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Et format for hybridiseringsinnfangning av PCR-ampli-
fisert DNA pa en fast bzrersubstans beskrives. Etter a
ha merket det amplifiserte mal-DNA med biotin under
amplifiseringen, innfanges det merkede DNA spesifikt ved
baseparhybridisering til en amplikonspesifikk oligo-
nukleotid-innfangningsprobe som er bundet til en fast
bzrersubstans, og det merkede DNA pavises med et
biotinavhengig kromogent pavisningsassay. I et spesielt
format beskrives utvalgte primere og prober som mulig-
gjer pavisning av Chlamydia trachomatis.
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Foreliggende oppfinnelse angar diagnose av infeksjon med

"'Chlamydia tranchomatis ved pavisning av tilstedevarelse av

spesielle DNA-sekvenser som karakteriserer mikroorganismen
som forarsaker sykdommen.

Oppfinnelsen angar fremskaffelsen av et diagnostisk sett
for DNA-sekvenspavisning, som omfatter fast polystyren
stettemateriale og fortrinnsvis et sett av PCR-reagenser,
innbefattende spesifikke primere og prober som angitt i
krav 1.

US patenter nr. 4.683.195 og 4.683.202 omtaler fremgangsma-
ter for a amplifisere DNA-sekvenser ved en fremgangsﬁtéte
som na er kjent i faget somn "polymerase chain reaction"
(PCR). PCR er en fremgangsmate hvor DNA spesifikt amplif-
iseres ved mangfoldig primer-forlengelses-synteser av
komplementare kjedér (Saiki et al., Science, 230: 1350-1354
og 239: 487-491; 1985, 1988). PCR-produktet, amplifisert
opp til 10® - 107 ganger, er et DNA-fragment av spesiell
sterrelse (amplikon) som kan pavises ved gelelektroforese
eller pa annen mate som beskrevet heri. Kort fortalt
innebzrer PCR fremstilling av korte oligonukleetidprimere
som tilsvarer motsatte ender av en kjent "mal"-sekvens som
man ensker & amplifisere og deretter pavise. Ved denne
feremgangsmate ekstraheres DNA eller RNA fra celler, vev,
kroppsvesker og lignende. Nukleinsyren denatureres, og
oligonukleotidprimerene tilsettes i molart overskudd,
sammen med dNTPs (deoksyribonukleotid-trifosfater) og et
DNA-polymeraseenzym, sasom fortrinnsvis varmestabil Tag-
polymerase. Etter pafelgende varmedenaturering, kjeling for
4 oppna sammenkobling til primere og primerforlengelse ved
DNA-polymerase produseres to "lange produkter", som begyn-
ner med de respektive primere, komplementart til de to
opprinnelige kjeder. Denne fremgangsmnate gjentas, og
etter en andre cyklus produseres to opprinnelige kjeder, to
lange produkter fra cyklus 1, to 'nye "lange produkter" og
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to '"korte produkter". Lengden pa disse korte produkter

(amplikoner) er lik antallet nukleotider mellom og inklusi-

" ve begge primere. Med vytterligere cykluser produseres

ytterligere "lange produkter", og de eker linezrt med hver
cyklus. Dannelsen av ampliconer eoker immidlertid med
eksponensiell hastighet for hver cyklus, og ved hjelp av
denne amplifisering er det mulig & pavise ytterst sma
mengder av DNA.

Ved hjelp av PCR-teknikk er det mulig & pavise spesifikke
DNA-sekvenser som forefinnes i minimale mengder. Flere av
disse teknikker innebarer bruk av forskjellige hybridiserte

prober som er bundet til wvisse materialer.

Cook et al., Nucleic Acids Research, 16: 4077-4095 (1988),
immobiliserte bakteriofag M13-mal-DNA i mikrotiterbrenner
pa Immulon¢-2-plater ved & inkubere mal-DNA i 1 M ammonium-
acetat i 1,5-2 timer ved 37°C. Det immobiliserte m&l-DNA
ble pavist etter hybridisering til terminal-biotin-merkede
eller internal-biotin-merkede oligonukleotidprober, etter-
fulgt av tilsetning av streptavidin-HRP-kompleks og hydro-
gen-peroksyd/o-fenylendiamin (OPD) for kolorimetrisk

pavisning av hydbridisering. -

Nagata et al., FEBS Lett., 183: 370-382 (1985) immobili-
serte lambda-mal-DNA i mikrotiterbrenner i PBS inneholdende
00,1 M MgCl,. Etter inkubering over natten ved varelses-
temperatur, etterfulgt av fjerning av lesningen, ble platen
bestralt med ultraviolett lys. Hybridisering med en biotin-
ylert (hakk-translatert) lambda DNA-probe ble etter- fulgt
av kompleksdannelse med avidin-beta-galaktosidase. Fluores-
censen ble malt etter tilsetning av substratet, 4-metylumb-
elliferyl-beta-D-galaktosid.

Hevey et al., U.S. patent No. 4.228.237 beskriver en
fremgangsmate som anvender biotin som reagerer til avidin

(kovalent bundet til et enzym) for & pavise en ligand i
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flytende medium. Foreliggende fremgangsmite adskiller seg
ved det at liganden er direkte merket med biotin, ikke

mellomliggende biotinmerket anti-ligande. Videre beskriver

forskjellige andre tidligere publikasjoner spesifikke
hybridiseringsprober og diagnostisk anvendelse derav;
f.eks. U.S. pat. nr. 4.358.535 (Falkow et al.) og europeisk
patentseknad nr. 82301804.9 (publikasjon nr. 63.879; Yale
University) . Sistnevnte beskriver bruk av biotinmerkede
DNA-prober pavist ved enzymer som er bundet til avidin-

eller biotinspesifikke antistoffer.

Ranki et al., US patent nr. 4.486.539, beskriver anvendelse
av to ikke overlappende nukleinsyrereagenser (en bundet til
et fast bazrerstoff og den andre merket) for & pavise og
identifisere mikrober ved DNA-hybridisering. Foreliggende
oppfinnelse adskiller seg ved at malnukleinsyren i seg selv
er merket og krever ikke anvendelse av en vytterligere

merket nukleinsyreprobe for pavisning.

Stabinsky, US patent nr. 4.751.177, beskriver en DNA-
pavisningsmetode hvor mal-DNAet hybridiseres til et media-
tor-polunukleotid og til et merket probe-polynukleotid.
Mediator-polynukleotidet er i sin tur komplementert. til et
polynukleotid som er immoibilisert pa et fast b=zrermate-
riale. Foreliggende oppfinnnelse adskiller seg ved at

(a) mal-DNAet merkes under amplifikasjonen; ingen merket
reportergruppe er nedvendig for pavisning, og (b) inn-
fangningsproben er bundet direkte til et fast barermater-
iale uten bruk av et mediator-polynukleotid.

Guanidin tiocyanat (GuSCN) er blitt brukt i celleekstrak-
sjon og pafelgende nukleinsyrehybridisering. For eksempel
frem- stilte Thomson and Gillespie, Anal. Biochem. 163:
281-191 (1987) isotopmerkede RNA-prober for & pavise mal-
DNA eller -RNA. I "dot-blot"-format ble den 32P-merkede
probe hybridisert i 5 M GuSCN/0,1 M etylendiamintetraeddik-
syre (EDTA), dinatriumsalt, pH 8,0. Pellegrino et al.,
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BioTechniques, 5: 452-459 (1987), beskrev en hybridisering
i opplesning for a pavise HIV-RNA i blodceller. Blodceller
ble opplest i 5 M GuSCN/0,1 M EDTA og hybridisert med en
isotopmerket RNA-probe i samme leosning ved varelsestempe-
ratur. TCA-felte hybrider ble oppsamlet pa membraner, og
radioaktiviteten ble bestemt ved scintillasjontelling.
Gillespie, International Patent Application nr. PCT/US87/-
01023 (International Publication nr. WO 87/06621) beskrev
anvendelse av guanidin-tiocyanat for molekylarhybridisering
ved hjelp av en merket probe for a pavise mal-DNA bundet
til et fast barerstoff. Patentet beskriver anvendelse av
GuSCN for molekylar hybridisering over et konsentrasjons-
omrade pa 3 M - 6,5 M ved varelsestemperatur. Formatet for
slik hybridisering omfatter & binde malnukleinsyrer til
nitro-cellulose eller en nylonmembran ("dot-blot" eller
"Southern blot"), prehybridisering, hybridisering til en
isotopmerket probe i GuSCN, vasking og pavisning ved

autoradiografi.

Kort beskrivelse av_tegningene

Figur 1 viser fremstillng av en kjemisk forbindelsesarm som
ble modifisert for a muliggjere biotinylering av oligonuk-
leotid-PCR-primere. -

Figur 2 viser resultatene av et autoradiogram av PCR-

produkter bundet til en Nytrang-membran.

Figur 3 viser resultatene av oligonukleotidhybridiserings-
(OH) ~assay med PCR-produkter fra eksempel 6.

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen
Uttrykkene "oligonukleotid" og "primer" som er brukt heri,

har den betydning som er definert i det tidligere nevnte US
patent nr. 4.683.202. Uttrykket "innfangningsprobe™ som er
brukt heri, kan defineres som et oligonukleotid som er
ufullstendig eller i alt vesentlig komplementar til sekven-
sen av amplikonet innen grensene for primerene. I forelig-
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gende foretrukne utferelsesform har innfangningsproben ikke
endeelement, men kan utstyres med endeelement med deoksy-
ribonukleotider eller ribonukleotider.

Ved utferelse av foreliggende oppfinnelse velges primerne
og proben slik et de er "substansielt" komplementazre til de
forskjellig kjeder av malsekvensen som skal amplifiseres.

For en av de spesielle utferelsesformer som er beskrevet
her, ble det wvalgt to sett av PCR-primere og innfangnings-
prober fra nukleotidsekvensen av den kryptiske plasmid av
Chlamydia trachomatis L1 serovar (Hatt et al., Nucleic
Acids Research, 16: 4053-4067, 1988. Dette muliggjorde den

spesifikke amplifisering og pavisning av C. tracomatis.

Det amplifikerbare materiale som i tidligere nevnte US
patent nr. 4.683.202, tilsettes deoksyribonukleotid-trifos-
fatene dATP, dCTP, d4dGTP og TTP til synteseblandingen i
passende mengder, og den resulterende lesning oppvarmes til
ca. 90-100°C i ca. 0,5 - 10 minutter for a adskille temp-
latkjeder. Etter denne oppvarmingsperiode avkjeles lesnin-
gen raskt til den tempe- ratur som er foretrukket for
sammenkobling av templatprimeren. Til denne lesning tilset-
tes et egnet middel for & indusere eller katalysere primer-
forlengelsesreaksjonen, og reaksjonen kan forega under
betingelser som er kjent i faget. Induksjonsmidlet kan veare
enhver forbindelse eller system som kan fungere for & oppna
syntese av primerforlengelsesproduktet, inklusive enzymer.
Passende enzymer for dette formdl omfatter f.eks. Esche-
richia coli (E. coli) DNA-polymerase I, Klenow-fragment av
E. coli DNA-polymer-aser, reverstranskriptase, og andre
enzymer, inklusive fortrinnsvis varmestabile enzymer
(f.eks, Tag DNA-polymerase) som vil underlette innlemmelse
av nukleotidene pa egnet mate for & danne primer-forlen-
gelsesproduktene som er komplementare til enhver nukle-
insyrekjede.
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Den nylig syntetiserte kjede og dens komplementzre nuklein-
syrekjede danner et dobbeltkjedet molekyl, hvis kjeder

" skilles ved enhver denaturert prosess som gir enkeltkjedede

molekyler, fortrinnsvis varme.

Nye nukleinsyrer syntetiseres pa de enkeltkjedede templat-
molekyler. Ytterligere enzym, nukleotider og primere kan
tilsettes hvis nedvendig for & f& reaksjonen til & g& under
de betingelser som er beskrevet ovenfor. Igjen vil syntesen
begynne ved én ende av oligonukleotid-primerne og vil
fortsette 1langs de enkelte kjeder av templatet for a
fremkalle ytterligere komplmentare nukleinsyrer ved primer-

forlengelse.

Trinnene for kjedeseparering og forlengelsesproduktsyntese
kan gjentas sa ofte som nedvendig for a fremstille den

enskede mengde av den amplifiserte nukleinsyresekvens.

Fast stettemateriale av polystyren
Oppfangningsplaten eller bazreren som anvendes i forelig-

gende oppfinnelse, kan vare et fast stettemateriale av
polystyren. Forskjellige behandlinger av slikt stettemate-
riale for & oppna slik forsterkning er kjent i faget

(f.eks. bestraling med ¢°Co).

Stettrematerialet for polystyren som anvendes i forelig-
gende oppfinnelse vil vare en mikrotiter-plate med et stort
antall brenner, og de mest foretrukne av slike mikrotiter-
plater er de som er kjent som "Dynatech Immulon¢ 2" (Dynat-
ech Laboratories, Inc., Chantilly, VA, produsert av Fisher
Scientific).

Generelle hybridiseringsteknikker
I en foretrukket utferelsesform ifelge foreliggende oppfin-

nelse bindes en amplikon-spesifikk oligonukleotid-oppfang-
ningsprobe passivt til brenner pa en Immulong 2 polystyren-

mikrotiterplate med en konsentrasjon pa 25 ng DNA/brenn, i
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en legsning av 1M ammoniumacetat. Slike mikrotiterplater har
en stort antall brenner og gir saledes bade hey overflate
og muliggjer et stort antall av samtidige assays, f.eks.
96) .

Hybridiseringstrinnet ifelge foreliggende oppfinnelse,
nzrmere bestemt T"innfangningshybridiseringen", oppnas
fortrinnsvis i narver av 1 M guanidin-tiocyanat, 20 mM
etylen-diamintetraeddiksyre (EDTA)-dinatriumsalt, pH 8,0.
Konsentrasjonsomradet for a oppnéd innfangningshybridisering
pa miktrotiterplate er fortrinnsvis 0,5 til 2,0 molar GuSCN
og mest foretrukket 1,0 til 2,0 M.

Andre reagenser kan ogsa anvendes for a oppna innfangnings-
hybridisering. For eksempel kan en lesning av ammonium-
tiocyanat (0,5 til 5,0 M, mest foretrukket 5,0 M) anvendes
i stedet for guanidin-tiocyanat.

Andre mulige erstatninger for guanidin-tiocyanat er et
reagens som bestar av: 30% (v/v) deionisert formamid;

3 x SSPE [1 x SSPE= 0,18 M NaCl; 10 mM NaPO,, pPH 7,7; 1 mM
EDTA] ; 5% (w/v) dekstransulfat; 0,1% Triton X-100 (oktyl-
fenocksypolyetoksyetanol; Sigma Chemical Co., .8t. Louis,
MO) .

Formatet for slik hybridisering omfatter felgende trinn:

Fremstilling av innfangningsproben

Fremstilling av mikrotiterinnfangningsplater

Fortynning og denaturering av amplifisert, merket DNA

.

Innfangningshybridisering

Vasking

Blokkering
Tilsetning av avidin:pepperrot-peroksidase
Vasking

W 0 g 6 U1 & W DN R

Tilsetning av substrat og kromogen; farvefremkalling

10. Plateavlesning (kvantifisering)
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Disse trinn skal na beskrives i detalj.

"'1. Fremstilling av innfangningsprobe

Innfangningsprobene heri velges slik at de er "substan-
sielt" komplementare til sekvenser at amplikonet innenfor
grensene for primerne. Derfor ma innfangningsprobene vare
tilstrekkelig kompleentare for spesifikt & hybridisere til
amplikonet under innfangningshybridiserings-betingelsene.
I den utferelsesform som for tiden er foretrukket, innehol-

der innfangningsproben vanligvis 20-200 nukleotider.

Videre kan mer enn en innfangningsprobe anvendes, og
ytterligere innfangningsprober kan anvendes for & innfange
den samme eller motstatte kjede av det merkede amplikon.

Foreliggende innfangningprober og PCR-primere er blitt
syntetisert i en-MilliGen 7500 DNA Synthesizer (MilliGen/-
Biosearch, Inc. Burlington, MA) ved hjelp av normal beta-
cyanoetylfosforamaditt-kjemi, skjent andre fremgangsmater
som er kjent av fagmannen er mulige. Fer anvendelse ble
oppfangningsprobene og PCR-primerne delvis renset, enten
ved elektroforese gjennom 15% (w/v) polyakrylamidgeler
eller ved rotasjonskolonne (se eksempel 3). De sluttelige
delvis rensede innfangningsprober og primere ble suspendert
i vann, konsentrasjonen ble bestemt spektrofotometrisk, og
lesningen ble lagret ved 4°C inntil bruk.

2. Fremtilling av oppsamligsplaten

Oleonukleotidoppsamlingsproben festes fortrinnsvis til
brennen pa en Dynatech Immulon¢ 2 - mikrotiterplate (Dynat-
ech Laboratories, Inc., Chatilly, VA, produsert av Fusher
Scientific). Immulon¢ 2 - platen er en anordning med 96
miniatyr-polystyrenpreverer (brenner) i en eneste plastpla-
te, fremstilt for generell bruk i fastfase-immunoassay

fremgangsmater for mikrovolum. I den foretrukne utferelse-
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sform ifelge foreliggende oppfinnelse anvendes plater med

flate brennbunner (400 pl volumkapasitet), men det antas at

' U-formede brennbunner ogsi kan anvendes (300 pl volumkapas-

itet).

Som en annen foretrukken utferelsesform kan proben ogsa
festes til Immulon¢ 2 Removawell: - strimler (/Dynatech),

som er fjernbare strimler pa tolv Immunoloni polystyren-

‘preversr (bronner) som er anpasset til Removawell¢-strim-

melholderne (Dynatech) i et mikrotiterplateformat.

Oligonukleotid-innfangningsproben fortynnes slik at den gir
25 ng pr. mikrotiterbrenn i 50 pl M ammoniumacetat (Fisher
Scientific, Fair Lawn, NJ). "Blinde brenner" fremstilles
ogsa ved & tilsette 1 M ammoniumacetat (Uten oligonukleo-
tid-innfangningsprobe) til visse brenner (til hvilke
merkede PCR-produkter vil bli tilsatt senere for narre-
hybridisering) . Disse blinde brenner er indikasjon pa ikke-
spesifikk binding av biotinylert DNA til brenner i mikroti-
terplater og anvendes for & kalibrere avlesningsinstrumen-
tet for platene '

(spektrofotometer) (se nedenunder, trinn 10).

Platen forségles med mylarplateforsegler (Dynatech) og
inkuberes ved 37°C over natten for passiv fiksering av
oligonukleotidinnfangningsproben til polystyrenoverflaten.
Hvis platene ikke anvendes med en gang, lagres de ved 4°C
inntil bruk. Plater som var lagret pa denne mdte i opptil
6 uker, viste ingen signifikant forskijell ndr det gjaldt
deres evne til & innfange DNA.

Like fer hybridiseringen vaskes brennene i platene to
ganger med 200 pl 2 x SSC [1 x SSC= 0,15 M NaCl; 15 mM
natriumcitratbuffer, pH 7,0] og en gang med 200 ul 2 x SSC,
0,1%

(v/v) Triton X-100. All platevask som er beskrevet her,
gjeres med en pipetteanordning méd mange kanaler (f.eks.
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Titerteke), eller kan gjeres med en egnet automatisk

mikrotiterplate-vasker.

3. Fortynning og denaturerintg av amplifisert, merket DNA

De biotinylerte PCR-produkter fortynnes (i omradet fra 1:10
til 1:100 eller mer) i 1 M GuSCN (Ultra-pure grade; Boehri-
nger Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN), 20 mM

EDTA (Sigma), pH 8,0 (fremstilt fra en 5 X sterkere stamle-
sning), oppvarmes ved 100°C i 5 min og avkjeles raskt i et
isvannbad. (Oppvarmingstrinnet medferer varmedenaturering
av PCR-produktene, og den raske avkjeling hemmer sammenkob-
ling pa nytt av amplikonkjedene, og begunstiger hybridiser-
eing til oligonukleotid-innfangningsproben) .

Alikvoter pa 100 ul overferes til hver brenn, inklusive
brennene som er bestemt som blindprever (ingen innfang-

ningsprobe) som beskrevet ovenfor (trinn 2).

4., Innfangningshvbridisering

Spesifikk innfangning av ‘amplifisert, merket DNA ved en
oligonukkleotidinnfangningsprobe oppnds ved inkubering ved
varelsestemperatur i 1-3 timer. I lepet av -denne tid
innfanges PCR-amplikoner spesifikt av oligonukleotidinn-
fangningsproben, basert pa sekvenskomplementaritet mellom

innfangningsproben og merket amplikon.

S. Platevaskin

Etter hybridiseringen fjernes innholdet i alle mikrotiter-
brenner, og brennene vaskes to ganger med 200 ul 2 x SSC.
0,1% (v/v) Triton X-100; og fire ganger med 200 ul 0,2 x
ssc, 0,1% (v/v) Triton X-100, som tidligere er blitt
oppvarmet til 37°C. Disse vaskinger utferes for & fjermne

ubundne biotinylerte produkter fra mikrotiterbrennene.

6. Blokkering
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Etter platevaskingen "blokkeres" brennene i platen i minst
15-30 minutter med 200 ul av en lesning av PBS, (PBS= 0,13

'M NaCL, 7 mM Na,HPO,, 3 mM NaH,PO,, pH 7,0), 2% (w/v)

serumalbumin fra okse (BSA) (Sigma), 0,1% (v/v) Triton X-
100. Dette "blokkerings"-trinn er nedvendig for & minimali-
sere ikke-spesifikk binding av avidin:HRP til mikrotiter-
brennene.

7. Avidin:pepperrotperoksidase
Avidin:pepperrotperoksidase (HRP)-kompleks (Vector Labor-

atories, Inc., Burlingame, CA) fortynnes 1:2000 i PBS, 0,1%
(v/v) Triton X-100 til en sluttkonsentrasjon pa 2,5 ug
avidin:HRP/ml. 50 mikroliter fortynnet avidin:HRP tilsettes
til hver brenn og inkuberes i 30 minutter ved varelsestem-
peratur. I lepet av dette trinn bindes avidin:HRP-kompolek-
set tett til innfangede biotinylerte porodukter i brennen.
Mens avidin:HRP anvendes i foreliggende oppfinnelse, kan et
kompleks av streptavidin:HRP anvendes i stedet. Likeledes
kan andre forbindelser i kompleksform med avidin (eller
streptavidin) anvendes, inklusive: alkalisk fosfatase,
beta-galaktosidase, luciferase, fluorscein, Texas Red eller
et annet middel som er i stand til & fremkalle et kolorime-
trisk, fluoriserende eller luminiserende signal.

8. Vasking

Brennene i mikrotiterplaten vaskes deretter fire ganger med
200 pl PBS, 0,1% Triton X-100, og en gang med 100ul PBS, 1
mM EDTA og inkuberes med den siste vaskelesning ved verel-
sestemperatur i 1-10 minutter. Disse vaskinger utferes for
a fjerne ubundet avidin:HRP fra mikrotiterbrennene for til-

setning av kromogen.
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9. Farvefremkalling

' Farvefremkalling, i den foretrukne utferelsesform ifelge
foreliggende oppfinnelse, utferes med ett av de to kromo-
gene systemer: (a) hydrogenperoksyd/OPD og (b) hydrogenpe-
roksyd/TMB.

(a) Hydrogenperoksyd/OPD. Etter at vaskebufferen (beskre-
vet i1 trinn 8) er blitt fjernet, tilsettes 150 ul OPD-

reagens [1,6 mg/ml o-fenylen-diamin-dinatriumsalt (Sigma),
0,0125% (v/v) hydrogenperoksyd (Fisher Scientific) i 0,15
M natriumfosfat/citrat-buffer, pH 6,0], og farvefremkalli-
ngen far fortsette i merke i 1-30 minutter. Farvefremkalli-

ngen stoppes ved tilsetning av 50 ul 4 N H,SO,.

(b) Hydrogen-peroksyd/TMB. Etter at siste wvaskebuffer
(beskrevet i trinn 8) er blitt fjernet, tilsettes 100 ul

TMB farvereagens til hver brenn. [TMB-farvereagens bestar
av friskt blandende like volumer TMB-peroksydasesubstrat
(3,3, 5,5'-tetrametylbenzidin i en konsentrasjon pa 0,4
g/l i en organisk base; i handelen fra Kirkegaard and
Perry, Inc., Gaithersburg, MD) og hydrogenperoksydlesning
[0,02% (v/v) hydrogenperoksyd i sitronacetatbuffer, i
handelen fra Kirkegaard og Perry, Inc.]. Reaksjonen far
paga ved varelsestemperatur i merke i 1-30 wminutter,
hvoretter farvefremkallingen stoppes ved tilsetning av 100
pl 1M fosforsyre (H,PO,).

TMB-substratet fremkaller en felning med bla farve. Ved
tilsetning av fosforsyre fremkommer en farveforandring til
gult, med en optisk tetthet som miles ved 450 nm (see
nedenfor, trinn 10). ‘I tillegg til HRP-substrater, OPD og
TMB, omfatter andre leselige substrater:

'2,2-azino-di (3-etylbenztiazolin-sulfonsyre) (ABTS) og
5-aminosalisylsyre (ASA). Uleseige substrater omfatter
3-amino-9-etylkarbazol (AEC) og 3,3-diaminobenziden (DAB).
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10. Plateavlesning (kvantifisering)

Etter at farvefremkallingen er stoppet, bestemmes den

“‘optiske tetthet (OD) i prevene i hver brenn ved avlesingen

i en automatisk mikrotiterplate-avleser som er i stand til
spektrofotometrisk bestemmelse (f.eks. InterMed Immuno-
reader¢ NJ-2000) ved belgelengder som er spesifikke for den
anvendte kromogen (se nedenfor).

Den optiske tetthet i de blinde brenner [biotynilerte PCR-
produkter tilsatt til brennen uten innfangningsprobe, som
beskrevet i trinn 2] bestemmes ogsa. Dette signal (vanlig-
vis meget lavt) er en indikasjon pa falsk "ikke-spesifikk"
binding av biotynilerte produkter til preve-brennene, og
ikke signaler som er resultat av ekte innfangning av
biotynilerte amplikoner ved hybridisering med en innfang-
ningsprobe. Derfor subtraheres den optiske tetthet av de
blinde brenner fra den optiske tetthet av prevebrennene for
a gi en neyaktig kvantifisering av ekte innfangningshybrid-
iséring.

Den egnede bglgelengdeinnstilling for spektrofotometeret
(plateavleser) er avhengig av det spesifikke kromogen som
anvendes for den kolorimetriske reaksjon. Hvis man anvender
hydrogenperoksyd/OPD, er den korrekte belgelengdeinnstil-
ling saledes 490 nm; hvis man anvender hydrogenperoksyd/TMB

er den korrekte beglgelengdeinnstilling 450 nm.

De folgende eksempler beskrives for a illustrere oppfinnel-

sen.

Eksempel 1
Syntese av biotin-11-dUTP

Biotin-11-dUTP ble kjemisk syntetisert ved fremgangsmaten
beskrevet av Langer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USsa),
78:6633-6637 (1981) og ble suspendert i en konsentrasjon av
0,4 mM i 100 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,4 mM EDTA. Forholdet
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biotin-11-dUTP:TTP ble optimalisert, og det heyeste signal

ble oppnadd med et forhold pa 4:1 (biotin-11-dUTP:TTP).

Eksempel 2
Fremstilling av 5’-biotinylerte primere

Alle oligonukleotider som ble anvendt som PCR-primere ble
syntetisert i en MilliGen 7500 automatisert DNA-syntetis-
erer ved normal beta-cyanoetyl-fosforamaditt-kjemi, med
fremgangsmater som er kjent i faget.

Oligonukleotidene som ble fremstilt for anvendelse som
biotinylerte primere, ble modifisert som vist i fig. 1. De
syntetiske oligonukleotider pa fast stettemateriale ble
derivatisert ved 5’'-enden ved omsetning med det beskyttede
heksylaminofosforamaditt [struktur 1], etterfulgt av
oksydasjon og deblokkering i henhold til standard frem-
gangsmater (McBride and Caruthers, Tetrahedron Letters, 24:
245-248, 1983) for a gi 5’-amino-merkede oligomerer [struk-
tur 2]. Reaksjonen avv [2] med N-hydroksysuccinimidylestere
av biotinderivater ga 5’-biotinylerte oligonukleotider
[struktur 3] med godt utbytte, som ble renset ved polyakry-
lamidgelelektroforese. (Se nedenfor, eksempel 3.).

Eksempel 3
Rensing av oligonukleotider

Oligonuklotidene som ble anvendt som PCR-primere eller
innfangingsprober ble renset pad en av to mater: (a) poly-
akrylamid-gelelektroforese eller (b) rotasjonskolonne.

(a) Polyakrylamid-gelelektroforese. Alikvoter pa 100-250 ug

av hvert oligonukleotid ble terket i vakuum, suspendert pa
nytt i et lite volum gelladningsbuffer [TBE (89 mM Tris-
borat, 89 mM borsyre, 2 mM EDTA); 90% (v/v) deionisert
formamid; 0,02% (/w/v) bromfenol-blatt], oppvarmet ved
100°C i 5 min og raskt avkjelt i et isvannbad. Prevene ble
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overfort til et denaturerende polyakrylamidgel [25% (w/v)
akrylamid (akrylamid:bis-akrylamid, 29:1) (IBI, New Haven,
CT), 7 M urea (IBI) i TBE] og elektroforesert ved 650 Volt
i fire timer. DNA’'et ble gjort synlig ved UV-belysning over
en tynnsjiktskromatografi-plate (Eastman Kodak #13254
cellulose), fotografert og gelbandet med oligonukleotidet
i full lengde ble fjernet. Geldelen ble knust, og DNA'’et
ble eluert i vann over natten ved 37°C. DNA'et ble ytter-
ligere renset ved & la det passere over en C,g Sep-Pak¢-
patron (Waters Associates, Milford, MA), og eluert i 40%
(v/v) acetonitril (Fisher). Etter inndampning til terrhet
i vakuum ble DNA’et suspendert i vann, og dets konsentras-
jon ble bestemt spektrofotometrisk. Stamkonsentrasjoner ble

innstilt med vann og lagret ved 4°C inntil bruk.

(b) Rotasjohskolonne. Noen oligonukleotid-innfangnings-
prober og primere ble delvis renset med Bio-Spin™ 6-kolonne
(Bio-Rad, Inc., Richmond, CA) i en svingende skovlrotor ved
lav sentrifugalkraft, ifelge produsentens instruksjoner for
rotasjonskolonnen. Etter delvis rensing ble konsentrasjo-
nen av oligonukleotidene bestemt spektrofotometrisk, og
stam- legsninger ble fremstilt med vann og lagret ved 4°C
inntil bruk. .

Eksempel 4
PCR-betingelser

De fleste primerpar ble undersekt empirisk for a bestemme
deres optimale temperaturbetingelser for PCR-amplifisering,

spesielt med hensyn til tilkoblingstemperaturen.

Med aktuelle primerpar for Chlamydia trachomatis besto en
hundre ul PCR-reaksjonsblanding av: 1 x reaksjonsbuffer
(RB) [10 x RB= 500 mM KCl; 100 mM Tris-HCl, pH 8,5; 25 mM
MgCl,]; 200 uM av hver av dATP, 4dCTP, dGTP og TTP; 50 pmol
hver av SK43 og SK44 og 2 enheter rekombinant Tag-DNA-
polymerase (RecombiTaq¢, Cetus Perkin Elmer, Norwalk, CT).
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For eksperimenter hvor biotin-11-dUTP var innlemmet, var
reaksjonsblandingene som ovenfor unntatt at 200 -uM TTP var
erstattet med 160 M biotin-11-dUTP, 40 uM TTP.

For det aktuelle primersett begynte PCR-temperatursystemet
med en innledende utstrakt denaturering ved 94°C i 5
minutter, etterfulgt av et tilkoblingstrinn ved 50°C i 25
sekunder, og et forlengelsestrinn ved 72°C i 1 minutt. For
de neste 28 cykler besto temperatursystemet av: Denature-
ring ved 94°C i 25 sek, tilkobling ved 50°C i 25 sek og
forlengelse ved 72°C i 1 min. Den avsluttende (trettiende)
cyklué var: Denaturering ved 94°C i 25 sek, tilkobling ved
50°C i 25 sek og en eket forlengelse ved 72°C i 10 min.
Etter PCR-amplifisering ble 90 ul av reaksjonsblandingen
fjernet fra under mineraloljen og lagret ved 4°C til

analysen av PCR-produktene fant sted.

Eksempel 5
Fremstilling av positive og negative kontroll-plasmid-
templater

Et plasmid som inneholdt hele den aktuelle gensekvens fra
Chlamydia tranchomatis ble brukt som positivt kontroll-
templat. Konsentrasjonen av plasmid-DNA ble bestemt spek-
trofotometrisk, og fortynninger ble gjort i vann for a fa
kjente kopimengder av mal-DNA for PCR-reaksjoner. Pa denne
mate ble det fremstilt et positivt kontrolltemplat.

Eksempel 6
Pavisning av Chlamydia trachomatis-sekvenser

To sett av primere og innfangningsprober ble syntetisert
for & spesifikt pavise Chlamydia trachomatis. Oligonukleo-
tidsekvensene ble valgt fra det kryptiske plasmid av C.
trachomatis L1 seroval (Hatt et al., Nucleic Acids Resea-
rch, 16:4053-4067, 1988).
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Primersett A genererte et 208 bp spesifikt amplicon wved
hjelp av felgende primere:

CP-24 (25-mer, + polaritet, base 195-219)
5’ GGG ATT CCT GTA ACA ACA AGT CAG G 3’

dvs. primeren er ethvert oligonukleotid som vil bindes til
eller forarsake forlenging ved felgende sekvens:

5’ C CTG ACT TGT TGT TAC AGG AAT CCC 3'
CpP-27 (26-mer, - polaritet, base 377-402)
5/ CCT CTT CCC CAG AAC AAT AAG AAC AC 3’

dvs. primeren er ethvert oligonukleotid som vil bindes til

eller forarsake forlengning ved felgende sekvens:
5/ GT GTT CTT ATT GTT CTG GGG AAG AGG 3’

Primersett A 208 bp-spesifikt amplikon ble pavist med
innfangningsprobe CP-35:

CP-35 (26-mer, - polaritet, base 235-260)
5’ CAT AGC ACT ATA GAA CTC TGC AAG CC 37

dvs. proben er ethvert oligonukleotid som vil bindes til
felgende sekvens:

5’ GG CTT GCA GAG TTC TAT AGT GCT ATG 3’
Chlamydiaprimersett B genererte et 173 bp-spesifikt ampl-

ikon ved hjelp av felgende primere:
CP-37 ' (23-mer, + polaritet, base 678-700)
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5’ GTC CTG CTT GAG AGA ACG TGC GG 3’

"’ dvs. primeren er ethvert oligonukleotid som vil bindes til

eller forarsake forlengning ved felgende sekvens:

5’ CC GCA CGT TCT CTC AAG CAG GAC 3’

CP-38 (24-mer, - polaritet, base 827-850)

5’ CTC CCA GCT TAA GAA CCG TCA GAC 3

dvs. primeren er ethvert oligonukleotid som vil bindes til

eller forarsake forlengning ved felgende sekvens:
5’ GTC TGA CGG TTC TTA AGC TGG GAG 3’

Primersett B 173 bp-amplikon ble pavist med innfangnings-
probe CP-39:

CP-39 (23-mexr, - polaritet, 726-748)

57 TGT CTIT CGT AAC TCG CTC CGG AA 3'
dvs. primeren er ethvert oligonukleotid som vil bindes til

felgende sekvens:
5’ TT CCG GAG CGA GTT ACG AAG ACA 3’

Primersett B ble anvendt for & amplifisere mdlplasmid pCHL-
1. Ved hjelp av 5‘-biotinylerte primere ble malsubstansen
amplifisert med 30 cykluser i PCR, og de biotinylerte
produkter ble undersekt ved innfangsningshybridisering
(tabell 2). Etter ti minutters fremkalling (TMB/H,0,) var sa
fa som 20 utgangskopier av pCHL-1 pavisbare (1:25 fortyn-
ning, OD4gy = 0.140), med ubetydelig bakgrunns-signal
(ODggo = 0.009 for 1:25 fortynning).
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Tabell 2
OD4g0 OD490

‘ 1:25 1:100
10* kopier pCHL-1 . >1.500 >1.500
104 kopier pCHL-1 >1.500 >1.286
102 kopier pCHL-1 0.686 0.170
50 kopier pCHL-1 0.215 0.050
20 kopier pCHL-1 0.140 0.035
Negative kontroller
Intet templat 0.009 0.000

Eksempel 7
Pavisning av McCov-celler og kliniske isolater infisert med

Chlamydia trachomatis

McCoy-celler, enten uinokulert eller infisert med C.
tracho-matis, ble lysert i 2SP (20 mM natriumfosfatbuffer,
PH 7,2, 2M sukrose) som inneholder 100 pg/ml Proteinase K,
1% Tween-20 og ble inkubert ved 55°C i 1 time, etterfukgt
av inkubering ved 95°C i 10 min. Primersett A (eksempel 12)
ble anvendt i en PCR-amplifisering pa 30 cykluser, og
produktene ble undersekt ved plateassay som beskrevet i
eksempel 8. Etter ti minutters farvefremkalling ga bade 10
og 100 infiserte McCoy-celler, nar de var innblandet i 10°
uinfi- serte McCoy-celler, ODyg,-verdier >2.000 (for bade
1/25- og 1/100-fortynninger av produktet i GuSCN) . Ekstra-
herte og amplifiserte uinfiserte celler alene (10°-celler)
ga ODygo-verdier pa <0,050.

Kliniske prever som tidligere var klassifisert etter sin
grad av cytopatiske effekter (CPE) [i omradet fra "negativ"
(ingen CPE) til 4+ (mest fremtredende CPE)], ble likeledes
ekstrahert og amplifisert i 30 cykluser i CPC, idet man
anvendte primersett A. Resultatene av dette assay er vist
i tabell 3.
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Tabell 3
OD450

Bedemmelse av Volum av 1/25-for- 1/100-for-
tynning i tynning i

kulturen lysert preve GuSCN GuSCN
4+ 90 ul > 2.000 1.686
1+ 90 ul 0.145 0.086
Negativ 90 ul < 0.050 < 0.050
44 10 ul > 2.000 1.417
1+ 10 ul < 0.050 < 0.050
Negativ 10 pl < 0.050 < 0.050

Sammenfattet er nye mater & merke og pavise amplifiserings-
produkter fra Chlamydia trachomatis ved PCR beskrevet heri.
Disse merkings- og innfangningsmiater tilveiebringer flere

fordeler over konvensjonelle pavisningsmetoder:

1. Biotinyleringen og innfangningen av PCR-produkter pa
mikrotiterplater er et raskere assay. Plateassayet ifelge
foreliggende oppfinnelse kan utferes i lepet av 2 timer,
sammenlignet med ca. 6 -24 timer for OH-assay, og sa mye
som 48 timer for Southern blotting og hybridisering.

2. Plateassay-formatet er mindre arbeidskrevende og kan
automatiseres for analyse av store preveantall.

3. Til forskjell fra de andre to assay-formatene som ble
undersekt, krever plateassay-formatet ikke preparering,
rensing eller handtering av farlige radiocaktive prober med
hoy spesifikk aktivitet.

4. Innfangningen av biotinylerte produkter via plateassay
tilveiebringer en objektiv, kvantitativ hybridiserings-

bestemmelse; beregning av et statistisk grensepunkt for
positivitet i prevene og kvantitativ beregning av assayets
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Patentkravw

1. Diagnostisk sett for pavisning av en milnukleinsyre-
sekvens fra Chlamydia trachomatis,
karakterisert ved at settet omfatter
PCR-primere, hvor nevnte primere er oligonukleotider som
vil binde til eller forarsake forlengelse via sekvens-
settene

5’ CCTGACTTGTTGTTACAGGAATCCC? ' og

5 GTGTTCTTATTGTTCTGGGGAAGAGGS’

som utgjer sett A, eller

5 CCGCACGTTCTCTCAAGCAGGAC?' og
3 GTCTGACGGTTCTTAAGCTGGGAGS’

som utgjer sett B,

samt en mikrotiterplate som har et antall brenner og som
har bundet til seg en oligonukleotid-innfangningsprobe
med en nukleinsyresekvens som i hovedsak er komplementar
til nevnte malsekvens. }

2. Diagnostisk sett ifelge krav 1,
karakterisert ved at det ytterligere
omfatter reagenser for & utfere PCR-amplifikasjon og
hybridisering av nevnte innfangningsprobe og nevnte

milsekvens.

3. Diagnostisk sett ifelge krav 2, ‘
karakterisert wved at det ytterligere
omfatter Tag-polymerase samt dNTP’er.

4. Diagnostisk sett ifelge krav 3,
karakterisert ved at en eller flere av

nevnte dANTP’'er omfatter en marker.
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5. Diagnostosk sett ifelge krav 1,
karakterisert ved at minst én av nevn-
tée PCR-primere er biotinylert via en tilknytningsarm-
modifisering ved 5’ ende.

6. Diagnostisk sett ifelge krav 1,
karakterisert ved at nevnte mikroti-
terplate omfatter polystyren med oket proteinbindende
kapasitet.

7. Diagnostisk sett ifelge krav 1,
karakteriserxrt ved at nevnte probe er

et oligonukleotid som vil binde til den felgende sekvens
5 GEGCTTGCAGAGTTCTATAGTGCTATG?

for sett A, eller
5 TTCCGGAGCGAGTTACGAAGACA®'

for sett B.

8. Primere til bruk i PCR-amplifikering av Chlamydia
trachomatis nukleinsyre-sekvenser, »
karakterisert ved at nevnte primere er
oligonukleotider som vil binde seg til eller forarsake
forlengelse via de felgende sekvenser:

5’ CCTGACTTGTTGTTACAGGAATCCC?'  og
5 GTGTTCTTATTGTTCTGGGGAAGAGG?’

9. Prober som er anvendelige ved hybridiseringsassays
av DNA-sekvenser amplifikert med primere ifelge krav 8,
karakterisert ved at probene er oligo-
nukleotider som vil binde til feolgende sekvens:

5’ GGCTTGCAGAGTTCTATAGTGCTATG?'
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10. Primere for anvendelse ved PCR-amplifikering av
Clamydia trachomatis nukleinsyre malsekvenser,
karakterisert ved at nevnte primere ex
oligonukleotider som vil binde seg til eller forarsake

forlengelse via de felgende sekvenser:

5’ CCGCACGTTCTCTCAAGCAGGAC? og
5! GTCTGACGGTTCTTAAGCTGGGAG?'

11. Prober som er anvendelige i hybridiseringsassays av
DNA-sekvenser amplifikert med primere ifelge krav 10,
karakterisert ved at proben er et

oligonukleotid som vil binde til den fezlgende sekvens:
5 TTCCGGAGCGAGTTACGAAGACA®'

12. Anvendelse av diagnostisk sett ifelge ethvert av
kravene 1 til 7 ved pavisning av Chlamydia trachomatis.
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