sitten lasisuodatinlevyille ja valitt&masti tiputet-
tiin jddkylmadn 5 % trikloorietikkahappo (TCA) - 1 % nat-
riumpyrofosfaattiin 10 min aikana sekoittamalla silloin t&l-
16in. Kahta 5 min pesua jadkylmdlla 5 % TCA:1la seurasi kak-
si lisapesua 95 % etanolilla ja kuivaksi lyofilisointi. Ra-

dicaktiivisuus madritettiin nestetuikelaskimessa.

Polyakryyligeelielektroforeesi
Naytteisiin (1-6 ml) sekoitettiin 4-5 ml formamidivaria
(90 % deionoitua formamidia, 10 mm TrisHC1 (PH 8,0), 1 mM
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EDTA, ksyleenisyanoli- ja bromifenolisinistad) ja levitettiin
esijaon 12 cm pitkalle 7 % denaturointipolyakryyliamidigee-
lille. Geelit ajettiin 350 voltissa kunnes bromifenolisini-
nen vari oli tavoittanut pohjan. Joissakin tapauksissa gee-

5 1lit kiinnitettiin ja kuvattiin ennnen autoradiografiaa.
Kiinnittdminen ké&sitti 15 min pesun 10 % metanoli - 7 %
etikkahapossa. Tdlla menetelmdlla erotettujen RNA-tuotteiden
profiilit visualisoitiin autoradiografialla huoneenlampdti-
lassa.

10

Esimerkki 1: Gag-testijarjestelmddn tarkoitettujen oligonuk-

leotidien rakentaminen ja synteesi

Synteettinen DNA-sekvenssi (kuvio 2A) tehtiin siten, ettd se
15 sisdltdd EcoRI-paikan, T7-faagipromoottorin, sekvenssin,
joka tarvitaan, ettd T7 RNA-polymeraasi aloittaa transkrip-
tion, ja 19 bp hybridointialueen (hybridointialue 1). 47 b
antisense-juosteinen oligonukleotidi (T7H1.GAG), joka osal-
listuu ndiden elementtien kloonaukseen, toimii myds ensim-
20 miisend alukkeena. Hybridointialue 2 on 53 bp poispdin hyb-
ridointialueesta 1 ja on 20 bp pitkd. Tdlle alueelle tehty
aluke (H2.GAG) on sense-juosteen 20 b oligonukleotididupli-
kaatti ja sitd ei kdytetd kloonaamiseen. Sekvenssi, joka
kidsittdd ja sisdltdi hybridointialueet, on HTLV-III-genomin
25 gag-osan 92 bp segmentti, AIDS:n aiheuttaja. Tadmd erityinen
geenisegmentti valittiin, koska alukkeiden ennustettiin hyb-
ridoituvan tehokkaasti ja koska kahden hybridointialueen
valinen ero on suhteellisen lyhyt. Lisdksi XbaI-paikka si-
jaitsi sekvenssin pddssd kloonauksen helpottamiseksi. gag-
30 testisekvenssi sisdltdd myds SphI- ja PstI-paikat, jotka

. voivat avustaa rekombinantteja seulottaessa.

Kaikkiaan kdytettiin neljda oligonukleotidid tamdn fragmen-
tin kloonaamiseen. N1.GAG, jota kdytetddn seka gag-testi-
35 ettd gag2-testisekvenssin konstruoimiseen, tdydentda anti-
sense-juosteen ja sitd kdytetddn vain kloonausmenetelmissa.
Samaten on T74.PRO T7-promoottorin sense-juosteen komponent-

ti. Kuitenkin N2.GAG:td kdytettiin kummankin testifragmentin
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konstruoimiseen ja sitid on myés kidytetty vidlituotteena (toi-
nen templaatti) vahvistusjakson kahdessa vaiheessa. Kokonai -
nen kloonattu gag-testifragmentti voi olla myds vahvistus-
jakson vdlituote (kolmas templaatti). Kun gag-testi-DNA on
kloonattu sopivaan vektoriin, se voidaan transkriboida T7
RNA-polymeraasilla RNA-fragmentin (ensimmiinen templaatti)
tuottamiseksi, joka on kayttdkelpoinen vahvistusvadlituote
kolmessa vaiheessa. Lisdksi T7H1.GAG ja H2.GAG toimivat
alukkeina testausjidrjestelmissa.

gag2-testi synteettinen DNA-fragmentti (kuvio 2B) ei sisilla
T7-promoottoria vaan sekvenssin ja&nnds on identtinen gag-
testisekvenssin kanssa ja siten N1-GAG ja N2.GAG kuuluvat
sen konstruktioon. Antisense-juosteen taydelliseksi tekemi-
seen tarvittava oligonukleotidi on nimelt&an H1-GAG. gag2-
testifragmentia voidaan kayttdi kloonauksen jdlkeen tem-
plaattina testausvahvistuksessa kayttdmalld DNA-restriktio-
fragmenttia templaattinukleiinihappona.

Esimerkki 2: Gag-testiplasmidien konstruktio

Oligonukleotidit T74.PRO ja N1.GAG (2 mg kumpaakin) fosfo-
ryloitiin erikseen 20 ml:n reaktioissa, jotka sisdlsivat 70
mM Tris-HC1 (ph 7,6), 10 mM mgCl,, 5 mM DTT, 0,5 mM ATP ja 5
yksikkda T 4-polynukleotidikinaasia 37 °C:ssa 30 min. Fosfo-
ryloituun T74.PRO ja N1.GAG (10 ml kumpaakin) sekoitettiin
1 mg fosforyloimatonta T74H1.GAG ja N2.GAG ja 3 ml 100 mM
Tris-HC1l (pH 77,8) - 500 mM NaCl lopullisessa tilavuudessa
29 ml gag-testikokoonpanoa varten. Gag2-testiseos sisdlsi 10
ml fosforyloitua N1.GAG, 1 mg fosforyloimatonta 1.GAG ja
N2.GAG ja 1,8 ml 100 mM Tris-HC1l (pH 7,8( - 500 mM NaCl lo-
pullisessa tilavuudessa 18 pl. Oligonukleotidiseokset hybri -
doitiin sijoittamalla ne 90 °C:een 10 minuutiksi, mitd seu-
rasi hidas jadahdyttaminen huoneenlampdtilaan 10-16 h, 60 ml
reaktioita, jotka sisdlsivat 50 mM Tris-HC1l (pH 7m8), 10 mM
MgCl,, 20 mM DTT, 1 mM ATP ja 50 pug/ml BSA, kdytettiin hybri-
doitujen oligonukleotidien ligatoimiseksi yhteen. 400 yksik-
k6d T4 DNA-ligaasia lisdttiin gag-testireaktioon ja sita
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inkuboitiin 15 °C 2 tuntia kun taas gag2-reaktiota inkuboi-
tiin 14-16 h 200 yksikdlla T4 DNA-ligaasia.

Eristettyihin Jja puhdistettuihin DNA-segmentteihin sekoi-
tettiin plasmidia pUC19, joka oli linearisoitu hajottamalla
restriktioensyymipaikat polylinkkerialueella. T4 DNA-ligaa-
sia kdytettiin gag-testisekvenssin ligatoimiseen pUC19:n
EcoRI-Xbal-fragmenttiin, kun taas gag2-testisekvenssi liga-
toitiin SmaI-XbaI-fragmenttiin. Naiden reaktioiden jdlkeen
saaduista transformanteista perdisin olevaa plasmidi-DNA:ta
kdytettiin E. colin transformoimiseen ja ne seulottiin re-
striktioanalyysilla ja lopulliset plasmidit (PGAG.TEST ja
PGAG2.TEST) maaritettiin oikeiksi sekvenssianalyysilla.

Esimerkki 3: Alukekonsentraation vaikutus RNA-vahvistukseen

Reaktioseokset (25 ml), joita kdytettiin RNA:n vahvistami-
seen, joka oli transkriboitu gag-testioligonukleotideista,
sisalsivat 50 mM Tris-HCl1 (pH 8,45), 6 mm MgCl,, 40 mM KCI1,
10 mM ditiotreitolia, 0,5 mM NTP (ATP; CTP; GTP; UTP), 1 mM
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, d4TTP), 20 yksikk®6ad RNAsiinia, 10
yksikk6a T7 RNA-polymeraasia, 10 yksikkda kdanteistranskrip-
taasia, 0,4 yksikkda RNaasi H:ta ja 10 mCi (-32p] UTP. Kaksi
reaktioista sisdlsi 0,5 ng (0,015 pmoolia) N2.GAG, kun muut
kaksi reaktiota eivat sisdltaneet templaattia. Alukkeita
T7H1.GAG ja H2.GAG lisdttiin kumpaakin lopullisissa pitoi-
suuksissa 3,4 mM tai 0,34 mM reaktioihin, jotka sisalsivat
joko N2.GAG tai eivat sisadltdneet mitdan templaattia. Reak-
tioita inkuboitiin 42 °C 2 H. RNA:n kokonaissynteesia tark-
kailtiin mddrittdmdalld TCA:n sisdllyttdminen, joka on liu-
kenematon cpm, 30 min vdlein. Alukekonsentraation vaikutus
templaatista riippuvaan RNA-synteesiin on esitetty taulukos-
sa 1. Kunkin reaktion alikvootit, jotka sisdlsivdt yhta suu-
ret mddrdt syntetisoitua RNA:ta, analysoitiin PAGE:1lla ja
autoradiografialla (kuvio 3, kaista 1-4, mumeroitu samoin
kuin reaktiot).
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Taulukko 1
RNA-vahvistuminen N2.GAG:sta 2 h kuluttua

Kunkin alukkeen Templaatti Syntetisoitunut

Reaktio konsentraatio (mM) (ng) RNA (mg)
1 3,4 0,5 2,8
2 3,4 - 2,1
3 0,34 0,5 1,8
4 0,34 - 0,7

Havaittiin, ettd joskin reaktio 1 tuotti suurimman isotoopin
sisallyttamisen, ei-templaattikontrolli, reaktio 2, oli myds
korkea (73 % reaktiosta 1) ja tuotti hyvin samanlaisen
elektroforeettisen profiilin. Siten ilmenee, ettd korkeiden
alukekonsentraatioiden lasndollessa tuotetaan RNA-transkrip-
ti, jonka koko on identtinen sen kanssa, jota odotetaan vah-
vistuksessa, minkd tahansa templaatin poissaollessa. Tulok-
set kdytettdessd ndytteitd, joissa oli 10-kertainen aluke-
pitoisuuden lasku, olivat dramaattisesti erilaisia. Reak-
tiossa 3 tuotetun RNA:n madrd oli 2,6 kertaa reaktion 4 mda-
ra, kun taas todellisuudessa kaikki transkriptista loydet-
tiin reaktiossa 3 yhdesta odotetun koon kaistasta eikd reak-
tiosta 4 1ldydetty fragmentteja, jotka ovat suurempia kuin
60-70 b. Tdten alukekonsentraatiolla on suuri merkitys RNA-

vahvistuksen tarkkuudessa ja tehokkuudessa.

Kontrolli-RNA-transkripti, jota kdytettiin esitt&middn odo-
tetun fragmentin kokoa, joka fragmentti generoidaan vahvis-
tusjdrjestelmdalla (kuvion 3 kaista 0), valmistettiin testi-
plasmidista transkriptoimalla. pGAG.TEST linearisoitiin ha-
jottamalla XbaI:114, proteinaasilla K kdsiteltynd (Maniatis
et al., 1982), fenoliuutettuna ja etanolipresipitoituna.
Sitten T7 RNA-polymeraasia kdytettiin toimittajan suositus-
ten mukaisesti 0,5 mg:n saatua fragmenttia transkriboimisek-

si 25 ml:ssa reaktioseosta, joka sisdlsi 10 mCi [-32p] UTP.
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Esimerkki 4: Templaattikonsentraation vaikutus RNA-vahvis-
tukseen

Standardi 50 ml:n reaktioseos, jota kdytettiin RNA:n vahvis-
tamiseksi, Jjoka oli transkriboitu gag-testioligonukleoti-
deista, sisalsi 0,34 mm T7H1.GAG, 0,34 mM H2.GAG, 50 mM
Tris-HCl (pH 8,45), 6 mM MgCl,, 40 mM KCl, 10 mM DTT, 0,5 mM
NTP, 1 mM 4ANTP, 40 yksikk&d RNasiinia, 20 yksikk®3d T7 RNA-
polymeraasia, 20 yksikk6ad kadnteistranskriptaasia, 0,8 yk-
sikkdéad RNaasi H:ta ja 10-20 mCi [-32p] UTP. Reaktiot sisdl-
sivat templaattimddrid (N2.GAG), jotka vaihtelivat 1 ng:sta
1 fg:aan. Yksi reaktioista ei sisdltanyt mitdan templaattia.
Reaktioita inkuboitiin 42 °C:ssa 3 h, jonka aikana RNA:n
kokonaissynteesid tarkkailtiin mddrittamdll& TCA:n liittymi-
nen, joka on liukenematon cpm, 30 min vdlein. Kuten taulu-
kossa 2 esitetdan, kokonais-RNA-synteesi oli suurempi kuin
templaatiton kontrolli kaikille testatuille templaateille.
Vaikkakin RNA:n kokonaissynteesi laski tavallisesti tem-
plaattikonsentraation laskiessa, tdmd synteesin lasku ei ol-
lut kvantitatiivinen. Taten RNA:n vahvistustaso ldhtétem-
plaattia kohden nousi tavallisesti templaattikonsentraation
laskiessa. 8 x 108-kertainen vahvistus saavutettiin synte-
tisoimalla 0,8 mg RNA 1 fg:sta N2.GAG-templaattia. Yksi fg
102-b N2.GAG-oligonukleotidia on suunnilleen 2 x 104 mole-

kyylia.
Taulukko 2
RNA-vahvistus N2.GAG:sta 3 h kuluttua
Syntetisoitunut -kertainen
Reaktio Templaatti RNA (mg) vahvistus
1 1 ng 3,5 3,5 x 103
2 100 pg 4,4 4,4 x 104
3 10 pg 4,1 4,1 x 105
4 1 pg 3,0 3,0 x 106
5 100 fg 2,7 2,7 x 107
6 10 fg 1,9 1,9 x 108
7 1 fg 0,78 7,8 x 108
8 - 0,046 -
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RBA, joka syntetisoitiin 3 h reaktioajan jalkeen, analysoi-
tiin PAGE:1la kunkin templaattikonsentraation osalta (kuvio
4, kaistat 1-8, numeroitu samoin kuin reaktiot) . Padkaista,
joka edustaa noin 100 b:n RNA:ta oli l&sna kaikissa reakti-
oissa paitsi niissd, jotka sisdltavat 1 fg templaattia ja
eividt sisdlld templaattia. Reaktiossa, joka sisdlsi 1 fg
templaattia, ei ollut paljon tdtd 100 b tuotetta 3 h:ssa
mutta kaiken kaikkiaan RNA-synteesi oli suurempi ja kvali-
tatiivisesti erilainen kuin templaatittomassa reaktiossa.

Esimerkki 5: RNA-tuotteiden hybridointianalyysi

Vahvistusreaktiot, jotka sisdlsivit N2.GAG-templaattimidria
1l pg - 0,1 £fg, suoritettiin esimerkin 4 opetusten mukaisesti
paitsi ettd radiomerkitty UTP j&tettiin pois. Reaktioita
inkuboitiin 42 °C:ssa 3 h. Alikvootit poistettiin jokaisesta
reaktiosta 30 min vdlein ja ne levitettiin nailonkalvolle
(Amersham) . Ndihin reaktioalikvootteihin sisdltyvat nukleii-
nihapot kiinnitettiin altistamalla ultraviolettivalolle.
Kalvoa esihybridoitiin 50 °C:ssa 1 h esihybridointipuskuris-
sa, joka sisdlsi loppukonsentraation 50 til/til formamidia,
5 X SSC ja 5 X Denhardtin liuosta (Maniatis et al., 1982,
Southern et al., 1975) tilavuudessa, joka on ekvivalenttinen
5 ml:n liuosta 100 cm? kohti kanssa ja hybridoitiin radio-
merkitylla koettimella hybridointiliuoksen 106 cpm/ml spesi-
fiselld aktiivisuudella. Hybridointia suoritettiin 50 °C:ssa
16 h 50 % formamidissa, 5 X SSC ja 5 X Denhardtin liuoksessa
(Maniatis et al., 1982, Southern et al., 1975). Radiomerkit -
ty koetin oli synteettinen oligonukleotidi
5’GATCTGGGATAGAGTACATCCA 3’', joka oli merkitty 5’'-pdédssa
kdyttdmalld T4-polynukleotidikinaasia ja (-32p) ATP. Sen
jalkeen kalvo pestiin 50 °C:ssa 2, 3 min pesusarjoissa, jot-
ka koostuivat 2 X SSCC, 0,1 % til/til SDS ja 0,2 X Ssc,
0,1 % til/til SDS (Southern et al., 1975, Maniatis et al.,
1982, Szostak et al., 1979).

Kuvio 5 esittdd vahvistusreaktioissa suoritettujen hybri -
dointianalyysien tulokset, jotka reaktiot sisdltavit erilai-
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sia mddrid N2.GAG-templaattia, jotka otettiin ndytteend eri-

laisina inkubointiaikoina.

Jokainen kuvion 5 pylvas esittda erilaista ajankohtaa (1, 30
min; 2, 60 min; 3, 90 min; 4, 120 min; 5, 150 min; 6, 180
min) ja jokainen rivi esittda lisatyn N2.GAG-templaatin eri-
laista maaraa (1, 1 pg; 2, 100 fg; 3, 10 fg; 4, 1 fg; 5, 0,1
fg; 6, ei templaattia). Merkittyyn koettimeen hybridoitujen
nukleiinihappojen vahvistus havaittiin 1-3 osalta (1 pg - 10
fg), kuitenkaan hybridointi spesifisiin nukleiinihappoihin
riveilla 4-5 ( 1 fg, 0,1 f£g) ei ollut suurempi kuin rivilla
6 (ei templaattia). Rivin 6 merkityn ndytteen ilmeinen ei-
spesifinen sitoutuminen ndyttda liittyvan DNA- tai RNA-syn-
teesiin, koska hybridointisignaali lisdantyy ajan lisdanty-

essa.

Esimerkki 6: DNA-restriktiofragmentin kdyttd templaattina

Plasmidi pGAG2.TEST hajotettiin MspI:11&, kdsiteltiin pro-
teinaasi K:1lla, puhdistettiin fenoliuuttamisella ja etano-
lipresipitaatiolla ja denaturoitiin keittdmdlld 5 minuuttia.
Vahvistusreaktiot suoritettiin ja analysoitiin seuraten esi-
merkin 5 opetusta paitsi ettd templaattina kdytettiin Mspl-
hajotettua pGAG2.TESTid N2.GAG-oligonukleotidin asemasta.
Kuhunkin reaktioon lisdtyn plasmidin mddrdt vaihtelivat 55
ng:sta 5,5 pg:aan ja templaatittomaan. Kyseisessd ndytteessd
olevan 1lisa-DNA:n simuloimiseksi wvaihtoehtoiset reaktiot
sisalsivat 1 ng vasikan kateenkorvan DNA:ta, joka oli hajo-
tettu, puhdistettu ja denaturoitu samalla tavalla. 3 tunnin
42 °C:ssa inkuboinnin jdlkeen RNA:n synteesi mddritettiin
TCA-presipitoinnilla ja PAGE-analyysilld. Kuten taulukossa
3 esitetddn, RNA:n kokonaissynteesi oli suurempi kuin tem-
plaatittomissa verrokeissa kaikkien testattujen templaatti-
konsentraatioiden osalta. Vahvistuksen taso laskettiin RNA-
synteesiin perustuen kyseisestd templaatista, joka oli 1,8 %

kokonaisplasmidi-DNA:sta.
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RNA:n kokonaissynteesi (vahvistustaso) erityisestd alkuta-
sotemplaattikonsentraatiosta oli johdonmukaisesti alhaisempi
restriktiofragmentin osalta (taulukko 3) verrattuna synteet-
tisen oligonukleotiditemplaatin tasocon (taulukko 2). Tama
voi johtua kdytetyissd olosuhteissa esiintyvistd kilpailusta
restriktiofragmenttitemplaatin komplementaarisen juosteen

kanssa.

Taulukko 3

RNA-vahvistaminen MspI-hajotetusta pGAG2TESTistda
-kertainen

Reaktio Templaatti* Syntetisoitu RNA** wvahvistus**

1 55,0 ng [1 ng] 3,65 3,7 x 103

2 (4,05) (4,1 x 103)

3 5,5 ng [100 pg] 3,54 3,5 x 104

4 (3,16) (3,2 x 104)

5 550,0 pg [10 pg]l 2,29 2,3 x 105

6 (2,79) ) (2,8 x 105)

7 55,0 pg [ 1 pg]l 2,62 2,6 x 106

8 (0,67) (0,7 x 106)

9 5,5 ng [100 pg] 1,37 1,4 x 107

10 (2,26) (2,3 x 107)

11 1,25

12 (0,08)

* Hakasuluissa olevat luvut esittdvat N2.GAG:n ekvivalent-
tisia maaria.
** Suluissa olevat luvut esittdvdt RNA-synteesid 1 mg:n

MspI-hajotettua vasikan kateenkorvan DNA:n lasndollessa.

RNA, joka syntetisoitui 3 h reaktiocajan kuluttua, analysoi-
tiin PAGE:1la (kuvio 6, kaistat 1-6, 11 ja 12 ja numeroitu
samoin kuin reaktiot). Padkaista, joka osoittaa noin 100 b:n
RNA:ta, oli lasnd reaktioissa (kaistat) 1-6 mutta sitd ei
ollut templaatittomissa reaktioissa (kaista 11 ja 12). Kais-
tan 0 RNA on standardi, joka valmistettiin seuraten esimer-
kin 3 opetusta. Siind ei ollut mitddn kvalitatiivista eroa
syntetisoidussa RNA:ssa eika MspIl-hajotetun vasikan kateen-
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korvan DNA:n lisd 1 mg yhteydessa (kaistat 2, 4 ja 6) tai
ilman sita (kaistat 1, 3 ja 5).

Esimerkki 7: RNA-fragmentin kiyttd templaattina

Plasmidi pGAG.TEST hajotetaan XbaI:11&, kdsitellian protei-
naasi K:1lla ja puhdistetaan fenoliuuttamisella ja etanoli-
presipitoinnilla. N2.GAG:n kanssa komplementaarisen sek-
venssin RNA transkriboidaan linearisoidusta PGAG.TEST-plas-
midista kdyttdmilld T7 RNA-polymeraasia. Saatu RNA puhdis-
tetaan hajottamalla DNaasilla (ProMega BioTec, Madison, WI),
mita seuraa fenoliuuttaminen ja etanolipresipitointi. Puh-
distettua RNA:ta kdytetddn templaattina esimerkin 5 mukai-
siin vahvistusreaktioihin. RNA-madrat 1lisatdan kuhunkin
reaktioon ja ne vaihtelevat 55 ng:sta 5,5 pg:aan ja templaa-
tittomaan. 3 h inkuboinnin 42 °C jalkeen spesifisen RNA:n
synteesi madaritetdan hybridoimalla merkittyyn oligonukleoti-
dikoettimeen esimerkin 5 mukaisesti.

Esimerkki 8: Ribosomaalisen RNA:n kdyttd internaalisten sek-
venssien templaattivahvistuksena

Kahta aluketta kaytetddn RNA-sekvenssien vahvistamiseen,
jotka ovat komplementaarisia E. coli 16S ribosomaalisen
RNA:n (rRNA) osan kanssa. Toinen nadistd alukkeista
T7HIRIB3.PR2 (AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGTATTACCGCGGCTGCTG)
sisdltda T7-promoottorin antisense-juosteen ja aloituspaikan
ja sekvenssin, joka on komplementaarinen 16S rRNA:n kanssa.
Toinen RIB8.PR (AATACCTTTGCTCATTGACG) on komplementaarinen
DNA:n kanssa, joka on syntetisoitu kdyttamalla
T7H1RIB3.PR2:a alukkeena ja 16S rRNA:ta templaattina. Kolmas
synteettinen oligonukleotidi RIBS5.PR (AGAAGCACCGGCTAAC),
joka mahdollistaa vahvistuksen havainnoinnin, on komplemen-
taarinen vahvistusreaktion RNA-tuotteiden kanssa, jotka ovat
puclestaan komplementaarisia alkuperdisen RNA-templaatin
kanssa.
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Reaktioseokset (25 ml) sisdltdvat 50 mM Tris-HC1 (pH 8,45),
6 mM MgCl,, 40 mM KCl, 10 mM DTT, 0,5 mM NTP, 1 mM dNTP, 20
yksikkdd RNasiinia, 10 yksikkd3 T7 RNA-polymeraasia, 10 yk-
sikkoa AMV-kddnteistranskriptaasia, 0,4 vksikkda RNaasi
H:ta, 0,34 pm T7HIRIB3.PR2 ja 0,34 um RIBS.PR.

E. colin madrdt, jotka vaihtelevat 50 ng:std 50 fg:hen, 1li-
satddn reaktioihin. Yksi reaktio ei sisilla lisdttya
rRNA:ta. Reaktioita inkuboidaan 42 °C:ssa 3 h, jona aikana
alikvootit poistetaan 30, 60, 120 ja 180 minuutin kuluttua.
Reaktioalikvootit tukahdutetaan, kiinnitet&aan nylonkalvoon
ja hybridoidaan 32p 5’-pain merkittyyn RIB5.PR-koettimeen
esimerkin 5 mukaisesti.

Esimerkki 9: Ribosomaalisen RNA:n kayttd 5’'-terminaalisten
sekvenssien templaattivahvistuksena

Kahta aluketta kaytetd3dn RNA-sekvenssien vahvistamiseen,
jotka ovat komplementaarisia E. coli 16S rRNA:n osan kanssa.
Toinen naistd alukkeista RIB12.PR (TTACTCACCCGTCCGCC) on
komplementaarinen 16S rRNA:n kanssa. Toinen T78H1RIB5.PR
(AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAATTGAAGAGTTTGATCAT) onkomple-
mentaarinen DNA:n 3’-pddn kanssa, joka on syntetisoitu kayt-
tamalld RIB12.PR alukkeena ja 16 S rRNA:ta templaattina.
Kolmas synteettinen oligonukleotidi RIB11.PR (GTTCGACTTG-
CATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCC), joka mahdollistaa
vahvistuksen havainnoinnin, on komplementaarinen seka vah-
vistusreaktion RNA-tuotteiden etta alkuperdisen rRNA-tem-
plaatin kanssa. rRNA:n vahvistusreaktiot ja syntetisoidun
RNA:n havaitseminen suoritetaan esimerkin 8 mukaisesti
paitsi ettd T7HI1RIBS5.PR ja RIB12.PR kdytetddn alukkeina
(T7THIRIB3.PR2 ja RIB8.PR asemasta) ja RIB11.PR kaytetddn
oligonukleotidikoettimena (RIB5.PR asemasta).

Vaikka keksinndén edullisia suoritusmuotoja on kuvattu yksi-
tyiskohtaisesti, ymmartdd alan asiantuntija, ettd siihen
voidaan tehdd muunnelmia poikkeamatta keksinnén hengestd tai

oheisten patenttivaatimusten piirist§.
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Esimerkki 10

Nukleiinihappovahvistuksen spesifinen parantaminen kaytta-
mdlla dimetyylisulfoksidia (DMSO) ja naudan seerumin albu-
miinia (BSA)

Edelld olevissa esimerkeissa esitettyd nukleiinihappojen
vahvistusmenetelmdd kaytettiin yhdessa seuraavien bakteeri-
lajien, plasmidien ja RNA-templaatin kanssa. pGEM-3-pol-
plasmidi ja pUC-pol-plasmidi, jotka kukin sisdlsivat HIV
1:std (laji HxB2) perdaisin olevan 1450 emdsparin restriktio-
fragmentin, konstruoitiin BamH1EcoRl-alakloonista, joka saa-
tiin lahjana Tri R. Gallolta (NCI, NIH, Bethesda, Maryland).
Tamad restriktiofragmentti sisdltdd Hiv 1 gag -geenin osan ja
suurimman osan Hiv 1 pol -geenistd. E. coli -laji HB101
transformoitiin joko pGEM-3-pol-plasmidilla tai pUC-pol-
plasmidilla. Plasmidi-DNA valmistettiin menetelmilli, jotka
on kuvannut Maniatis et al. MOLECULAR CLONING - A LABORATORY
MANUAL, s. 86, Cold Spring Harbor Laboratory.

pol-DNA-templaatin saamiseksi pGEM-3-pol-plasmidi lineari-
soitiin EcoR1:114, uutettiin fenoli-kloroformilla ja presi-
pitoitiin etanolissa. EcoR1l leikkaa ainutlaatuisesti inser-
toidun pol DNA:n paassa. Puhdistettu DNA transkriboitiin
kayttamdalla SP6 RNA-polymeraasia (sopiva RNA-polymeraasi on
saatavissa Promegasta, Madison, WI) Melton et al:n menetel-
man, Nucleic Acids Res 12. 7035 (1984), mukaisesti. 5 yksik-
k64 RNaasitonta DNaasi I:td (sopiva DNaasi I on saatavissa
myds Promegasta, Madison, WI) lisattiin ja seosta inkuboi-
tiin 37 °C:ssa 15 minuuttia. RNA-tuote uutettiin fenoli-klo-
roformilla ja presipitoitiin etanolilla. RNA:n saanto mdari-

tettiin spektrofotometrisesti.

DMSO:n inkluusion lopullinen konsentraatio 0 %-20 % reaktio-
seokseen, joka on kaytetty vahvistukseen, on kuten taulukos-
sa 7 esitetddn ja se aikaan ei-spesifisten tuotteiden (NSP)
vahenemisen ei-tuottavista sivurektioista. Kuvio 8 esittda,
ettd kaksi NSP-tyyppia, jotka on nimetty P1:P1 ja P1l:P2,
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eliminoitiin ei-kohdesekvenssid sisdltdvistd ndytteista
kdyttamdlld 15 % DMSO:ta reaktiovdliaineessa.

DMSO:n lasndolo 15 %:na reaktiovdliaineessa vaikuttaa lisdk-
si ndyteajoon parantaen tuottavuutta esilld olevassa vahvis-
tusmenetelmdssa, kuten esitetddn kuvion 9 rako-taplitykses-
sd. Kaytettiin 10® ja 10* kohdesekvenssin kopiota ja DMSO
(esitetty "+") paransi toistettavuutta, kuten kunkin kaistan
5 aluetta osoittavat, seka herkkyyttd, kuten "+" ja "-nv
-kaistojen vertailu esittdd 10® kohdesekvenssin kopion osal-
ta.

Kun seka DMSO:ta ettd BSA:ta (sopiva BSA on saatavissa
Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, molekyylibiologiaan
tarkoitettuna erityislaatuna) kiytettiin reaktiovaliainees-
sa, parantuivat herkkyys ja toistettavuus merkittavasti,
kuten kuviossa 10A ja 10B esitetddn ja jotka osoittavat koh-
desekvenssin 10* kopion vahvistumisen lisdysta sekd herkkyy-
den ja toistettavuuden lisdystd vastaavasti. BSA:n konsen-
traatioita 50 pg/ml ja 100 pg/ml kdytettiin DMSO:n loppukon-
sentraatiossa 15 %. Saatiin vahintdan 100-kertainen vahvis-
tuksen lisdys verrattuna reaktiovdliaineeseen, jossa ei ole
DMSO:ta eikda BSA:ta ja suuremmat lisdykset osoittivat 108%-
kertaisia vahvistuksia ja tulokset osoittivat, ettd niinkin
alhainen kunkin kohteen kopioluku kuin yksi ainoa havaittiin

ja eristettiin.

Sekda RNA:n ettd DNA:n vahvistaminen liittyen DMSO:n ettd
BSA:n lasndoloon tai poissaoloon ja liittyen kohdesekvenssin
kopiolukuun on esitetty kuviossa 11 kuvatussa slot-blot-au-
toradiogrammissa. Sekd RNA ettd DNA vahvistettiin lisaanty-
neelld herkkyydelld sekd toistettavuudella kayttamalla
DMSO:ta ja BSA:ta reaktioseoksessa.
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Patenttivaatimukset
1. Yksittdinen reaktiovdliaine, tunnettu siitd, ettd se

kasittdaa seuraavat reagenssit:

(1) ensimmdaisen oligonukleotidialukkeen,

(ii) toisen oligonukleotidialukkeen, joka kasittda RNA-po-
lymeraasin tunnistaman promoottorin antisense-sekvenssin,
(iii) DNA-suunnatun RNA-polymeraasin, joka tunnistaa maini-
tun promoottorin,

(iv) yhden tai useamman entsyymin, jo(i)lla on DNA-polyme-
raasiaktiivisuutta ja aktiivisuutta, joka hydrolysoi RNA-
DNA-hybridin RNA:n hydrolysoimatta yksi- tai kaksijuosteista
RNA:ta tai DNA:ta,

(v) ribonukleosidi- ja deoksiribonukleosiditrifosfaatit,
ja

(vi) alkyylisulfoksidin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen reaktiovaliaine, tun-
nettu siitd, ettd alkyylisulfoksidi on dimetyylisulfoksidi
(DMSO) .

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen reaktiovdliaine, tun-

[]

nettu siitd, ettd dimetyylisulfoksidia on 2-15 %.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen reaktiovali-
aine, tunnettu siitd, ettd se kasittda lisaksi kantajaprote-

iinin.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen reaktiovaliaine, tun-
nettu siitd, etta kantajaproteiini kdsittdd naudan seerumin

albumiinin (BSA) konsentraatiossa 5-2500 ug/ml.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukainen reaktiovadli-
aine, tunnettu siitd, ettd ensimmdinen oligonukleotidialuke
tai toinen oligonukleotidialuke on reversiibelisti sidottu

immobiliscituun kantajaan.
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7. Jonkin patenttivaatimuksen 1-6 mukainen reaktiovali-
aine, tunnettu siitd, ettd RNA-polymeraasi on bakteriofagi-

RNA-polymeraasi.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen reaktiovdliaine, tun-
nettu siitd, etta RNA-polymeraasi on valittu bakteriofagi T7
-RNA-polymeraasista, bakteriofagi T3 -polymeraasista, bak-
teriofagi ¢II -polymeraasista, Salmonella bakteriofagi spé
-polymeraasista ja Pseudomonas bakteriofagi gh-1 -polymeraa-

sista.

9. Jonkin patenttivaatimuksen 1-8 mukainen reaktiovali-
aine, tunnettu siitd, ettd toinen oligonukleotidialuke 1i-
sdksi kasittdd, operatiivisesti liitettynd promoottorin an-
tisense-sekvenssiin, RNA-polymeraasin transkription aloitus-

kohdan antisense-sekvenssin.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen reaktiovdliaine, tun-
nettu siitd, ettd RNA-polymeraasi on bakteriofagi T7 -RNA-
polymeraasi, ja ettd antisense-sekvenssit yhdessd kdsittavat
nukleotidisekvenssin

AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAG

11. Jonkin patenttivaatimuksen 1-10 mukainen reaktiovdli-
aine, tunnettu siitd, ettd reagenssi (iv) ké&sittdd Esche-
richia coli -ribonukleaasi H:n tai vasikan kateenkorvan ri-

bonukleaasi H:n.

12, Jonkin patenttivaatimuksen 1-10 mukainen reaktiovali-
aine, tunnettu siitd, ettd reagenssi (iv) kdsittdd retrovi-

ruksen kaanteistranskriptaasin.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen reaktiovdliaine, tun-
nettu siitd, ettd reagenssi (iv) k&sittdd Moloney-hiirileu-

kemiaviruksen polymeraasin.
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14. Patenttivaatimuksen 11 mukainen reaktiovdliaine, tun-
nettu siitd, ettd reagenssi (iv) kasittaa lintumyeloblasto-
sisviruksen polymeraasin.

15. Jonkin patenttivaatimuksen 1-10 mukainen reaktiovali-
aine, tunnettu siitd, ettd reagenssi (iv) kasittaa DNA-poly-
meraasi a:n tai DNA-polymeraasi f(:n.

16. Jonkin patenttivaatimuksen 1-10 mukainen reaktiovali-
aine, tunnettu siitd, ettd reagenssi (iv) kasittaa vasikan
kateenkorvan DNA-polymeraasin.

17. Jonkin patenttivaatimuksen 1-16 mukainen reaktiovali-
aine, tunnettu siitd, ettd reagenssissa (iv) ei ole eksonuk-

leaasiaktiivisuutta.

18. Jonkin patenttivaatimuksen 1-17 mukainen reaktiovali-
aine, tunnettu siitd, ettd reagenssissa (iv) ei ole eksonuk-

leaasi- eika DNA-endonukleaasiaktiivisuutta.

19. Mddritysvdlinesarja nukleiinihapposekvenssien vahvis-
tamiseksi, tunnettu siitd, ettd se kdsittdd joukon sdilidi-
td, jotka sisdltiviat jossain patenttivaatimuksessa 1-18 ku-
vatut reagenssit.

20. Menetelmd spesifisen nukleiinihapposekvenssin vahvis-
tamiseksi suhteellisen vakaassallémpétilassa, tunnettu sii-
td, ettd se kdsittdd RNA:n kisittden RNA:n ensimmiisen temp-
laatin, joka kdsittdd spesifisen nukleiinihapposekvenssin
tai spesifiselle nukleiinihapposekvenssille komplementaari -
sen sekvenssin, pitamisen vahvistamiselle riittavissia olo-
suhteissa ja riittdvdn ajan, jonkin patenttivaatimuksen 1-18
mukaisessa reaktiovdliaineessa, siten ettd seuraa jakso,
jossa:

(i) ensimmdinen oligonukleotidialuke hybridisoituu ensim-
miiseen RNA-templaattiin,

(ii) reagenssi (iv) kayttdd mainittua ensimmiistid RNA-
templaattia toisen DNA-templaatin syntetisoimiseen pidenta-
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milld ensimmiistd oligonukleotidialuketta, ja muodostaa si-
ten RNA-DNA-hybridivdlituotteen, ja mydskin hydrolysoi
RNA:n, joka kasittda sanotun RNA-DNA-hybridivalituotteen,
(iii) toinen oligonukleotidialuke hybridisoituu mainittuun
toiseen DNA-templaattiin,

(iv) reagenssi (iv) kayttdd mainittua toista oligonukleo-
tidialuketta templaattina mainitun RNA-polymeraasin tunnis-
taman promoottorin syntetisoimiseksi pidentdmdlli toista
DNA-templaattia, ja

(v) mainittu RNA-polymeraasi tunnistaa mainitun pro-
moottorin ja transkriboi mainitun toisen DNA-templaatin saa-
den siten aikaan ensimmiisen RNA-templaatin kopioita.

21. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd ensimmiinen RNA-templaatti kdsittdd mainitun
spesifisen nukleiinihapposekvenssin, ja ettd ensimmiinen
RNA-templaatti saadaan aikaan saattamalla yksijuosteinen RNA
reaktiovaliaineeseen siten, etta:

(i) ensimmdinen oligonukleotidialuke hybridisoituu yksi-
juosteiseen RNA:han,

(ii) reagenssi (iv) kdyttdd mainittua yksijuosteista RNA: -
ta templaattina toisen DNA-templaatin syntetisoimiseen pi-
dentdamdalla ensimmiista oligonukleotidialuketta, ja muodostaa
siten RNA-DNA-hybridin, ja mySdskin hydrolysoi RNA:n, joka
kdsittdd mainitun RNA-DNA-hybridin,

(iii) toinen oligonukleotidialuke hybridisoituu mainittuun
toiseen DNA-templaattiin,

(iv) reagenssi (iv) kayttda mainittua toista oligonukleo-
tidialuketta templaattina mainitun promoottorin syntetisoi-
miseksi pidentdmdllid mainittua toista DNA-templaattia, ja
(v) mainittu RNA-polymeraasi tunnistaa mainitun pro-
moottorin ja transkriboi mainitun toisen DNA-templaatin.

22. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd ensimmdinen RNA-templaatti k&sittdd mainitulle
spesifiselle nukleiinihapposekvenssille komplementaarisen
sekvenssin, ja ettd ensimmiinen RNA-templaatti saadaan ai-
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kaan saattamalla yksijuosteinen RNA reaktiovdliaineeseen
siten, ettd:

(1) toinen oligonukleotidialuke hybridisoituu yksijuos-
teiseen RNA:han,

(i1) reagenssi (iv) kayttdd mainittua RNA:ta templaattina
komplementaarisen DNA:n syntetisoimiseen pidentdmdlld mai-
nittua toista oligonukleotidialuketta, ja muodostaa siten
RNA-DNA-hybridin, ja mydskin hydrolysoi RNA:n, joka kasittdd
mainitun RNA-DNA-hybridin,

(iii) ensimmdinen oligonukleotidialuke hybridisoituu mai-
nittuun komplementaariseen DNA:han,

(iv) reagenssi (iv) kdyttdd mainittua komplementaarista
DNA:ta templaattina mainitun toisen DNA-templaatin ja pro-
moottorin syntetisoimiseksi pidentamdlla mainittua ensim-
midistda oligonukleotidialuketta, ja

(v) mainittu RNA-polymeraasi tunnistaa mainitun pro-

moottorin ja transkriboi mainitun toisen DNA-templaatin.

23. Patenttivaatimuksen 21 tai 22 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd se kisittdd promoottorin kasittdvan
DNA:n lisddmisen reaktiovdliaineeseen siten, ettd mainittu
RNA-polymeraasi transkriboi DNA:n syntetisoiden siten yksi-

juosteisen RNA:n.

24. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd ensimmdinen RNA-templaatti saadaan aikaan saat-
tamalla yksijuosteinen DNA, joka kasittda promoottorin an-
tisense-sekvenssin, reaktiovaliaineeseen siten, etta:

(1) ensimmdinen oligonukleotidialuke hybridisoituu mai-
nittuun yksijuosteiseen DNA:han,

(ii) reagenssi (iv) kdyttdad mainittua yksijuosteista DNA: -
ta templaattina toisen DNA-templaatin ja promoottorin synte-
tisoimiseen pidentdmdlla ensimmaistd oligonukleotidialuket-
ta, ja

(iii) mainittu RNA-polymeraasi tunnistaa mainitun pro-

moottorin ja transkriboi mainitun toisen DNA-templaatin.
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25. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd ensimmiinen RNA-templaatti saadaan aikaan saat-
tamalla yksijuosteinen DNA, joka kasittdd toisen DNA-temp-
laatin, reaktiovdliaineeseen siten, etta:

(i) toinen oligonukleotidialuke hybridisoituu mainittuun
vksijuosteiseen DNA:han,

(ii) reagenssi (iv) kayttdd mainittua toista oligonukleo-
tidialuketta templaattina promoottorin syntetisoimiseen pi-
dentamdlld toista DNA-templaattia, ja

(1ii) mainittu RNA-polymeraasi tunnistaa mainitun pro-
moottorin ja transkriboi mainitun toisen DNA-templaatin.

26. Patenttivaatimuksen 24 tai 25 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd yksijuosteisen DNA:n kasit-
tdvan RNA-DNA-hybridin lisddmisen reaktiovidliaineeseen si-
ten, etta reagenssi (iv) hydrolysoi mainitun RNA-DNA-hybri -
din RNA:n. '

27. Jonkin patenttivaatimuksen 20-26 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd se edelleen kidsittdid mainitun reaktio-
valiaineen tarkkailemisen mink& tahansa mainituista reagens-
seista (i), (ii) ja (v) kulutuksen osalta, tai mainitun jak-

son minkd tahansa tuotteen akkumuloitumisen osalta.

28. Patenttivaatimuksen 27 mukainen menetelma, tunnettu
siitd, ettd tarkkaileminen kdsittdd mainitun jakson nukle-

iinihappotuotteen havaitsemisen.

29. Patenttivaatimuksen 28 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd havaitsemisessa kiytetdin nukleiinihappokoe-
tinta tai restriktiocendonukleaaseja ja elektroforeettista

erottamista.

30. Patenttivaatimuksen 27 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd tarkkaillaan jotain seuraavista:

ensimmdisen RNA-templaatin akkumuloitumista,

toisen DNA-templaatin akkumuloitumista,

promoottorin sisdltdvadi DNA:ta, tai
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RNA-DNA-hybridivalituotteen akkumuloitumista.

31. Jonkin patenttivaatimuksen 27-30 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd se edelleen kdsittda kulutuksen tai ak-
kumuloitumisen vertaamisen arvoon, joka edustaa kulutusta
tai akkumulaatiota spesifisen nukleiinihapposekvenssin ja
sen kanssa komplementaarisen sekvenssin puuttuessa.

32. Jonkin patenttivaatimuksen 20-31 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd riittdvd aika on valillad 30 minuuttia
ja 4 tuntia.

33. Jonkin patenttivaatimuksen 20-32 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd se kasittdd lisdksi jakson mainitun
DNA-tuotteen ligatoimisen kloonausvektoriin ja sen jalkeen
DNA-tuotteen kloonaamisen.

34, Patenttivaatimuksen 33 mukainen. menetelmd, tunnettu
siita, ettd se edelleen kdsittd33d DNA-tuotteen koodaaman

tuotteen ilmentdmisen ilmentdmissysteemissi.

Patentkrav

1. Enskilt reaktionsmedium, k&nnetecknat av att det in-
nehdller fdljande reagenser:

(i) en forsta oligonukleotidprimer,

(ii) en andra oligonukleotidprimer innehallande en anti-
sense-sekvens av en promotor identifierad av en RNA-polyme-
ras,

(iii) en DNA-riktad RNA-polymeras som identifierar namnda
promotor,

(iv) ett eller flera enzymer med DNA-polymerasaktivitet
och aktivitet som hydrolyserar RNA i en RNA-DNA-hybrid utan
att hydrolysera enkel- eller dubbelstrdngad RNA eller DNA,

(v) ribonukleosid och deoxyribonukleosidtrifosfater och
(vi) en alkylsulfoxid.
2. Reaktionsmedium enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av

att alkylsulfoxiden ar dimetylsulfoxid (DMSO).
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3. Reaktionsmedium enligt patentkrav 2, kannetecknat av
att det innehdller 2-15 % dimetylsulfoxid.

4. Reaktionsmedium enligt ndgot av patentkraven 1-3,
kdnnetecknat av att det vidare innehdller ett bararprotein.

5. Reaktionsmedium enligt patentkrav 4, kdnnetecknat av
att bararproteinet &r serumalbumin av nét (BSA) i en kon-
centration pa 5-2500 ug/ml.

6. Reaktionsmedium enligt ndgot av patentkraven 1-5,
kdnnetecknat av att den fdrsta oligonukleotidprimern eller
den andra oligonukleotidprimern &r reversibelt bunden till
en immobiliserad birare.

7. Reaktionsmedium enligt ndgot av patentkraven 1-6,
kdnnetecknat av att RNA-polymerasen ir en bakteriofag-RNA-
polymeras.

8. Reaktionsmedium enligt patentkrav 7, kidnnetecknat av
att RNA-polymerasen valts bland bakteriofag T7-RNA -polyme-
ras, bakteriofag T3 -polymeras, bakteriofag ¢II -polymeras,
Salmonella bakteriofag spé -polymeras och Pseudomonas bak-
teriofag gh-1 -polymeras.

9. Reaktionsmedium enligt ndgot av patentkraven 1-8,
kdnnetecknat av att den andra oligonukleotidprimern vidare
innehdller, operativt bunden till promotorns antisense-sek-
vens, en antisense-sekvens for RNA-polymerasens transkrip-
tionsbegynnelsestille.

10. Reaktionsmedium enligt patentkrav 9, kédnnetecknat av
att RNA-polymerasen ar en bakteriofag T7-RNA-polymeras, och
att antisense-sekvenserna tillsammans innefattar nukleotid-
sekvensen

AATCTAATACGACTCACTATAGGGAG
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11. Reaktionsmedium enligt nagot av patentkraven 1-10,
kannetecknat av att reagensen (iv) innefattar Escherichia

coli -ribonukleas H eller ribonukleas H av kalvtymuskortel.

12. Reaktionsmedium enligt ndgot av patentkraven 1-10,
kdnnetecknat av att reagens (iv) innefattar en omvand trans-
kriptas av retrovirus.

13. Reaktionsmedium enligt patentkrav 11, k&nnetecknat av
att reagens (iv) innefattar Moloney-musleukemiviruspolyme-
ras.

14. Reaktionsmedium enligt patentkrav 11, kdnnetecknat av
att reagens (iv) innefattar fagelmyeloblastosisviruspolyme-

ras.

15. Reaktionsmedium enligt ndgot av patentkraven 1-10,
kdnnetecknat av att reagens (iv) innefattar DNA-polymeras «

eller DNA-polymeras f3.

16. Reaktionsmedium enligt ndgot av patentkraven 1-10,
kdnnetecknat av att reagens (iv) innehdller kalvtymuskdrtel-

DNA-polymeras.

17. Reaktionsmedium enligt ndgot av patentkraven 1-16,
kdnnetecknat av att reagens (iv) inte har exonukleasaktivi-
tet.

18. Reaktionsmedium enligt ndgot av patentkraven 1-17,
kdnnetecknat av att reagens (iv) inte har exonukleas- och

DNA-endonukleasaktivitet.

19. Uppsattning f6r att fdrstdrka nukleinsyrasekvenserna,
kdnnetecknad av att den innehdller en rad behdllare innehdl-
lande reagenserna som definieras i ndgot av patentkraven 1-
i8.
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20. Forfarande for att forstarka en specifik nukleinsyra-
sekvens vid relativt konstant temperatur, kdnnetecknat av
att det omfattar uppratthdllande, under tillrdckliga forhal-
landen och tid fér fOrstarkning, i ett reaktionsmedium en-
ligt ndgot av patentkraven 1-18, av ett RNA innehdllande ett
forsta RNA-templat som omfattar den specifika nukleinsyra-
sekvensen eller en sekvens som kompletterar den specifika
nukleinsyrasekvensen, sa att det uppstdr en cykel i vilken:

(1) den fdérsta oligonukleotidprimern hybridiseras till
dett foOrsta RNA-templatet,
(ii) reagens (iv) anvadnder det fdrsta RNA-templatet for

att syntetisera ett andra DNA-templat genom utvidgning av
den forsta oligonukleotidprimern, varvid bildas en RNA-DNA-
hybridmellanprodukt, och &ven hydrolyserar RNA som omfattar
namnda RNA-DNA-hybridmellanprodukt,

(iii) den andra oligonukleotidprimern hybridiseras till det
andra DNA-templatet,

(iv) reagens (iv) anvander den andra oligonukleotidprimern
som templat for att syntetisera promotorn som identifierats
av RNA-polymerasen genom utvidgning av det andra DNA-templa-
tet och

(v) RNA-polymerasen identifierar promotorn och transkri-
berar det andra DNA-templatet, varvid alstras kopior av det
fOorsta RNA-templatet.

21. Forfarande enligt patentkrav 20, kédnnetecknat av att
det forsta RNA-templatet innehéiler den specifika nuklein-
syrasekvensen, och att det fdérsta RNA-templatet alstras ge-
nom att astadkomma enkelstrdngad RNA i reaktionsmediet s&
att:

(1) den foérsta oligonukleotidprimern hybridiseras till
enkelstrangad RNA,

(ii) reagens (iv) anvdnder den enkelstridngade RNA som
templat fOr att syntetisera ett andra DNA-templat genom ut-
vidgning av den férsta oligonukleotidprimern, varvid bildas
en RNA-DNA-hybrid, och &dven hydrolyserar RNA innehdllande
nimnda RNA-DNA-hybrid,
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(iii) den andra oligonukleotidprimern hybridiseras till
namnda andra DNA-templat,

(iv) reagens (iv) anvander namnda andra oligonukleotidpri-
mer som templat for att syntetisera ndmnda promotor genom
utvidgning av namnda andra DNA-templat; och

(v) namnda RNA-polymeras identifierar nimnda promotor och
transkriberar ndmnda andra DNA-templat.

22. FOorfarande enligt patentkrav 20, kdnnetecknat av att
det fOrsta RNA-templatet innehdller en sekvens som komplet -
terar ndmnda specifika nukleinsyrasekvens och det forsta
RNA-templatet alstras genom att astadkomma enkelstrangad RNA
sd att

(i) den andra oligonukleotidprimern hybridiseras till
enkelstrangad RNA,

(i1) reagens (iv) anvander ndmnda RNA som templat f&r att
syntetisera en komplementdr DNA genom utvidgning av nimnda
andra oligonukleotidprimer, varvid bildas en RNA-DNA-hybrid,
och hydrolyserar dven RNA omfattande namnda RNA-DNA-hybrid,
(iii) den forsta oligonukleotidprimern hybridiseras till
namnda komplementdra DNA,

(iv) reagens (iv) anvander ndmnda kompletterande DNA som
templat fOr att syntetisera det andra DNA-templatet och pro-
motorn genom utvidgning av ndmnda foérsta oligonukleotidpri-
mer och

(v) namnda RNA-polymeras identifierar ndmnda promotor och
transkriberar ndmnda andra DNA-templat.

23. Forfarande enligt patentkrav 21 eller 22, kénneteck-
nat av att det omfattar tillsats till reaktionsmediet av DNA
innehallande promotorn si att RNA-polymerasen transkriberar
DNA, varvid enkelstrangad RNA syntetiseras.

24. Forfarande enligt patentkrav 20, kdnnetecknat av att
det fOrsta RNA-templat produceras genom att till reaktions-
mediet tillsdtta enkelstrangad DNA innehdllande en antisen-
se-sekvens av promotorn sa att
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(i) den foérsta oligonukleotidprimern hybridiseras till
namnda enkelstringade DNA,
(ii) reagens (iv) anvander namnda enkelstrdngade DNA som

templat for att syntetisera det andra DNA-templatet och pro-
motorn genom utvidgning av den forsta oligonukleotidprimern
och

(iii) namnda RNA-polymeras identifierar nimnda promotor och
transkriberar namnda andra DNA-templat.

25. Forfarande enligt patentkrav 20, kénnetecknat av att
det forsta RNA-templatet produceras genom att i det fdrsta
reaktionsmediet tillsatta enkelstrangad DNA innehillande det
andra DNA-templatet sd att

(i) den andra oligonukleotidprimern hybridiseras till
namnda enkelstrangade DNA,

(ii) reagens (iv) anvander ndmnda andra oligonukleotidpri-
mer som templat foér att syntetisera promotorn genom utvidg-
ning av det andra DNA-templatet och

(iii) namnda RNA-polymeras identifierar namnda promotor och
transkriberar ndmnda andra DNA-templat.

26. Foérfarande enligt patentkrav 24 eller 25, kinneteck-
nat av att det omfattar tillsats i reaktionsmediet av en
RNA-DNA-hybrid omfattande enkelstrdngad DNA si att reagens
(iv) hydrolyserar RNA av namnda RNA-DNA-hybrid.

27. Férfarande enligt ndgot av fdregdende patentkrav 20-
26, kannetecknat av att det vidare omfattar 6vervakning av
reaktionsmediet betrdffande f&rbrukning av ndgon av de namn-
da reagenserna (i), (ii) och (v) eller betradffande ackumula-
tion av nagon produkt i nidmnda cykel.

28. FOorfarande enligt patentkrav 27, kédnnetecknat av att
Sdvervakningen omfattar detektering av en nukleinsyraprodukt

i ndmnda cykel.
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29. Férfarande enligt patentkrav 28, kdnnetecknat av att
vid detektering anvdnds en nukleinsyrasond eller restrik-

tionsendonukleaser och elektroforesseparering.

30. Forfarande enligt patentkrav 27, kdnnetecknat av att
dvervakningen gdller ndgot av fdljande:

ackumulation av det fdrsta RNA-templatet;

ackumulation av det andra DNA-templatet;

DNA innehdllande promotorn; och

ackumulation av RNA-DNA-hybridmellanprodukten.

31. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 27-30, kén-
netecknat av att det vidare omfattar jamforelse av fdrbruk-
ningen eller ackumulationen med ett vidrde som representerar
motsvarande f&rbrukning eller ackumulation i franvaro av den
specifika nukleinsyrasekvensen och dess komplementdr sek-

vens.

32. Forfarande enligt nagot av fdregdende patentkrav 20-
31, kdnnetecknat av att den tillrdckliga tiden ar mellan 30

minuter och 4 timmar.

33. Forfarande enligt nagot av fdregdende patentkrav 20-
32, kédnnetecknat av att det vidare omfattar ligering av
namnda DNA-produkt i cykeln till en klonande vektor och se-

dan kloning av DNA-produkten.

34. Forfarande enligt patentkrav 33, kénnetecknat av att
det vidare omfattar expression av en produkt kodad av DNA-
produkten i ett expressionssystem.
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FIG. 9
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