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(57) Sammendrag:

Tilstedevarelse eller fravar af en nukleinsyresekvens associeret
med en eller flere beslegtede vira i en prgve, som indeholder en
eller flere nukleinsyrer, og som mistenkes for at indeholde en sidan
sekvens, kan detekteres ved at amplificere sekvensen under anven-
delse af primere til frembringeise af forlzngelsesprodukter, som kan
fungere som templater, og p3vise det amplificerede produkt, hvis det
er til stede. Dette kan opnds ved at tilsztte en market hybridise-
ringsprobe til det amplificerede produkt enten frit i oplgsning eller
efter immobilisering p3 et fast baremateriale. Viruset er fortrinsvis
AIDS-vira og hepadnavira.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til detekte-
ring af tilstedevarelse eller fravaer af en bevaret, identificerende nu-
kleotidsekvens fra et virus. Opfindelsen angdr ogs3 et kit til anven-
delse ved en s3dan.detektering, hvilket kit indeholder primere og en
market hybridiseringsprobe.

Erhvervet immundefektsyndrom (AIDS) er en overfgrbar sygdom
i det cellule#re immunsystem, som resultererer i ofte fatale opportu-
nistiske infektioner eller neoplasmaer. Ydermere er AIDS ofte kom-
pliceret ved funktionsfejl i centralnervesystemet. Det tiologiske
agens (de xtiologiske agenser), som er ansvarlig for denne sygdom,
er bievet identificeret som et humant retrovirus og er blevet beteg-
net human T-celle leukamivirus (Il (HTLV 11l), lymphadenopathi-
associeret virus (LAV eller LAVA) og AlDS-associeret virus (ARV-2).
Senere er disse vira samlet blevet omtalt som human immundefekt-
virus (HIV). fisolaterne fra de forskeilige laboratorier reprasente-
rerer identiske eller nartbeslegtede vira p3 baggrund af talrige
kriterier (dvs. morfologi, immunologiske krydsreaktiviteter mellem
hylster- og nukieokapsidproieiner, nukleotidsekvens og indtraeng-
ning i T-hjalpeceller under anvendelse af T4-antigenet). Et abe-
virus isoleret fra chimpanser og makak-aber, som lider af sympto-
mer, der ikke kan skelnes fra AIDS hos mennesker, er ud fra disse
samme kriterier ogsd nart beslagtede. P.J.Kanki et al., Science,
230: 951-954 (1985).

En af de mere interessante observationer vedrgrende de vira,
der er associeret med AIDS, er deres lighed med det modne virion
af subfamilien Lentiviridae. Medlemmer af denne patogene, men ikke
oncogene, virusgruppe, inkluderer visnavirus og infektigs hesteanzmi-
virus. Lighederne mellem de AIDS-associerede vira og lentivira inkiu-
derer virionmorfologi, immunologisk krydsreaktivitet, nukleotidse-
kvens, hjernelokalisering, replikation og udpraget heterogenicitet.

De nuvarende immunodiagnostiske undersggelser tif identifi-
cering af sera med antistoffer mod det AIDS-associerede virus (de
AlDS-associerede vira) (se US patent nr. 4.520.113 til Gallo et al.)
anvendes i blodbanker til at eliminere potentielt infektigs blod. Se
ogsd WO 86/01834 publiceret 27. marts 1986 (University of California)
vedrgrende retrovirale polypeptider, der er brugbare ved fremstilling
af monoklonale antistoffer til detektering af retrovira i HTLV-familien.
Fordi lighederne mellem AlDS-associerede vira og lentivira i alminde-

lighed eller specifikt visna kan strakke sig til viraernes evne til at
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forblive som en DNA-kopi uden at producere veasentlige mangder af
virale partikler, kan en direkte immunologisk fremgangsmide til de-
tektering af AlDS-associerede vira vise sig ikke at lykkes hos en
vasentlig del af vedvarende inficerede, asymptomatiske individer.
Fordi antallet af viruspartikler i de inficerede vav og i blodet kan
vere fa (p8 grund af viral uvirksomhed), kan direkte detektering
af virale partikler eller RNA/DNA veare vanskelig, hvis ikke umulig,'
uden at dyrke de inficerede celler sammen med en permissiv T-celle-
linie. Selv med denne samtidige dyrkning er antallet af individer,
som er inficeret med H!V indikeret med virusisolering, en under-
vurdering af det sande antal inficerede individer; der blev kun iso-
leret virus fra 50% AiIDS-patienter, 85% ARC og 30% sunde individer
med risici for AIDS (Salahuddin et al., PNAS USA, 82, 5530-4
(1985)).

Saiki et al., Science, 230, 1350-1354 (1985) beskriver en frem-
gangsmade til at amplificere nukleinsyresekvenser for at lette detek-
tering heraf ved at anvende en market RNA- eller DNA-hybridise-
ringsprobe. Ved denne fremgangsmade anvendes primere til at opnd
primerforlaengelsesprodukter, som anvendes som templater til at syn-
tetisere yderligere kompiementere strenge i narverelse af nukleotider.
| artiklen fra Saiki et al. omtales ogs3 en teknik, hvor der efter at
proben er hybridiseret til den gnskede sekvens tilsattes et restrik-
tionsenzym for at spalte hybriden pa et sted i den gnskede sekvens,
og restriktionsfordgjelsen analyseres derefter for markede fragmen-
ter. Saiki et al., Biotechnology, 3: 1008-1012 (1985) omtaler sidst-
nevnte teknik i stgrre detaijer.

| en oversigtsartikel af Landry et al., Clin.Lab.Med. (1985) 5,
513-529 beskrives nukleinsyrehybridiseringsomradet hvad angdr virus-
detektering. | W086/01535, publiceret 13. marts 1986 og i EP 173.529,
pubiiceret 5. marts 1986 omtales molekyler kloning af HTLV Iil og
anvendelse af klonen som en probe til detektering af AIDS. Ydermere
omtales i EP patentpublikation nr. 173.339, publiceret 5. marts 1986 en
genetisk analyse under anvendelse af en DNA-probe til detektering af
infektioner fra fremmede mikrober. | EP 185.444 publiceret 25. juni
1986, omtales et rekombineret peptid til anvendelse som en probe til
pavisning af HTLV-Ill viruset i cellelysater. Oncor Inc. meddelte i
september 1986, at de havde udvikiet en radioaktiv blodundersggelse
til detektering af AIDS-viruset. | US patent nr. 4.591.552 omtales an-
vendelse af et mearket peptid til detektering af tilstedevareise af et
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antigen i en preve, navnlig hepatitis B.

Anvendelsen af en hybridiseringsprobe til detektering af latente vira,
sdsom AIDS og andre vira, kan muliggere identifikation af de individer,
som er vedvarende inficeret, men som ikke producerer virus, eller
individer, som er antistofnegative, men kulturpositive, og gere det muligt at
detektere inficerede celler uden at det er npdvendigt at dyrke viruset.
Forpsgelse af virusets nukleinsyrekopiantal ved amplifikation vil gsre det
lettere at identificere viral nukleinsyre i inficerede individer.

Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til detektering eller
undersegelse af tilstedevaerelse elier fravaer af en nukleinsyresekvens, som i
det vaesentlige er bevaret blandt nuleinsyrerne
i et virus, og som er specifikt for nukleinsyrerne i et saddan virus, 09
hvilken nukleinsyresekvens mistaenkes for at vaere indeholdt i en preve, hvilken
fremgangsmade er ejendommelig ved:

(a) at preven, uden at viruset forst er blevet dyrket i prgven, samtidigt
eller separat og under hybridiseringsbetingelser behandies med en
oligonukleotidprimer for hver nukleinsyresekvensstreng, 4 forskellige
nukleosidtriphosphater og et polymerisationsmiddel, sdledes at der for hver
nukleinsyresekvensstreng syntetiseres et forlaengelsesprodukt af hver primer,
som er komplementar til hver nukleinsyrestreng, ved hvilken
fremgangsmade primeren (primerne) i det vaesentlige er komplementaere til
hver nukleinsyresekvensstreng, som skal detekteres eller underseges, saledes
at det forleengelsesprodukt, der er syntetiseret fra én primer, kan, nar det er
separeret fra dets komplement, tjene som en template til syntese af
forleengelsesproduktet af den anden primer,

(b) at praven behandles under denaturerende betingelser,

(c) at produktet fra trin (b) behandles med oligonukleotidpri-
mere, saledes at der syntetiseres et primerforiaengelsesprodukt under
anvendelse af hver af de enkeltstrenge, som er frembragt i trin (b), som
en template, hvilket resulterer i amplifikation af den specifikke
nukleinsyresekvens eller de specifikke nukleinsyresekvenser, hvis de er
tilstede, og

(d) at det bestemmes, om den sekvens, der skal detekteres, er tilstede
i proven.

Sekvensen findes fortrinsvis i HIV (AIDS) og hepatitis B vira.

En made at detektere produktet pa er ved til produktet fra trin (c) at
tilszette en meerket probe, som er i stand til at hybridisere med den
amplificerede nukleinsyresekvens, og bestemme, om proben har
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hybridiseret med en amplificeret sekvens i nukleinsyreprgven. 1 én
udfgrelsesform kan denne bestemmelse udfgres ved:

(1) at den hybridiserede blanding fordgjes med et restriktions-
enzym, som genkender et sted i sekvenserne i proben, og

(2) at det pdvises, om den restriktionsenzymbehandlede fordgjel-
se indeholder et restriktionsfragment, som korrelerer med tilstede-
varelsen af den virussekvens, der skal pdvises.

Fgr trin (a) kan nukleinsyrerne fra en patientprgve ekstraheres
derfra, siledes at den prgve, som behandles, faktisk er en blan-
ding af de ekstraherede nukleinsyrer. Ydermere behgver den prgve,
som behandtes i trin (a), ikke p3 forh8nd at vare udsat for en frem-
gangsmade, hvorved viruset i prgven dyrkes.

I en anden udfgrelsesform angdr opfindelsen et kit til detekte-
ring eller undersggelse for tilstedeverelse eller fravaer af en nuklein-
syresekvens, som i det vasentlige er bevaret blandt nukleinsyrerne
i et virus, og som er specifikt for nukleinsyrerne i et virus, og hvil-
ken nukleinsyresekvens mistenkes at vare indehoidt i en prgve, hvil-
ket kit er ejendommelig ved:

(a) en oligonukleotidprimer for hver nukleinsyresekvensstreng,
som skal pavises, hvilken primer eller hvilke primere i det vasent-
lige er komplementare til hver streng i hver specifik nukleinsyre-
sekvens, siledes at et forlengelsesprodukt, som syntetiseres fra én
primer, kan, ndr det er separeret fra dets komplement, tjene som en
template for syntesen af foriengelsesproduktet af den anden primer,
og

(b) en meerket probe, som er i stand til at hybridisere med nu-
kleinsyresekvensen.

Kittet indeholder fortrinsvis ogsd et polymerisationsmidde!, fire
forskellige nukleotider og et middel til pavisning af hybrider meliem
proben og sekvensen.

Det foreliggende undersggelseskit kan anvendes ved forskningsun-~
dersggelser, kliniske undersggelser og til andre diagnostiske formal.
Ydermere kan det anvendes til at detektere inficerede celler uden at
dyrke viruset, et trak, som er nyttigt, ndr man undersgger patien-
ter behandlet med forskellige terapeutiske midier for at oplgse infek-
tionen.

Figur 1 viser en skematisk afbildning af hele AIDS-genomet,
som omfatter de ikke-kodende, lange terminale gentagelsesomrader
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(LTR) og de kodende omrdder for gag, pol, env, Q (eller sor) og
F (efler 3'ORF), og som viser, fra hvilket omride de i eksemplerne
anvendte primere blev udvalgt.

Figur 2 viser en skematisk afbildning af 10 oligonukleotider af
AlIDS-sekvensen, som biev ligeret sammen for at frembringe et 180 bp
fangt DNA-fragment til en hybridiseringsprobe, som skal anvendes i
dot blot til detektering af amplificerede produkter.

Figur 3 viser et skematisk flowdiagram af hvordan to kloner,
M13mp10W:C7 og ™M13mp10W:D6, som indehoider nukleotidsekvens-
®ndringer, blev behandlet til opndelse af en sekvens, som er iden-
tisk med AIDS-viruset. Den fremkomne klon, M-13-GAG, indeholder
det 180 bp lange indfgjede stykke til brug som en hybridiserings-
probe i dot blot. P figuren angiver X mutation i genet.

Som anvendt her refererer udtrykket "virus" til ethvert isolat
eller serier af beslagtede isolater, som har en sekvens, der i det va-
sentlige er bevaret blandt nukleinsyrerne og specifik for disse i viru-
set (viraerne). Eksempler p3 s3danne vira inkluderer HIV, hepatitis
B virus, herpes vira, hepatitis A virus, rhinovirus, papillomavirus,
Epstein-Barr virus osv. Her foretrukne vira er AIDS og hepatitis B.

Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmide og et kit
til detektering eiler undersggelse for en nukleinsyresekvens, som er
associeret med et virus i en prgve af nukleinsyre (nukleinsyrer), som
mistenkes for at indeholde sekvensen. Den efterfglgende diskussion
har navnlig relation til HIV-virus og hepatitis B virus, men kan an-
vendes pa et hvilket som helst virus som her anfgrt.

Fordi HIV er meget variabel er der behov for at finde en falles-
navner (et bevaret omrade med en langde, som ggr det mutigt for
en specifik primer som defineret her at initiere polymerisering) blandt
varianterne af viruset til brug ved detektering af en signifikant frak-
tion af de vira, som er associeret med AIDS. En signifikant fraktion
er det antal individer, som er tilstraekkelig tit at ggre prgven diagnos-
tisk eller kommercielt gennemfgrlig. For tiden er 4 HIV'er, ARV,
HTLV-111, LAV og LAVA blevet sekventeret, og 5 humane hepatitis B
vira sdvel som besl®gtede vira, som inficerer skovmurmeldyr, jord-
egern og &nder, er blevet sekventeret. De initielle 4 HIV'er og deres
associerede varianter er her blevet betegnet som "AiDS-vira", og de
5 hepatitis B vira og de hepatitis B beslagtede vira, som inficerer
skovmurmeldyr, jordegern og @nder, betegnes her som "hepadnavira®™.
Den sekvens, som skal amplificeres, m3 ogsd vare specifik for AIDS-
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viraerne eller for hepadnaviraerne, dvs. ikke reagere med HTLV-i
eller HTLV-Il eller andre ikke-AlDS-vira henholdsvis md ikke rea-
gere med ikke-hepadnavira.

Hele genomet for de 4 HIV-isolater og deres varianter er an-
givet af Sanchez-Pescador et al., Science, 227, 484-492 (1985) for
ARV; af Starcich et al., Science, 227, 538-540 (1985) for HTLV-Ill;
af Wain-Hobson et al., Cell 40, 9-17 (1985) for LAV og af Muesing et
al., Nature 313, 450-458 (1985) for LAVA. Der er almindelig enighed
om, at disse vira alle er wvarianter af den samme stamme. De er
fuldstendigt bevarede i en art, dvs. de har ingen varianter.

Hele genomet for ande-hepatitis B-virus er angivet i J.Virol.,
49, 782-792 (1984) og de humane virusgenomer og skovmurmeldyr-
virusgenomer er angivet i de referencer, der er citeret i artikien i
J.Virol. Hele genomet for jordegernhepatitis B virus er angivet i
J.Virol, 41: 51-865 (1982).

Udtrykket "i det vasentlige bevaret" som anvendt pd den se-
kvens, der skal detekteres, angiver, at sekvensen skal vare i det
vasentlige komplementaer til nukleinsyrerne i det virus, som detek-
teres, til initiering af polymerisation ved mindst stuetemperatur i
nervaerelse af et polymerisationsmiddel og de fire nukleosidphosphater.

De anvendte primere vil vare oligonuklieotider af en hvilken som
helst lengde og sekvens til tilvejebringelse af specifik polymerisations-
initiering pa et signifikant antal nukleinsyrer i viruset. Som anvendt
her refererer udtrykket "primer" specifikt til et molekyle, som
bestdr af to eller flere deoxyribonukleotider eller ribonukleotider,
fortrinsvis mere end 3, som er i stand til at fungere som et initie-
ringspunkt for syntese, nir de anbringes under betingelser, i hvilke
syntesen af et primerfori®ngelsesprodukt, som er i det vasentlige
komplementart til en nukleinsyrestreng, induceres, dvs. i narve-
relse af nukleosidtriphosphater og et polymerisationsmiddel, sdsom
DNA-polymerase, og en egnet temperatur og pH-vardi. Primerne er
fortrinsvis enkeltstrengede for maximal virkning ved amplifikationen,
men de kan alternativt véare dobbeltstrengede. Hvis primeren er
dobbeltstrenget skal den fgrst behandles for at separere dens stren-
ge, fgr den bliver anvendt til at frembringe forlangelsesprodukter.
Primeren er fortrinsvis et oligodeoxyribonukleotid. Primeren m3 vare
tilstrekkelig lang til at prime syntesen af forlangelsesprodukter i
nerverelse af induceringsmidlet for polymerisation. De ngjagtige
lengder af primerne vil afhznge af mange faktorer, inklusiv tempe-
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atur, puffer, nukleotidsammensatning og primerkilde. For det
foreliggende formadl indeholder oligonukleotidprimeren typisk 15-25
etler flere nukleotider, skgnt den kan indeholde ferre nukleotider.
Hvis viruset udggr. AIDS-viraerne er primerne fortrinsvis fra gag-
omradet. Hvis viruset udggr hepadnavira, er primerne fortrinsvis fra
polymerase- eller hylstergenerne hos disse vira.

De foreliggende primere udvalges til at vare "i det vasentlige"
komplementeere til hver streng af den specifikke sekvens, som skal
amplificeres. Dette betyder, at primerne skal vare tiistraekkelig kom-
plementare til at hybridisere med deres respektive strenge under be-
tingelser, som tillader polymerisationsmidlet at fungere, dvs. at pri-
merne skal have tilstrakkelig komplementaritet med sekvensen af den
streng, som skal amplificeres, til at hybridisere hermed og dermed
frembringe en template for syntese af forlangelsesproduktet af den
anden primer. Primerne har fortrinsvis ngjagtig komplementaritet
med strengen.

Man kan udvaige den sekvens, som skal amplificeres, fra de
omrader, som er i det vasentlige bevarede blandt de beslagtede
vira, som har interesse. Primerne og proberne kan derfor identifi-
ceres ved hjalp af hvilke som helst egnede midler. Dette kan ggres
manuelt ved at sammenligne omraderne af de publicerede nuklein-
syresekvenser for de relevante virale genomer, f.eks. de 4 AIDS-
virusgenomer og de 4 hepatitis B-genomer.

En anden mere hensigtsmaessig metode er at anvende et compu-
terprogram til at sammenligne sekvenserne. Til dette form3i kan der
hensigtsmaessigt anvendes et kommercielt program med den tilgrund-
leggende computeralgoritme, som levereres af National Biomedical
Research Foundation, og som anvender en prikmatrix. Dette program
involverer, at nukleinsyresekvenserne for de forskellige, besiegtede
vira af interesse indfgres, og at der defineres en vinduestgrrelse for
baseparhomologi. Programmet anvender grafik for at sammenligne se-
kvenserne pd forskeilige akser, og der fremkommer en prik, nir der
er mindst vasentlig homologi. Vinduestgrrelsen er fortrinsvis stgrre
end 6 baser.

For AIDS-viraerne afslgrer et prikmatrixprogram, at gag-omr3-
det af genomet (se figur 1), ogsd kendt som nukleokapsidgenet, er
mest bevaret blandt de kodende omr3der i de 4 varianter. Det naest-
bedst bevarede kodeomr3de er pol-omraddet, efterfulgt af env-omradet
af genomet. Fordi gag er det mest bevarede blandt de kodende
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omrader, er det det foretrukne omrdde, fra hvilket man udvalger
primere og prober til detektering af sekvensen.

Omrader af det virale genom, som ikke koder for proteiner, kan
ogsd anvendes til at bestemme en sekvens for de primere, der skal
anvendes. For de foreliggende formdl for at maximere fglsomhed og
specificitet er den sekvens, som detekteres, homolog med en sekvens,
som har en tiistraekkelig lengde til at tillade specifik priming, og som
i det vasentlige er bevaret blandt beslaegtede vira, navnlig ved re-
striktionsspaltningsstedet, hvis der anvendes en probe og en restrik-
tionsenzym.

De metader, som anvendes til amplificering og derefter til detek-
tering af produktet er beskrevet i detaljer i Saiki et al., Biotechno-
logy, se ovenfor, og Saiki et al., Science, se ovenfor. Generelt in-
volverer amplifikationsprocessen en enzymatisk kadereaktion til i
eksponentielle mangder i forhold til de involverede antal reaktions-
trin at frembringe en specifik nukleinsyresekvens, forudsat at en-
derne af den gnskede sekvens er kendt 1 tilstrekkelige detaljer til,
at der kan syntetiseres oligonukleotidprimere, som vil hybridisere
med dem, og at en tlille mengde af sekvensen er tilgengelig til at
initiere kadereaktionen. En primer er kompiementar til den negative
(-) streng, og den anden er komplementar til den positive (+) streng.
Annealing af primerne til denatureret nukleinsyre efterfulgt af forlen-
gelse med et enzym, sasom det store fragment fra DNA-polymerase |
(Klenow), og nukleotiderne, resulterer i nyligt syntetiserede + og -
strenge, som indeholder milsekvensen. Fordi disse nyligt syntetiserede
sekvenser ogsa er templater for primerne resulterer gentagne cyklus-
ser med denaturering, primerannealing og forlengelse i eksponentiel
akkumulering af de omrade, der afgranses af primeren. Produktet af
kaedereaktionen vil vere en sarskilt nukleinsyreduplex med termini,
som svarer til enderne af de speicfikke primere, som anvendes.

Amplifikationsprocessen illustreres skematisk nedenfor, hvor
dobbeltstrenget DNA, som indeholder den gnskede sekvens [S] be-
stdende af de komplementare strenge [S+] og [S ] anvendes som nu-
kleinsyren. Under den fgrste og hver efterfglgende reaktionscyklus
vit forlengelse af hver oligonukleotidprimer pd den oprindelige tem-
plate producere 1 nyt ssDNA-molekyleprodukt med ubestemt lengde,
som ender med kun den ene af primerne. Disse produkter, som her-
efter omtales som “lange produkter" vil akkumulere pa linier made,
dvs. den mangde, som er til stede efter et hvilket som helst antal
cykler, vil vare proportional med antallet af cykler.
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De sdledes frembragte lange produkter vil fungere som templater
for den ene eller den anden af oligonukleotidprimerne under efterfgl-
gende cyklusser og vil fremkalde molekyler af den gnskede sekvens
[S+] eller [S]. Disse molekyler vil ogs8 fungere som templater for
den ene eller den aﬁden af oligonukleotidprimerne, hvorved produce-
res yderligere [S+] og [S], og der kan siledes opretholdes en
kaedereaktion, som vil resultere i akkumuleringen af [S] med en
eksponentiel hastighed i forhold til antallet af cykler.

Biprodukter, som dannes ved andre oligonukleotidhybridiseringer
end de tilsigtede, er ikke selvkatalytiske og akkumulerer saledes med
en linizr hastighed.

Den specifikke sekvens, som skal ampiificeres, {S], kan skema-
tisk afbildes som fglger:

[S+] 5' AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCccceee 3
[S 13 TTTTTTTTTTYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG 5

De hensigtsmassige oligonukleotidprimere viile vare:
Primer 1: 3' GGGGGGGGGG 5
Primer 2: 5" AAAAAAAAAA 3

s3ledes, at hvis DNA, som indeholder [S]

e...2222222ZAAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCLCCCCzzzz2222. .. .
v...2222222Z V¥ TTTTTTTITTYYYYYYYYYYGGGGGGGGGGzZzzzz22. . ..

separeres i enkeltstrenge, og de enkelte strenge hybridiseres til
primerne 1 og 2, kan nedenstd3ende forlengelsesreaktioner Kataly-
seres af DNA-polymerase i naervarelse af de 4 deoxyribonukleosidtri-

phosphater:
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3 5'
forlengelse < GGGGGGGGGG Primer 1

A .zzzzzzzzAAAAAA_AAAAXXXXXXXXXXCCCCC CCCCCzzzzzzzz. ...
oprindelig template—streng+

oprindelig template-streng_
e .2z222z2ZTTTTTTTTTTYYYYVYYYYYYGGGGGGGGGG2zzZ22222. ...

Primer 2 AAAAAAAAAA > foriengelse
5! 3

Ved denatuering af de to dannede duplexer er produkterne:

3 5!
e 222z2z22TTTTTTTTTTYYYVYYYYYYYGGGGGGGGGG
nyligt syntetiseret, langt produkt 1.

5! 3
.. ..222222ZZAAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzzzz27227. . . .
oprindelig I;emplate-sl:reng+

3‘ SI
. 2222222ZTTTTTTTT TV TIYYYYYYYVYYYGGGGGGGGGGzzzezzze. . ..

oprindelig template-streng-

5 3!
AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzzz2222Z. .. -
nyligt syntetiseret, langt produkt 2.

Hvis disse 4 strenge far lov til at genhybridisere med primerne 1 og 2
i neste cyklus vil polymerisationsmidlet katalysere fgigende reaktioner:

Primer 2 5" AAAAAAAAAA > forlenges
hertil

3., ..22z222222TTTTTTTTTTYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG 5
nyligt syntetiseret, langt produkt 1.
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forlenges ¢ GGGGGGGGGG 5' Primer 1

5'...22222222zZAAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzzz22222. ...3"

oprindelig template-streng+

Primer 2 5' AAAAAAAAAA > forlenges

3. 22zzzzZZTTTTTTTTTTIYYYYYYYYYYGGGGGGGGGGz2z2222. . .5
oprindelig template-streng”

forlenges ¢ GGGGGGGGGG 5' Primer 1
hertil

5' AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzzzzz222....3"
nyligt syntetiseret, langt produkt 2

Hvis strengene af de 4 dupiexer separeres findes fglgende strenge:

5" AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCC 3!
nyligt syntetiseret [S+]

3. 2zzzzzzZTYTTTTTITTTYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG 5
langt produkt 1 syntetiseret i fgrste cyklus

3. ...z2z2zzzzzZTTTTTTTTTITYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG &'
nyligt syntetiseret langt produkt 1

5'...2zzzzzzZAAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzzzzz222. .. .3
oprindelig temp}ate-str'eng+

S' AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCCCCCCzzzzzz. .. 3
nyligt syntetiseret langt produkt 2

3. .2222zzzZTTTTTITTTTTYYYYYVYYYYYGGGGGGGGGGz222222. . .5
oprindelig template-streng_

DK 174886 B1
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3 TTTTTTTTTTYYYYYYYYYYGGGGGGGGGG 5
nyligt syntetiseret [S’]

5" AAAAAAAAAAXXXXXXXXXXCCCCCLCCCCCzzz22222....3'
langt produkt 2 syntetiseret i fgrste cyklus

Det fremglr, at hver streng, som ender med oligonukleotid-
sekvensen for én primer og den komplementere sekvens for den
anden, er den specifikke nukleinsyresekvens [S], som man gnsker at
frembringe.

Trinnene i denne fremgangsm3de kan gentages ubegranset, idet
de kun er begranset af mengden af primerne 1 og 2, inducerings-
midlet og tilstedevarende nukleotider. Mengden af oprindelig nu-
kleinsyre forbliver konstant i hele processen, fordi den ikke bliver
replikeret. Mangden af de lange produkter forgges liniert, fordi de
kun produceres fra den oprindelige nukleinsyre. Mangden af den
specifikke sekvens forgges eksponentielt. Saledes vil den specifikke
sekvens blive den dominerende form. Dette illustreres i den efterfg!-
gende tabel, som indikerer de relative mangder af de former, der
teoretisk er til stede efter n cykler, under antagelse af 100% effek-
tivitet i hver cyklus:

Antal dobbeltstrenge
efter 0 til n cyklusser

Specifik
Cyklusnummer Template Lange produkter sekvens [S]

0 1 - -
1 1 1 0
2 1 2 1
3 1 3 4
5 1 5 26
10 1 10 1013
15 1 15 32.752
20 1 20 1.048.555
n 1 n "-n-1)

Nar der anvendes en enkeltstrenget nukleinsyre som template dannes
der kun 1 langt produkt pr. cyklus.

Som anvendt her refererer udtrykkene "restriktionsendonukiea-
ser® og '"restriktionsenzymer" til bakterielle enzymer, som skerer
dobbeltstrenget DNA ved eller ner en specifik nukleotidsekvens.

DK 174886 B1
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Primeren (primerne) her kan udvealges efter fglgende kriterier,
som er faktorer, der skal overvejes, men som ikke er ekskiusive
eller bestemmende faktorer. For det fgrste udvalges primerne fra
bevarede omrader af det virale genom. | tilfelde med AIDS-genomet
er g__g_-omrsdet (nukleokapsid-genet) det mest bevarede af de ko-
dende omrader, efterfulgt af pol- og env-omraderne, og derfor blev
gag-omradet udvalgt til initielle undersggelser. | tilfezlde med hepa-
titis B-genomet er hele det kodende omrade af genomet bevaret i en
enkelt art.

For det andet mangler primeren homologi med hvilke som heist
sekvenser af virale genomer, som kunne forventes at forstyrre
undersggelsen. F.eks. ville de sekvenser for HTLV-l, som er pu-
biiceret af Seiki, M. et al., PNAS (USA) 80:3618-3622 (1983), for-
styrre undersggelsen for AIDS.

For det tredie mangler primeren fortrinsvis sekundaer struk-
turdannelse i den amplificerede nukleinsyre, hvilket kan interferere
med forlengelse ved hjelp af amplifikationsenzymet, s3som E.coli
DNA-polymerase, fortrinsvis den del af DNA-polymerasen, som om-
tales som Klenow-fragmentet. Dette kan opnds ved at anvende op til
ca. 15 wvagty, fortrinsvis 5-10 vagty, dimethylsulfoxid (DMSO) i
amplifikationsmediet og/eller forgge amplifikationstemperaturen til
30-40°C, fortrinsvis 35-40°C.

For det fjerde har primeren fortrinsvis et omtrentligt 50% ind-
hold af guanin og cytosin og indeholder ikke multiple, pd hinanden
fglgende adenin- og thyminrester ved 3'-enden af primeren, hvilket
kan resultere i mindre stabile hybrider.

Til slut, hvis det amplificerede produkt skal detekteres under
anvendelse af et restriktionsenzym, m3 proben have et internt (ikke-
terminait) restriktionssted.

Otigonukleotidprimerne kan fremstilles ved at anvende en hvil-
ken som helst egnet metode, sdsom f.eks. de ovenfor beskrevne
phosphostriester- og phosphordiestermetoder eller automatiserede
udfgrelsesformer heraf. | en s8dan automatiseret udfgrelsesform
anvendes diethylphosphoramiditer som udgangsmateriale, og de kan

syntetiseres som beskrevet af Beaucage et al., Tetrahedron Letters

(1981), 22: 1859-1862. En fremgangsmade til syntetisering af oligo-
nukleotider pa et modificeret fast baremateriale er beskrevet i US
patent nr. 4.458.066. Det er ogsad muligt at anvende en primer, som
er blevet isoleret fra en biologisk kilde (sdsom en restriktionsendo-
nukieasefordgjetse).
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En hvilken som helst nukleinsyrekilde kan i renset eller ikke-
renset form anvendes som udgangsnukleinsyren eller -syrerne,
forudsat at den indeholder eller formodes at indeholde den specifikke
nukleinsyresekvens, som er associeret med det virus, som skal pa-
vises. Ved fremgaﬁgsméden kan der s3ledes f.eks. anvendes DNA
eller RNA, inklusiv messenger-RNA, hvilket DNA eller RNA kan
vaere enkeltstrenget eller dobbeltstrenget. 1 det tiifaelde, at RNA
anvendes som en template, skal der anvendes enzymer og/eller
betingelser, som er optimale for tilbagetranskribering af templaten til
DNA. Ydermere kan der anvendes en DNA-RNA-hybrid, som inde-
holder en streng af hver. Der kan ogsd anvendes en blanding af
hver af disse nukleinsyrer, eller der kan anvendes nukleinsyrer,
som er frembragt ved en tidligere amplifikationsreaktion her under
anvendelse af de samme eller forskellige primere. Den specifikke
nukleinsyresekvens, som skal amplificeres, kan blot vare en fraktion
af et stgrre molekyle eller kan i begyndelsen veare tilstede som et
serskilt molekyle, sdledes at den specifikke sekvens udggr hele
nukleinsyren. Det er ikke ngdvendigt, at den sekvens, som skal
amptificeres, i begyndelsen er tilstede i en ren form; det kan veere
en mindre fraktion af en kompleks blanding, sasom en del af det
viruskodende gen indeholdt i hel human DNA. Udg‘angsnuk!einsyren
kan indeholde mere end én gnsket specifik nukleinsyresekvens, som
kan vare den samme eller en anden. Den foreliggende fremgangsmade
er derfor ikke blot nyttig til frembringelse af store meangder af en
specifik nukleinsyresekvens, men ogsd til samtidig amplificering af
flere end én forskellig, specifik nukleinsyresekvens lokaliseret pé
det samme eller et andet nukleinsyremolekyle.

Nukleinsyren (nukleinsyrerne) kan opnds fra en hvilken som
helst kilde, f.eks. naturlig DNA eller RNA fra hgjere organismer,
sdsom dyr. DNA eller RNA kan ekstraheres fra en legemsprgve,
sdsom blod, vavsmateriale, sdsom chorion villi, eller amnionceller ved
hjelp af en rzkke metoder, s3som den der er beskrevet af Maniatis
et al., Molecular cloning (1982), 280-281. '

Hvis prgven er uren, sasom plasma, serum eller blod, kan den
fgr amplifikation behandles med et reagens i en mangde, som effek-
tivt 8bner cellerne, vaskerne, vavene, de virale kapsider eiler
animalske cellemembraner | prgven og frilegger og/eller separerer
nukleinsyrens (nukleinsyrernes) strenge. Dette lyserings- og nu-
kleinsyredenatureringstrin for at frilegge og separere strengene vil
muligggre at amplifikation sker meget lettere. Ydermere er det ikke

DK 174886 B1
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ngdvendigt, at AIDS-viruset dyrkes i prgven, fgr prgven behandles
med amplifikationsreagenserne. Prgven kan centrifugeres til frembrin-
gelse af "buffy coats", som derefter fgres gennem en sgjle til op-
ndelse af leukocytter. Leukocytterne kan derefter behandles for at
ekstrahere nukleinsyrerne herfra til brug som den prgve, der skal
amplificeres.

Der kan frembringes en hvilken som helst specifik nukleinsyre-
sekvens ved den foreliggende fremgangsmade. Det er kun ngdven-
digt, at et tilstrakkeligt antal baser i begge ender af sekvensen er
kendt i tilstraekkelige detaljer til at der kan fremstilles to oligo-
nukleotidprimere, som Vil hybridisere til forskellige strenge i den
gnskede sekvens og ved relative positioner langs sekvensen, sdledes
at et forlengelsesprodukt, der syntetiseres fra en primer, kan, nar
det separeres fra dets template (komplement) tjene som en template
for forizngelse af den anden primer til en nukleinsyre med en be-
graenset lengde. Jo stgrre viden man har om baserne i begge ender
af sekvensen, jo stgrre kan primernes specificitet for mdlnukleinsyre-
sekvensen vare og jo stgrre er fremgangsmadens effektivitet. Det
skal forstds, at ordet primer, som anvendes herefter, kan referere
tit mere end én primer, navnlig i det tilfelde, hvor der er nogen
flertydighed i informationen vedrgrende den terminale sekvens (de
terminale sekvenser) af det fragment, som skal ampliificeres. F.eks.
vil der i det tilfaide, hvor en nukleinsyr.esekvens udledes fra pro-
teinsekvensinformation, for hver streng blive anvendt en samling af
primere, som indeholder sekvenser, der reprasenterer alle mulige
codonvariationer baseret pd den genetiske kodes degenerering. En
primer fra denne samling vil vare i det vasentlige bevaret i forhold
til den pnskede sekvens, som skal amplificeres.

Den specifikke nukleinsyresekvens frembringes ved at anvende
den nukleinsyre, som indeholder denne sekvens, som en template.
Hvis méalnukleinsyresekvensen i prgven indeholder ta strenge, er det
ngdvendigt at separere nukleinsyrens strenge, fgr den kan anvendes
som template, enten i et separat trin eller samtidigt med syntesen af
primerforlengelsesprodukterne. Denne strengseparation kan opnas
ved at anvende egnede denatureringsbetingelser, inklusiv fysiske,
kemiske eller enzymatiske midler, idet ordet "denaturering" som
anvendt her inkludere alle s3danne midler. En fysisk metode til
separering af nukleinsyrestrengene involverer opvarmning af nu-
kleinsyren, indtil den er denatureret. Typisk varmedenaturering kan

involvere temperaturer, som ligger i omradet fra ca. 80 til 105°C i
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tider, som ligger fra ca.. 1 til 10 minutter. Strengeseparation kan
ogsa induceres af et enzym fra kilassen af enzymer, som er kendt
som helicaser eller enzymet RecA, som har helicaseaktivitet, og som
vides at denaturere DNA i narvarelse af riboATP. De reaktionsbe-
tingelser, som er egnede til separering af nukleinsyrestrengene med
helicaser, er beskrevet af Kuhn Hoffmann-Berling, CSH-Quantitative
Biology, 43: 63 (1978) og metoder til anvendelse af RecA er opsum-
meret i C.Radding, Ann.Rev.Genetics, 16:405-37 (1982).

Hvis den oprindelige nukleinsyre, som indeholder den sekvens,

der skal amplificeres, er enkeltstrenget, syntetiseres dets kompie-
ment ved at tilsette en eller to oligonukieotidprimere hertil. Hvis der
tilsettes en hensigtsmassig enkelt primer syntetiseres et primerfor-
lengelsesprodukt i narvarelse af primeren, et polymerisationsmiddel
og de 4 nukleosidtriphosphater som beskrevet nedenfor. Produktet
vil vaere delvis komplementart til den enkeltstrengede nukleinsyre og
vil hybridisere med nukleinsyrestrengen til frembringelse af en
duplex med ulige lange strenge, som kan separeres til enkeltstrenge
som ovenfor beskrevet ti! frembringelse af to enkelte, separerede,
komplementare strenge. Alternativt kan der tilszttes to hensigts-
maessige primere tit den enkeltstrengede nukleinsyre, og reaktionen
kan udfgres.

Hvis den oprindelige nukleinsyre udggr den sekvens, som skal
amplificeres, vil det frembragte primerforlengelsesprodukt (de frem-
bragte primerforiengelsesprodukter) vare fuldstendig eller i det
vasentlige komplementare til strengene i den oprindelige nukieinsyre
og vil hybridisere hermed til frembringelse af en duplex med lige
lange strenge, som kan separeres til enkeltstrengede molekyler.

N3r de komplementzre strenge i nukleinsyren eller -syrerne
separeres, hvad enten nukleinsyren oprindelig var dobbeltstrenget
elier enkeltstrenget, er strengene parat til at blive anvendt som en
template til syntese af yderligere nukleinsyrestrenge. Denne syntese
udfgres under betingelser, der tillader, at hybridisering af primere
til templater finder sted. Det finder generelt sted i en pufret vandig
oplgsning, fortrinsvis ved en pH-vardi pa 7-8, mest fortrinsvis ca.
8. Fortrinsvis tilsettes et molart overskud (for genomisk nukleinsyre
sedvanligvis ca. 108:1 primer:template) af de to oligonukleotidpri-
mere til den puffer, som indeholder de separerede templatestrenge.
Det skal imidlertid forst8s, at mazngden af komplementzr streng
maske ikke er kendt, hvis den foreliggende fremgangsmade anvendes
til diagnostiske form3l, siledes at mangden af primer i forhold til

DK 174886 B1
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mangden af den komplementzre streng ikke kan bestemmes med
sikkerhed. Som en praktisk forholdsregel vil den mangde primer,
som tilsaettes, imidlertid generelt vare i molert overskud i forhold til
maengden af komplementar streng (template), ndr den sekvens, der
skal amplificeres, findes i en blanding af komplicerede, fangkadede
nukieinsyrestrenge. Der foretrakkes et stort molaert overskud for at
forbedre fremgangsmadens effektivitet.

Deoxyribonukleosidtriphosphaterne dATP, dCTP, dGTP og TTP
tilsettes ogsd til synteseblandingen, enten separat eller sammen med
primerne, i passende mangder, og den fremkomne oplgsning op-
varmes til ca. 90-100°C i fra ca. 1 til 10 minutter, fortrinsvis fra 1
til 4 minutter. Efter denne opvarmningsperiode far oplgsningen lov
tii at afkgle til stuetemperatur, hvilket foretrzkkes til primerhybri~
disering. Til den afkglede blanding tilsettes et hensigtsmaessigt mid-
del til udfgrelse af primerforizngelsesreaktionen (her kaldet "poly-
merisationsmiddel"), og reaktionen far lov til at finde sted under be-
tingelser, som er kendt inden for fagomrddet. Polymerisationsmidiet
kan ogsa tilsattes sammen med de andre reagenser, hvis det er
varmestabiit. Denne syntesereaktion kan finde sted ved en tempera-
tur fra stuetemperatur op til en temperatur, over hvilken polymeri-
sationsmidlet ikke langere fungerer. Hvis sdledes f.eks. DNA-poly-
merase anvendes som midlet er temperaturen sadvanligvis ikke over
ca. 40°C. Mest hensigtsmassigt finder reaktionen sted ved stuetem-
peratur.

Polymerisationsmidlet kan vare en hvilken som helst forbindelse
eller et hvilket som helst system, som vil fungere til opndelse af
syntese af primerforiengelsesprodukter, inklusiv enzymer. Egnede
enzymer til dette formal inkluderer f.eks. E.coli DNA polymerase |,
Klenow fragment af E.coli DNA polymerase |, T4-DNA-polymerase,
andre tilgengelige DNA-polymeraser, polymerasemuteiner, revers
tfranskriptase og andre enzymer, Iinklusiv varmestabile enzymer
(f.eks. de enzymer, som udfgrer primerforlengelse efter at vare
udsat for temperaturer, der er tilstrakkelig hgje til at fremkalde
denaturering), som vil lette kombineringen af nukleotiderne pa den
rette mdde til frembringelse af de primerforiengelsesprodukter, som
er komplementare til hver nukleinsyrestreng. Syntesen vil genereit
blive pdbegyndt ved 3'-enden af hver primer og forlgbe i 5'-ret-
ningen langs templatestrengen, indtil syntesen stopper, hvorved der
produceres molekyler af forskellig lengde. Der kan imidlertid vere
polymerisationsmidler, som p3begynder syntesen i 5'-enden og for-
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Igber i den anden retning under anvendelse af den samme frem-
gangsm3de som ovenfor beskrevet.

Den nyligt syntetiserede streng og dens komplementaere
nukleinsyrestreng vil danne et dobbeltstrenget molekyle under de
ovenfor beskrevne -hybridiseringsbetingelser, hvis mélsekvensen er
tilstede, og denne hybrid anvendes i de efterfgigende trin i frem-
gangsmiden. | det naste trin uds®ttes den prgve, som er behandlet
under hybridiseringsbetingelser, for denatureringsbetingelser under
anvendelse af en hvilken som helst af de ovenfor beskrevne frem-
gangsmader ti! frembringelse af enkeltstrengede molekyler, hvis mai-
sekvensen er tilstede.

Der syntetiseres ny nukleinsyre p3d de enkeltstrengede mole-
kyler. Der kan om ngdvendigt tilsettes yderiigere polymerisations-
middel, nukleotider og primere for at reaktionen kan finde sted under
de ovenfor beskrevne betingelser. lgen vil syntesen blive p3dbegyndt
i én ende af hver af oligonukleotidprimerne og vil forigbe langs
templatens enkelte strenge til frembringelse af yderligere nukleinsyre.
Efter dette trin vil halvdelen af forlangelsesproduktet bestd af den
specifikke nukleinsyresekvens omgivet af de to primere.

Trinnene med denaturering og syntese af forlengelsesprodukt
kan gentages s3 ofte som der er behov for til at amplificere mainu-
kieinsyresekvensen i den udstrakning, som det er ngdvendigt til de-
tektering. Som det vil blive beskrevet i yderligere detaljer nedenfor
vil den meaengde specifik nukleinsyresekvens, der produceres, akku-
mulere pd en eksponentiel made.

N3r man gnsker at fremstille mere end én specifik nuklein-
syresekvens fra den fgrste nukleinsyre eller blanding af nuklein-
syrer anvendes det hensigtsmaessige antal forskellige oligonukleotid-
primere. Hvis der f.eks. skal produceres to forskellige specifikke
nukleinsyresekvenser anvendes 4 primere. To af primerne er spe-
cifikke for den ene af de specifikke nukleinsyresekvenser, og de to
andre primere er specifikke for den anden specifikke nukleinsyre-
sekvens. P& denne m3de kan hver af de to forskellige specifikke
sekvenser frembringes eksponentielt ved hjzlp af den foreliggende
fremgangsmade.

Den foreliggende opfindelse kan udgves pd en trinvis made,
hvor der efter hvert trin tilsattes nye reagenser, eller samtidigt,
hvor alle reagenserne tilsattes i begyndelsestrinnet, eller delvis
trinvis og delvis samtidigt, hvor der tilsettes frisk reagens efter
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et bestemt antal trin. Hvis der anvendes en denatureringsmetode,
sdsom varme, som vil inaktivere polymerisationsmidlet, som er tilfal-
det med et varmelabilt enzym, er det ngdvendigt at supplere midlet
op efter hver strengseparationstrin. Den samtidige metode kan an-
vendes, nir der anvéndes et enzymatisk midde! til strengseparations-
trinnet. | den samtidige fremgangsmade kan reaktionsblandingen ud
over den nukleinsyrestreng (de nukleinsyrestrenge), som indeholder
den pnskede sekvens, indeholde det strengseparerende enzym
(f.eks. helicase), en hensigtsmassig energikilde for det streng-
separerende enzym, sasom rATP, de fire nukleosidtriphosphater,
oligenukleotidprimerne i molert overskud og polymerisationsmidlet,
f.eks. Klenow-fragmentet af E.coli DNA polymerase |.

Hvis varme anvendes tii denaturering i en samtidig fremgangs-
made kan der anvendes et varmestabilt middel, sdsom en termostabil
polymerase, som vil fungere ved en hzvet temperatur, fortrinsvis
50-105°C afhengig af midlet, ved hvilken temperatur nukleinsyren vil
bestd af enkeltstrenge og dobbeltstrenge i ligevaegt. For mindre
nukleinsyrelzengder kan favere temperaturer pd fra ca. 40 til 50°C
anvendes. Den gvre temperatur vil afheaenge af den temperatur, ved
hvilken enzymet nedbrydes, eller den temperatur, over hvilken der
vil ske et utilstrekkeligt niveau af primerhybridiséring. Et sadant
varmestabiit enzym beskrives f.eks. af A.S.Kaledin et al., Bio-
khimiya, 45, 644-651 (1980). For at denne reaktion ved konstant
temperatur kan forigbe har primerne deres 3'-ender inden for 6-8
basepar fra hinanden. Hvert trin i processen vil ske sekventielt
uanset den initielle tilstedevarelse af alle reagenserne. Yderligere
materiatle kan tils®ttes efter behov. Efter at en hensigtsmassig
tidsperiode er forighet til frembringelse af den gnskede mangde af
den specifikke nukleinsyresekvens, kan reaktionen stoppes ved at
inaktivere enzymerne pd en kendt made eller ved at separere reak-
tionskomponenterne.

Amplifikationen kan ogsd udfgres ved at anvende en reaktion
med en temperaturcykius, hvor temperaturen kontinuerligt forgges til
90-105°C for at tillade denaturering og derefter nedsattes til 35-65°C
eller mere for at tillade forlengelse og annealing under anvendelse af
et varmestabilt enzym. | praksis haves temperaturen simpeithen til
ca. 95°C, senkes til ca. 65°C eller til sd lavt som 37°¢ og heaeves

igen til ca. 95°C, og cyklussen fortsattes i den gnskede periode.

DK 174886 B1
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| en anden udfgrelsesform for en automatiseret fremgangsmde
kan fremgangsmiden ifglge den foreliggende opfindelse udfgres
kontinuerligt ved at lade reaktionen forlgbe i en cyklus gennem et
denatureringsomrade, et reagenstilsztningsomrdde og et reaktions-
omride. | en anden udfgrelsesform kan det enzym, som anvendes til
syntese af primerforlengeisesprodukterne, vare immobiliseret pd en
sgjle. De andre reaktionskomponenter kan Kontinuerligt cirkuleres
ved hjelp af en pumpe gennem sgjlen og en varmespiral i serie, s3-
ledes at de producerede nukleinsyrer kan denatureres gentagne
gange uden at inaktivere enzymet.

Det amplificerede produkt kan undersgges ved at analysere det
ved hjalp af Southern blot uden at anvende radioaktive prober. Ved
en sadan fremgangsm3de amplificeres f.eks. en lille prgve af DNA fra
f.eks. perifere biodlymfocytter, som indeholder et meget lavt niveau
af den sekvens, der er associeret med f.eks. AIDS, og analyseres
via en Southern blot teknik. Anvendelsen af ikke-radioaktive
prober ggres lettere pd grund af det hgje niveau af det amplificerede
signal.

En anden detekteringsmetode involverer detektering under an-
vendelse af en mearket probe, som er i stand til at hybridisere med
den amplificerede nukleinsyresekvens, og bestemmelse af, om proben
har hybridiseret. En s3dan probe indeholder ngdvendigvis en i det
vesentlige bevaret nukleinsyresekvens fra virusgenomet (for AIDS-
viruset, HTLV-Ill, ARV, LAV, LAVA eller en variant heraf) og
udvealges som ovenfor beskrevet for primere og amplificerede sekven-
ser. For AIDS udvalges proben fortrinsvis fra gag-omradet i A1DS-
genomet.

En sd3dan probemetode involverer oligomerrestriktionsteknikken
beskrevet i EP patent publikation nr. 164.054, publiceret 11. dec.
1985. Ved denne fremgangsmade denatureres den amplificerede nu-
kleinsyre og hybridiseres i oplgsning til en market oligonukieotid-
probe, som specifikt hybridiserer til malsekvensen (strazkker sig
over det bestemte, bevarede omrdde indeholdt i primerne) og strak-
ker sig over mindst ét restriktionssted af interesse. Den duplex, der
dannes mellem mdlsekvensen og proben, vil genoprette restriktions-
stedet, og ndr det spaltes med restriktionsenzym, sdsom f.eks.
BstNIl, Pwvull, Ddel eller Dral, friggres et market probefragment,

som kan skelnes fra fuldiengdeproben wved gelelektroforese. Den
fremkomne gel autoradiograferes derefter. Analyse af det amplifi-
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cerede produkt ved hjelp af denne metode er hurtig, dvs. at man
kan opnd resultater i Igbet af f& timer. Proben er fortrinsvis 30-50
baser lang og er market. Restriktionsenzymet er fortrinsvis ogsa
BstNI elter Pvull, hvis den sekvens, som skal p3vises, er fra AIDS-
viruset, og Ddel, hvis den sekvens, der skal pdvises, er fra hepad-
naviruset.

En anden metode, som kan anvendes til at analysere det ampli-
ficerede produkt, er dot blot metoden. Ved denne metode afsattes de
amplificerede prgver direkte som en plet pd en membran og hybridi-
seres med en mearket prgve. Markningen kan detekteres ved hjalp af
spektroskopiske, kemiske eller biokemiske immunologiske eller ke-
miske midler. Eksempler inkluderer enzymer, s3som alkalisk phos-
phatase, en radioaktiv markning, sasom 32?, en fluorescerende
markning eller biotin. | én udfgrelsesform er proben en biotinyleret

probe, hvor biotinen er fastnet ti! en afstandsarm med formlen:

H

]
—Y—(CH2)2-O—[(CHZ)XO]y-CHECHZ-N-
hvor Y betegner O, NH eller N-CHO, x er et tal pa fra 1 til 4, og vy
er et tal pd fra 2 ti! 4. Afstandsarmen er igen fastgjort til en psora-

lenenhed med formlen:

Psoralenenheden interkalerer i og tvarbinder en "3ben cirkel"-probe

som beskrevet af Courage-Tebbe et al., Biochem.Biophys.Acta, 697,

(1982) 1-5, hvor det enkeltstrengede hybridiseringsomrade af den
“abne cirkel" strakker sig over omr3det indeholdt mellem primerne.
Detaljerne vedrgrende denne biotinylerings- og dot blot procedure er
beskrevet narmere i falles overdraget US patent nr. 4.582.789 og
nr. 4.617.261. De biotinylerede prober eliminerer behovet for radio-
aktive isotoper.

Alternativt kan proben fgrst afsattes som en plet pd membra-
nen, om ngdvendigt under prahybridiseringsbetingelser, og derefter
tilsttes det amplificerede produkt til den forbehandlede membran

under hybridiseringsbetingelser, "i et omvendt" dot blot format.
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Dot blot proceduren er mere tidskrzvende end den ovenfor be-
skrevne oligomerrestriktionsmetode, fordi membranen fgrst skal pra-
hybridiseres og derefter hybridiseres med proben. Med hurtigt mu-
terende vira har det imidlertid den fordel, at sekvenser, som inde-
holder begransede basefejlparringer, stadig kan pavises under hen-
sigtsmassig hybridiseringsbetingelser, hvorimod med oligomerrestrik-
tionsmetoden vil ethvert virus, som rummer en mutation, der resul-
terer i gdeleggelse af restriktionsstedet, ikke blive p3vist p8 grund
af virusets variabilitet.

Den foreliggende opfindelse ang3r ogs3 et kitformat, som om-
fatter en emballeret multibeholderenhed med beholdere til hver primer
og den anvendte probe. Kittet kan ogsd indeholde en beholder til
polymerisationsmiddel til syntese af primerforlzngelsesprodukterne,
sdsom enzymer, en beholder med hver af de 4 nuklecsidtriphosphater
og en beholder med midler tif p3visning af merkningen (sdsom et
avidin-enzymkompleks, hvis markningen er biotin). Ydermere kan
kittet indeholde en beholder, som inkiuderer en positiv kontrol, der
indeholder en eiler flere nukleinsyrer med en sekvens af det virale
genom af interesse, f.eks. AIDS, og/eller en beholder, som inklu-
derer en negativ kontrol uden sddanne nukleinsyrer. Ydermere kan
kittet indeholde en beholder for hvert restriktionsenzym, som er i
stand til at spalte en nukleinsyre, der indehoider miisekvensen, ved
et sted, som er indeholdt i en sekvens i proben.

De efterfgilgende eksempler itlustrerer forskellige udfgrelses-
former for opfindelsen og har ikke til hensigt at vare begransende
pd nogen mdde. | eksemplerne er alle dele og procenter angivet efter
vaegt, hvis de er faste, og efter volumen, hvis de er flydende, og
alle temperaturer er i °C med mindre andet angives.

Eksempe!l 1
De ¢gnskede sekvenser, som skulle amplificeres, er indeholdt i

11 kodede DNA-prgver opndet fra dr. Bernard Poiesz fra Regional
Oncology Center, SUNY Upstate Medical Center, Syracuse, New York
13210, identificeret som 184BK, 342, 367, 361, 368H, 207, 307, 308B,
323, 326 og 340. De sekvenser, som skal amplificeres, primerne og
proberne blev identificeret ved det ovenfor beskrevne prikmatrix-
program, hvor det valgte sekvensvindue var mindst 20 basepar
langt, saledes at sekvenserne blev valgt inden i de bevarede om-
rdder af AIDS-viraerne.
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De kodede prgver blev fgrst dyrket i narvarelse af interleu-
kin-2 af dr. Poeisz for at teste for tilstedevarelse af virus. Derefter
blev DNA ekstraheret fra prgverne ved hjzlp af fglgende fremgangs-
made:

1. 1-2 x 108 dyrkede celler blev lyseret i reagensglas med 20
mi natriumdodecylsulfatiyseringspuffer (1% SDS, 150 mM NaC!, 25 mM
N.a\2 EDTA).

2. 400 pt af en 5 mg/pl oplgsning af proteinase K biev tilsat pr.
reagensglas og inkuberet ved 37°C natten over.

3. DNA'et blev sekventielt ekstraheret med phenol og CHCI
isoamylalkohol efterfulgt af pracipitering med ethanol.

3:

4. DNA'et blev spundet op pa en glasstang og resuspenderet i
1 x TE-puffer (10 mM Tris, 1 mM Na,EDTA, pH 7,5) og dialyseret
indgdende mod 1 x TE-puffer.

2

I. Syntese af primere.
Fglgende to oligodeoxyribonukleotidprimere, betegnet SKO1 hen-
holdsvis SK02, blev fremstillet ved den nedenfor beskrevne metode:

5'-CAGGGAGCTAGAACGAT-3"' (SKO01)
5'-CTTCTGATCCTGTCTGA-3' (5K02)

(SK01 og SKO02 blev udvalgt til at tilvejebringe ampfifikation af 107
baser bellem nukleotider 900 og 1006 fra HTLV-1l1 isolat BH10).

A. Automatiseret synteseprocedure: Diethylphosphoramiditerne,
syntetiseret ifglge Beaucage og Caruthers (Tetrahedron Letters
(1981) 22: 1859-1862) blev sekventielt kondenseret tit et nukieosid-
derivatiseret glasbaremateriale med styret porestgrrelse under anven-

delse af en Biosearch SAM-1. Fremgangsmiden inkluderede detrityle-
ring med trichloreddikesyre i dichlormethan, kondensering under
anvendelse af benzotriazol som aktiverende protondonor og capping
med eddikesyreanhydrid og dimethylaminopyridin i tetrahydrofuran
og pyridin. Cyklustiden var ca. 30 minutter. Udbytterne ved hvert
trin var stort set kvantitative og blev bestemt ved opsamling og
spektroskopisk undersggelse af dimethoxytritylalkhol frigjort under
detritylering. ~

B. Oligodeoxyribonucleotidafdekning og oprensningsprocedure:
Det faste baremateriale blev fjernet fra sgjlen og behandlet med 1 ml

koncentreret ammoniumhydroxid ved stuetemperatur i 4 timer i et
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lukket reagensglas. Barematerialet blev derefter fjernet ved filtre-
ring, og oplgsningen indeholdende det delvis beskyttede oligodeoxy-
nukleotid blev bragt til 55°C i 5 timer. Ammoniak blev fjernet, og
resten blev pdsat en praparativ polyacrylamidgel. Der blev udfgrt
elektroforese ved 30 volt/cm i 90 minutter, hvorefter det ba3nd, som
indeholdt produktet, blev identificeret ved UV-skygning af en fluo-
rescerende plade. Bi3ndet blev skdret ud og elueret med 1 mi de-
stilleret vand natten over ved 4°C. Denne oplgsning blev pdsat en
Altech RP18-sgjle og blev elueret med en 7-13% gradient af acetonitril
i 1% ammoniumacetatpuffer ved pH 6,0. Etueringen blev malt ved
UV-absorbans ved 260 nm, og den korrekte fraktion blev opsamlet,
kvantificeret ved UV-absorbans i et bestemt volumen og biev inddam-
pet til tgrhed ved stuetemperatur i en vakuumcentrifuge.

C. Karakterisering af oligodeoxyribonukleotider: Testdelprgver

af de oprensede oligonukleotider btev market med 32

P med poly-
nukleotidkinase og y32P-ATP. De markede forbindelser blev under-
sggt ved autoradiografi af en 14-20% polyacrylamidgei efter elektro-
forese i 45 minutter ved 50 wvolt/cm. Denne procedure bekraftede
molekylvaegten. Basesammensatningen biev bestemt ved fordgjelse af
oligodeoxyribonukleotid til nukleosider under anvendelse af gift-
diesterase og bakteriel alkalisk phosphatase og efterfglgende separa-
tion og kvantificering af de afledte nukleosider under anvendelse af
en HPLC-sgjle med omvendt fase og en mobil fase af 10% acetonitril,
1% ammoniumacetat.

1. Amplifikationsreaktion.

1 mikrogram DNA fra hver af de 11 kodede DNA-prgver fra dr.
Poiesz blev tilsat til 100 p! puffer bestdende af 10 mM Tris-HCi, pH
7,5, 50 mM natriumchiorid og 10 mM magnesiumchlorid og indehol-
dende 100 picomol Primer SKO01, 100 picomo! Primer SK02 og 150
nanomol af hver af dATP, dCTP, dGTP og TTP.

Den fremkomne oplgsning blev opvarmet til 100°C i 10 minutter
og fik lov til at afkgle til stuetemperatur i 2 minutter, hvorefter der
tilsattes 2 pl indeholdende 1 enhed Klenow-fragment af E.coli DNA
polymerase. Reaktionen fik lov til at forigbe i 2 minutter ved stue-
temperatur, hvorefter enzymet blev inaktiveret ved at opvarme til
95°C i 2 minutter. Denatureringen, primerannealing, og forlengelse
med Klenow, 2 minutter pr. trin, samt tils@tning af polymerase blev
gentaget 19 gange.
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{1l. Syntese og phosphorylering af oligodeoxyribonukleotidprobe.
En maerket DNA-probe, SK03, med sekvensen:
5-¥*AATCCTGGCCTGTTAGAAACATCAGAAG-3',

hvor * indikerer markningen, blev syntetiseret ifglge de i afsnit |
beskrevne fremgangsmader. Proben blev market ved at kontakte 10
pmol heraf med 4 enheder T4-polynukleotidkinase og 50 pmol y32P-
ATP (ca. 7200 Ci/mmol) i et reaktionsvolumen pr. 40 ul indeholdende
70 mM Trispuffer (pH 7,6), 10 mM MgCIa, 1,5 mM spermin og 2,5 mM
dithiothreitol i 90 minutter ved 37°C. Det totale volumen blev der-
efter indstillet til 100 pyl med 25 mM EDTA, og en delprgve blev
fiernet til bestemmelse af specifik aktivitet ved TCA-pracipitering.
Den markede probe blev koncentreret under anvendelse af et va-
kuumapparat og blev oprenset ved elektroforese pd en 18% poly-
acrylamidgel i Tris-borsyre-EDTA-puffer (TBE-puffer) (89 mM Tris,
89 mM borsyre, 2,5 mM EDTA, pH 8,3) i 500 v-timer. Efter lokali-
seing ved autoradiografi blev den del af gelen, som indeholdt den
markede prgve, udsk3ret, knust og elueret i 0,2 ml TE-puffer nat-
ten over ved 4°C. TCA-pracipitation af reaktionsproduktet indi-
kerede, at den specifikke aktivitet var 2 Ci/mmol, og slutkoncentra-
tionen var 20 pmol/mi.

IV. Hybridisering/fordgjelse af amplificeret genomisk DNA med probe
og BsiNI.

10 pl amplificeret DNA (indeholdende przampiifikationsekvivalen-
tet af 71 ng genomisk DNA) blev overfgrt til et 1,5 ml Microfugergr
og 20 pl TE-puffer til et slutvolumen pd 30 pi. Prgven blev denature-
ret ved 95°C i 10 minutter. 10 ul 0,6 M NaCl indeholdende 0,02 pmol
SKO03-probe blev tilsat til rgret, blandingen blev forsigtigt omblan-
det, overlagt med en mineralolie og straks overfgrt til en 56°C
varmeblok i 1 time. 10 mikroliter 50 mM MgCI‘2 og 1 ul BstNI (10
enheder) blev tilsat, og det genannealede DNA blev fordgjet i 30
minutter ved 56°C. Reaktionen blev stoppet ved at tilsztte 4 pl 75
mM EDTA og 6 pl sporingsfarve til et slutvolumen pa 60 ul.

Mineralolien blev ekstraheret med 0,2 ml chioroform, og 13 y! af
reaktionsblandingen (ca. 15 ng genomisk DNA) blev sat pd en 30%
polyacrylamidminimel i et elektroforeseapparat. Geien blev under-
kastet elektroforese ved ca. 300 volt i 1 time, indtil bromphenolbl&-
farvefronten var vandret til 3,0 cm fra pasatningsstedet. De gverste
1,5 cm af gelen blev fjernet, og resten af gelen blev eksponeret

mindst natten over med 2 forsterkningsskarme ved -70°C.
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V. Diskussion af resultater.

Autoradiogrammet viste, at AIDS-DNA-sekvensen kun var til
stede i prgve 368 -H, hvilket senere fandtes at vare det eneste
HTLV-IIl positive DNA. De andre 10 prgver var som fglger: (a)
194BK = DNA fra leukamipatient (intet virus isoleret), (b) 342 =
HTLV-l, (c) 367 = HTLV-L, (d) 361 = HTLV-l, (e) 207 = patient med
aggressiv leukami (hud involveret), (f) 307 = HTLV-I-prototype
cellelinie (hgjeste viral DNA indtil dato), (g) 308B = HTLV-I, (h)
323 = HTLV-H, (i) 326 = HTLV-! og (j) 340 = patient med aggressiv
leukami (forskellig fra (e)).

De anvendte primere var sdledes i stand til at amplificere
DNA'et og ggre det muligt at proben ngjagtigt detekterer sekvensen.
De andre prgver forblev negative selv med yderligere 10 amplifika-
tionscyklusser. Amplifikation i neervaereise af 10 $ DMSO (formind-
sker dannelse af sekundeer struktur) ved 37°C indikerede ogsd, at

HTLV=-iil prgven var den eneste positive prgve.

Eksempel 2
! dette eksempel anvendtes den samme fremgangsmade som i

eksempel 1 med undtagelse af, at de anvendte primere, betegnet
SK24 og SK18, var som fgiger:
5'-ATCCCAGTAGGAGAA-3' (SK24)
5'-TTATGTCCAGAATGC-3' (SK18)

Et alternativ til SK24 var primeren SK25 med fglgende sekvens:
5'~ATAATCCACCTATCCCAG-3' (SK25)

Den anvendte probe, SK19, havde sekvensen:
5'-*ATCCTGGGATTAAATAAAATAGTAAGAATGTATAGCCCTAC-3
hvor * indikerer markningen. Proben blev market som beskrevet i

afsnit 111. SK24 og SK18 blev udvaigt for at tilvejebringe amplifika-
tion af et hydrofilt omrdde af gag fra nukleotider 1552 til 1642 af
HTLV-11l. SK25 og SK18 blev udvalgt for at tilvejebringe amplifi-
kation af et hydrofiit omride af gag fra nukleotider 1541 til 1642 af
HTLV-l1I. N&r SK19 anneales til det amplificerede DNA genskabes et

genkendelsessted for BstN|. Fordgjelse med dette enzym friggr en
4-mer.
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Autoradiogrammet for hybridisering og restriktion ved 53°¢C
viste som positiv kun den i eksempel | fundne HTLV-lli-prgve. Et
baggrundsbadnd, som var synlig i alle prgver, forsvandt, nir tem-
peraturen for hybridisering og restriktion blev hzavet fra 53°C il
80°C. Den forggede temperatur formodes at have formindsket ikke-
specifik hybridisering af proben.

Eksempel 3
Et 180 bp langt DNA-fragment, som koder for et hydrofilt om-

r&de af gag (nukleotider 1470-1649 af HTLV-ill-isolat BH10) med 186
basepar inklusiv BamHl-ender, blev konstrueret ved fgrst at ligere
10 overlappende oligomerer under anvendelse af T4-DNA-ligase.
Oligomererne er vist pd figur 2. Det fremkomne fragment blev der-
efter klonet i genkendelsesstedet for BamH! i M13mp10w, som er
kommercielt tilgengeligt. Ingen af de sekventerede kloner havde den
ngjagtige gnskede sekvens. Ved imidlertid at anvende to kloner vist
pad figur 3 (hvor X betegner en mutation i genet) blev der konstrue-
ret en klon med den korrekte sekvens ved at erstatte Spel/BstXi-
fragmentet i kion M13mp10W:C7 med Spel/BstXI-fragmentet i kion
M13mp10W:D6. DNA fra M13mp10W:C7 blev fordgjet med Spel og
BstXl, blev behandlet med alkalisk phosphatase, og det store vek-
torholdige fragment blev oprenset fra en agarosegel. Spel/BstX!-
DNA-fragmentet fra kion M13mp10W:D6 blev oprenset fra en poly-
acrylamidgel efter dobbeltfordgjelse med de samme enzymer. De
oprensede fragmenter fra M13mpl10W:C7 og M13mpi0W:D6 blev ligeret
og transformeret i E.coli stamme DG98, som er tilgzngelig fra Ameri-
can Type Culture Collection. Den fremkomne klon, betegnet M-13-
GAG, indeholder den korrekte sekvens og det blev deponeret hos
ATCC 8. januar, 1986, med ATCC nr. 40.218.

Denne M-13-GAG kan anvendes til at konstruere en "&ben
cirkel" probe som ovenfor beskrevet til at evaluere en amplificeret
prgve i et dot blot format uden isotoper.

Det amplificerede produkt kan fremstilles ud fra to primere,
SK23 og SK28, som omgiver hele 180 meren i M-13-GAG og har fgl-
gende sekvens:

5'-ATGAGAGAACCAAGG-3' (S5K23)
5'-CCTTGTCTTATGTCCAG-3' (SK28).

Disse primere, som blev udvalgt til at amplificere mellem nukieotider
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1468 og 1649, var allerede blevet afprgvet med probe SK19 og fand-
tes at detektere HTLV-IIl prgven pd vellykket made.

Eksempel 4
71 kodede prgver, hvorfra DNA'et var blevet ekstraheret af dr.

Poiesz under anvendelse af den | eksempel 2 beskrevne metode, blev
initiett analyseret ved deres DNA under anvendelse af primerparret
SKO1 og SKO2 fra eksempel 1 eller SK17 og SK18, hvor SK18 er an-
givet i eksempel 2 og SK17 har sekvensen:
5'-CCAGTAGGAGAAAT-3!

som udvalges til at amplificere det hydrofile omrade af gag fra nu-
kleotider 1555 til 1642 af HTLV-II1l. Amplifikationen under anvendelse
af primerparret SK17 og SK18 blev udfgrt i narvarelse af 10 vagt$
DMSO ved 37°C, men ellers ifgige den i eksempel 1 beskrevne frem-
gangsmade. Efter amplifikation blev fremgangsmaden ifdlge eksempel
1 anvendt til at pavise DNA'et under anvendelse af proben SK03 (fra
eksempel 1) eller SK19 (fra eksempel 2). Nogle af de flertydige prg-
ver blev yderiligere analyseret under anvendelse af primerparret
SK24 og SKi8 fra eksempel 2 og under anvendelse af proben SK19
ved stuetemperatur.

Resultaterne viste, at aile prgver, som blev identificeret som
positive ved prgven her, var DNA'er isoleret fra AIDS- eller ARC-
patienter, inklusiv et HTLV-lli-isolat, et LAV-isolat og et AIDS-
associeret virus (AAV) identificeret af dr. Poiesz. Ydermere blev en
antistofpositiv, revers transkriptase-negativ, sund homoseksuel, som
havde mange kontakter med AIDS-ofre, ogs3 identificeret som positiv
med begge s&t primerpar. SK17-SK18- og SK24-SK18-primerparrene
syntes at pdvise flere positive end SK01-SK02-primerparret.

ingen af de negative kontrolprgver (normale T-celler, ikke-
inficerede cellelinier eller HTLV-{l) viste positivitet i analyserne her.
Undersggelsen her identificerede 10 inficerede prgver som positive,
som var negative med revers transkriptase. P3 den anden side var 5
prgver, som var revers transkriptasepositive (3 ud af de 5 var %)
negative ved undersggelsen her. Alle 71 prgver viste sig at vare
ELISA-positive, hviltket viser, at ELISA ikke er en meget diskri-
minativ eller specifik undersggelse for AIDS-viruset.

De ovennazvnte eksempler viser, at AIDS-virus-DNA-sekvenser
kan identificeres i cellelinier inficeret med blod, mononukleazre sad-
celler og sadsupernatanter fra patienter med AIDS eller ARC.
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Eksempel 5

Dette eksempel viser, at den foreliggende metode kan anvendes
direkte til at identificere AIDS-virus-DNA-sekvenser i perifere mono-
nuklezre celler fra. frisk blod uden at det er ngdvendigt at dyrke
viruset fgrst.

Kodede blodprgver fra AlIDS-patienter blev behandlet pa fgl-
gende made af dr. Poeisz. De blev fgrst centrifugeret under anven-
delse af centrifugering ved lav hastighed (ca. 3000 x g) for at
pelletere alle cellerne, hvorved der opndedes "buffy coats'. Disse
“buffy coats" blev fgrt gennem en Ficoll-Hypaque densitetssgjle, og
leukocytterne blev opsamlet fra sgjlen. DNA'et blev ekstraheret fra
leukocytterne ved den i eksempel 1 beskrevne fremgangsmade.

DNA'et blev amplificeret under anvendelse af primerparrene
SK17 og SK18 beskrevet i eksemplerne 2 henholdsvis 4 i narvarelse
af 10 vagty DMSO ved 37°C under anvendelse af den i eksempe! 1
beskrevne fremgangsmade med 1 enhed, 2 enheder og 4 enheder
Klenow-fragment. Efter amplifikation var de anvendte prober, idet
fremgangsmaden fra eksempel 1 blev anvendt, enten SK03 (fra eksem-
pel 1) eller SK19 (fra eksempel 2). Nogle af de flertydige prgver
blev yderligere analyseret under anvendelse af primerparret SK24 og
SK18 fra eksempel 2 og proben SK19 ved stuetemperatur.

Resultaterne efter eksponering natten over viste, at DNA'erne
isoleret fra nogle af AIDS- eller ARC-patienterne blev identificeret
som positive.

Forsgget blev gentaget under anvendelse af primerparret SK23
og SK28 (beskrevet i eksempel 3) og proben SK19 (eksempel 2).
Forsgget blev igen gentaget under anvendelse af primerparret SK32
og SK33 med fgigende sekvenser:

5'-ACCTGCCACCTGTAGTAG-3' {5K32)

5'-GCCATATTCCTGGACTACAG-3' (SK33)
under anvendeise af proben SK34 med sekvensen:
5'-TAGTAGCCAGCTGTGATAAATGTCAGCTAAAAGGAGAAGCC-3!
(5K34)

Restriktionsenzymet Pvull blev anvendt til at spalte restriktions-
stedet i SK34.

Resultaterne fra begge forsgg viste efter en 6-dages ekspone-
ringsperiode, at DNA'erne isoleret fra nogle af AIDS- eller ARC-

patienterne blev identificeret som positive.
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Eksempel 6
De gnskede sekvenser, som skulle amplificeres, fandtes i en

skovmurmeldyr-hepatitis viral, molekyler klon fra Chuck Rogler fra
Albert Einstein College of Medicine og en human hepatitis B kion af
adwz-subtypen med indfgjelsen pHBV1 i pBR322 opndet fra Stanford
University og beskrevet af Sninsky et al., Nature, 279:346-348
(1979).

De sekvenser, der skulle amplificeres, primerne og proberne
blev identificeret ved det ovenfor beskrevne prikmatrixprogram,
hvc;r sekvensvinduet blev udvalgt mindst 20 basepar langt, sdledes
at sekvenserne blev udvalgt inden for de bevarede omrader af
hepadnaviraerne. Omrader med 20 sammenhangende baser med homo-
logi blev lokaliseret efter parvise sammenligninger af de sekventerede
virale genomer og varianter heraf.

}. Syntese af primere.

Fglgende to oligodeoxyribonukleotidprimere, betegnet MD03 hen-
holdsvis MD06, blev fremstillet ved den i eksempe!l 1, afsnit |, be-
skrevne fremgangsmade:

5'-CTCAAGCTTCATCATCCATATA-3' (MDO03)
5'-CTTGGATCCTATGGGAGTGG-3! (MD06)

Disse primere blev udvalgt fra polymerasegenet i hepadnaviraerne.

I1. Amplifikationsreaktion.

10 pmol af hvert plasmid blev tilsat til 100 pl puffer bestdende
af 10 mM Tris-HCi, pH 7,5, 50 mM natriumchiorid og 10 mM magne-
siumchlorid og indeholdende 100 pmol Primer MD03, 100 pmol Primer
MD06, 10 vagty DMSO og 150 nmo! af hver af dATP, dCTP, dGTP og
TTP.

Behandlingen af den fremkomne oplgsning blev udfgrt som be-
skrevet i eksempel 1, afsnit 1, under anvendelse af 25 cyklusser
med undtageise af, at der blev anvendt 37°C i stedet for stuetem-
peratur.

I1l. Syntese og phosphorylering af probe.

En merket DNA-probe, MD09, med sekvensen:
5'-*GGCCTCAGTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTG-
TTC-3!
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hvor * angiver markningen, blev syntetiseret ifglge de i eksempel 1,
afsnit |, beskrevne fremgangsmdder. Proben blev market som be-

skrevet i eksempel [, afsnit 1II.

IV. Hybridisering/Fordgjelse med probe.
Fremgangsmdden fra eksempel 1, afsnit 1V, blev fulgt for
hybridisering og fordgjelse med undtagelse af, at der blev anvendt

Ddel som restriktionsenzym-til spaltning af proben.

V. Resultater

Autoradiogrammet viste, at der frembringes signaler under an-
vendelse af de foreliggende primere til sammenligning med en kontrol
(SC-1, som blev deponeret hos ATCC 19.marts 1985 og en EBV-trans-
formeret B-cellelinie, som er homozygot for seglcelleallelet uden hepa-
titisgenom), hvor amplifikation ikke fandt sted. Amplifikation af
hepadnavira er derfor mulig under anvendelse af den foreliggende
fremgangsmade.

Resultaterne var de samme, ndr ovennavnte forsgg blev udfgrt
med primerne MD14 og MD13 i stedet for MD06 og MDO03:

S'-GCGGGATCCCATCTTCTTATTGGTTCTTCTGG-3' (MD14) ag
5'-GCGAAGCTTGTTAGGGTTTAAATGTATACCC-3' (MD13).

Disse primere blev udvalgt fra hylstergenet i hepadnavira.
Fgigende deponering blev foretaget p3 den angivne dato:

Stamme Deponeringsdato ATCC Nr.
M13-GAG 8.januar 1986 40,218

Denne deponering blev foretaget under betingelserne ifglge Bu-
dapesttraktaten vedrgrende international anerkendelse af deponering
af mikroorganismer med henblik pd patentbeskyttelse og regulativerne
herunder (Budapesttraktaten).
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Patentkrav

1. Fremgangsmade til detektering eller undersegelse af tilstedeveerelse
eller fraveer af en nukleinsyresekvens, som i det veesentlige er bevaret blandt
isolater af et virus, og som er specifikke for nukleinsyrerne i viruset, hvilken
nukleinsyresekvens formodes at veere til stedeien prove, kendetegnet
ved

(a) at proven, uden at viruset forst er blevet dyrket i proven, samtidigt
eller separat og under hybridiseringsbetingelser behandles med en
oligonukleotidprimer for hver nukleinsyresekvensstreng, 4 forskellige
nukleosidtriphosphater og et polymerisationsmiddel, siledes at der for hver
nukleinsyresekvensstreng syntetiseres et forlaengelsesprodukt af hver primer,
som i det vasentlige er komplementzer til hver streng i den
nukleinsyresekvens, som skal detekteres eller underspges, saledes at
forlengelsesproduktet syntetiseret fra én primer, kan, nar det er separeret fra
dets komplement, tjene som en template for syntese af forlaengelsesproduktet af
den anden primer,

(b) at preven behandles under denaturerende betingelser for at separere
primerforleengelsesprodukterne fra deres templater, hvis den sekvens, der
skal detekteres, er til stede,

(c) at produktet fra trin {b) behandles med oligonukleotidprimere,
sdledes at der syntetiseres et primerforlzengelsesprodukt under anvendelse af
hver af enkeltstrengene frembragt i trin (b) som en template, hvilket resulterer i
amplifikation af den sekvens, som skal detekteres, hvis den er tilstede, og

(d) at det bestemmes, om den sekvens, der skal detekteres, er tilstede i
proven.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1, kend ete g n et ved, at trin (d) bestdr
af trinnene:

(1) at der til produktet fra trin (c) tilszettes en maerket probe, som er i
stand til at hybridisere med den amplificerede nukleinsyresekvens, og

(2) at det bestemmes, om proben har hybridiseret til en amplificeret
sekvens i nukleinsyreproven.

3. Fremgangsmade ifolge krav 1 eller 2, k endete g n et ved, at
viruset er AIDS-vira, hepadnavira eller herpes virus,
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4. Fremgangsmade ifolge krav 3, k ende t e gn et ved, at
trinnene (b) og (c) gentages mindst én gang, og at primerne
udvealges fra gag-omradet i AIDS-genomet eller fra polymerase- eller
hylstergenerne i hepadnaviraerne.

5. Fremgangsmade ifolge et hvilket som helst af kravene 1-4, k e n- d e
tegnetved, at nukleinsyren er DNA.

6. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af kravene 1-4, k e n- d e
tegnetved, at nukleinsyren er RNA.

7. Fremgangsmade ifplge et hvilket som helst af kravene 1-6,ken- de
tegnetved, at polymerisationsmidiet er et enzym udvalgt fra gruppen
bestdende af E.coli DNA-polymerase I, Klenowfragment af E.coli DNA
polymerase |, revers transkriptase eller et enzym, som efter at det er
blevet udsat for en temperatur, der er tilstraekkelig til at denaturere
nukleinsyre, bevarer sin enzymatiske aktivitet til frembringelse af
foriengelsesprodukterne ved reaktionstemperaturen i trinnene (a) og
(c).

8. Fremgangsmade ifolge krav 2, kendet e gnetved, at trin (2)
bestdr af trinnene:

(1) at den hybridiserede blanding fra trin (d) fordojes med et
restriktionsenzym, der genkender et sted i sekvenserne i proben, og

(2) at det detekteres om restriktionsfordgjelsen indeholder et
restriktionsfragment, der korrelerer med tilstedevaerelse af den
virussekvens, der skal pavises.

9. Fremgangsmade ifslge krav 8, kendete g netved, at viruset er
AIDS-vira, og at der i trinnene (1) og (2) anvendes en positiv
kontrol, som indeholder en eller flere nukleinsyrer med en sekvens fra
AIDS-virusgenomet og/eller en negativ kontrol, som ikke indeholder
nogen som helst nukleinsyre (nukleinsyrer) med en sekvens fra AIDS-
isolaterne.

10. Fremgangsmade ifplge krav 2, kendete gnetved, at
trinnet (1) bestdr af trinnene:

(1) at produktet fra trin (c) afsaettes som en plet pd en mem-
bran, og

(2) at proben tilsaettes til den med pletter forsynede membran.

11. Fremgangsmade ifslge krav 2, k endetegn et ved,
at trin (1) bestdr af trinnene:

(1) at proben afszettes som en plet pd8 en membran, og

(2) at produktet fra trin (c) tilsazttes til den med pletter for-
synede membran.
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12. Fremgangsmade ifplge krav 1, kendetegnet ved at virus er et latent
virus.

13. Sammenszetning indeholdende en amplificeret nukleinsyresekvens,
som i det vaesentlige er bevaret blandt isolaterne af et virus, og som er
specifikt for nukleinsyren i et virus, k e n d e t e g n e t ved, at den
frembringes ved:

(a) at en preve, som indeholder nukleinsyresekvensen i ikke-
amplificeret form, samtidigt eller separat og under hybridiseringsbetingelser
er behandlet med en oligonukleotidprimer for hver nuklein-
syresekvensstreng, 4 forskellige nukleosidtriphosphater og et poly-
merisationsmiddel, sdledes at der for hver nukleinsyresekvensstreng er
syntetiseret et forizengelsesprodukt af hver primer, som i det vaesentlige
er komplementaer til hver streng i den nukleinsyresekvens, som skal
detekteres eller underseges, saledes at forlaengelsesproduktet syntetiseret
fra én primer, kan, nar det er separeret fra dets komplement, tjene
som en template for syntese af forlzengelsesproduktet af den anden primer,

(b) at primerforizengelsesprodukterne er separeret fra de templa-
ter, pd hvilke de er syntetiseret, til frembringelse af enkeltstregede
molekyler, og

(c) at produktet fra trin (b) er behandlet med oligonukleotidpri-
mere, saledes at der er syntetiseret et primerforlaengelsesprodukt. under
anvendelse af hver af de i trin (b) frembragte enkeltstrenge som en
template, hvilket har resulteret i amplifikation af nukleinsyresekvensen.

14. Sammensatning ifglge krav 13, kendetegnetved, at viruset
er AIDS-vira eller hepadnavira.

15. Kit til detektering eller underspgelse af tilstedevaerelse eller fravaer
af en nukleinsyresekvens, som i det veaesentlige er bevaret blandt
nukleinsyrerne i et virus, og som er specifik for nukieinsyrerne i et
virus, og hvilken nukleinsyresekvens formodes at vaere til stede i en
prove, kendetegnetved, at det omfatter:

(a) en oligonukleotidprimer for hver streng af den nukleinsyre-
sekvens, der skal detekteres, hvilken primer eller hvilke primere i det
vasentlige er komplementzere til hver streng af den specifikke
nukleinsyresekvens, sdledes at et forlangelsesprodukt syntetiseret fra
én primer kan, nar det er separeret fra dets komplement, tjene som en
template for syntesen af forlaeengelsesproduktet af den anden primer, og

(b) en maerket probe, som er i stand til at hybridisere med nu-
kleinsyresekvensen.
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16. Kit ifplge krav 15,k e n d et e g n e t ved, at viruset er AIDS-
vira eller hepadnavira. '

17. Kit ifelge krav 15 eller 16, k end et e g n e t ved, at det
yderligere indeholder et polymerisationsmiddel, hver af de 4 forskellige
nukleosidtriphosphater og et middel til p3visning af hybrider mellem
proben og sekvensen.

18. Kit ifglge et hvilket som helst af kravene 15 - 17, kend e t e g-
n et ved, at viruset er AIDS-virus, og at kittet yderligere
omfatter en positiv kontrol, som indeholder en eller flere nukleinsyrer med
en sekvens fra AIDS-virusgenomet og/eller en negativ kontrol, som ikke
indeholder nogen som helst nukleinsyre (nukleinsyrer) med en sekvens
blandt AIDS-vira, samt et restriktionsenzym, som er i stand til at spalte
en nukleinsyre, der indeholder den mistzenkte sekvens, ved et specifikt
restriktionssted i en sekvens i proben.
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FIG. 2

SKO7 }
5! GATCCGAGAGAACCAAGGGGAAGTGACATAGCAGGAACTACTAGTACC
GCTCTCTTGGTTCCCCTTCAﬁggﬁﬁgCGTCCTTGATGATCATGG

SKO8
CTTCAGGAACAAATAGGATGGATGACAAATAATCCACCTATCCCAGT
GAAGTCCTTGTTTATCCT%SEIACTGTTTATTAGGTGGATAGGGTCA

S

SK09

AGGAGAAATCTATAAAAGATGGATAATCCTGGGATTAAATAAAATA
TCCTCTTTAGATATTTTCT%5E¥ATTAGGACCCTAATTTATTTTAT

— SK 1 0 }
GTAAGAATGTATAGCCCTACCAGCATTCTGGACATAAGACAAGGG 3!
CATTCTTACATATCGGGATGGTCGTAAGACCTGTATT%;PF;CCCCTAG
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