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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:118:
Met Glu Pro Val Asp Pro arg Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser
1 5 10 15

Gln Pro Lys Thr Ala Cys Thr Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe
20 25 30

His Cys Gln Val Cys Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly Ile Ser Tyr Gly
35 40 45

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Ala His Gln Asn Ser Gln Thr
50 55 60

His Gln Ala Ser Leu Ser Lys Gln
65 70

Claims

1.

A probe nucleic acid (PNA) comprising two different sequences which are:

(a) a single-stranded sequence (1/2 TBR) which is capable of forming, under hybridizing conditions, a hybrid
(TBR) with a target nucleic acid (TNA); and

{b) a single-stranded sequence (1/2 BBR) which is capable of forming, under hybridizing conditions, a hybrid
(BBR) with a single-stranded sequence present in a booster nucleic acid (BNA);

wherein said TBR is capable of binding with high affinity to a substance (TBA) capable of discriminating between
a paired hybrid (TBR) and a hybrid having unpaired nucleotides, and

wherein said BBR is capable of binding with high affinity to a substance (BBA) capable of discriminating between
a paired hybrid (BBR) and a hybrid having unpaired nucleotides.

The PNA of claim 1 wherein the TBR is comprised of one or more recognition sites for a nucleic acid binding protein,
a DNA binding protein, a DNA-RNA hybrid binding protein or an RNA binding protein.

The PNA of claim 2 wherein the TBR is a nucleic acid binding protein recognition site present in the genome of a
pathogen or is a binding site associated with a pathogenic condition in a vertebrate genome or is a nucleic acid
binding protein recognition site present in the genome of an organism which contaminates a fermentation process.

The PNA of claim 2 wherein the TBR is the HIV-LTR or a portion thereof
A method for detecting or localizing a specific TNA sequence, comprising the steps of:

(a) hybridizing said TNA with the PNA of claim 1;

(b) hybridizing said PNA with a BNA containing a 1/2 BBR whose sequence is complementary to a 1/2 BBR
sequence in the PNA;

{c) adding the products of steps (a) and (b) containing a TBR and a BBR, to a surface, liquid or other medium
containing a TBA;

{d) adding BBAs to the mixture in step (c) wherein said BBA comprises:

(i) a molecule or a portion of a molecule which is capabie of selectively binding to a BBR;
(ii) a detectible indicator, and

{e) detecting signal produced by the indicator attached to the BBA.

6. The method of claim 5 wherein said indicator is a protein, including enzymes capable of catalyzing reactions leading
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to production of colored reaction products; a radionuclide; colored beads.

An in vitro method of amplifying the signal obtained through binding the PNA of claim 1 to a TNA, which comprises
binding BNAs to the PNA-TNA hybrid, and binding labeled BBAs to the BNAs.

A method for detecting or localizing specific nucleic acid sequences with a high degree of sensitivity and specificity
which comprises:

(a) adding PNAs as defined in claim 1, containing a 1/2 BBR and a 1/2 TBR, to a sample containing or suspected
of containing TNAs containing 1/2 TBR sequences, to form a complex having target binding regions, TBRs,
formed by the hybridization of complementary 1/2 TBRs present in the PNAs and TNAs respectively;

(b) binding the TBRs formed in step (a) to an immobilized TBA to form a TBA-TNA-PNA complex;

(c) adding Booster Nucleic Acids, BNAs, containing booster binding regions, 1/2 BBRs, to the complex formed
in step (b) such that the 1/2 BBRs in the BNAs hybridize with the 1/2 BBR sequences present in the PNAs or
to 1/2 BBRs present in BNAs already bound to the PNA, to form BBRs, such that TBA-TNA-PNA-(BNA),
complexes are formed;

(d) adding Hairpin Nucleic Acids, HNAs, containing 1/2 BBR sequences, to the complex formed in step (¢) such
that the 1/2 BBRs in the HNAs hybridize with any available 1/2 BBR sequences present in the BNAs of the
complex of step (c), thereby capping the extension of the BNAs onto the TBA-TNA-PNA-(BNA), complexes of
step (c) to form TBA-TNA-PNA-(BNA),-HNA complexes;

(e) adding Booster Binding Assemblies, BBAs, linked to indicator moieties, to the TBA-TNA-PNA-(BNA),,-HNA
complexes formed in step (d) to form TBA-TNA-PNA-~(BNA-BBA),-HNA complexes; and

(f) detecting the signals produced by the indicator moieties linked to the TBAs, PNAs, BNAs, BBAs or HNAs in
the TBA-TNA-PNA-(BNA-BBA),-HNA complexes of step (e);

wherein the TNA comprises:

(i) one or more specific 1/2 TBR nucleic acid sequences, the presence or absence of which in a particular
sample is to be confirmed;

the BNA comprises:

(i) a 1/2 BBR, as shown in Figure 1(lIb), which has a sequence which is compiementary to a 1/2 BBR sequence
in a PNA and which is capable of forming, under hybridizing conditions, a hybrid, BBR, with the PNA;

(ii) an OSA, which is no attached support or indictor or an attached support or other means of localization,
including, but not limited to, attachment to beads, polymers, and surfaces, and/or indicators;

(iii) additional hybridization sites, 1/2 BBRs, for other BNAs; and

(iv) sequences, 1/2 BBRs, which can hybridize to BNAs aiready hybridized to the PNA,;

the BBA comprises:

(i) a molecule or a portion of a molecuie which is capable of selectively binding to a BBR; and
(i) an OSA, which is no attached support and/or indicator, or an attached support or other means of localization,
including, but not limited to, attachment to beads, polymers, and surfaces, and/or indicators;

and the TBA comprises:

(i) a molecule or a portion of a molecuie which is capable of selectively binding to a TBR; and
(ii) no attached support and/or indicator, or an attached support or other means of localization, including, but
not limited to, attachment to beads, polymers, and surfaces, and/or indicators.

A solid-phase hybridization method for detecting the presence of a target polynucieotide by using a PNA as defined
in claim 1 involving: inunobilizing a target polynucleotide, if present in a test sample, directly or via an intermediate
capture structure, on a solid phase at a capture site; before, during or after said immobilisation, attaching a detectable
label to said target polynucleotide, if present; and detecting said label, if any, at said capture site; wherein the
immobilisation comprises using a target binding assembly (TBA) that binds oniy to a unique hybrid of the target
nucleic acid and a probe nucleic acid (PNA) comprising a 1/2 BBR capable of binding a booster nucleic acid (BNA)
containing a single-stranded complementary 1/2 BBR which, upon hybridisation with the 1/2 BBR in the PNA, forms
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a BBR capable of binding labelled booster binding assemblies (BBAs), wherein the terms TBA, BNA, BBR and BNA
are as defined in claim 1.

A diagnostic or forensic test kit for the detection of a target nucleic acid sequence in a sample of nucleic acid, which
comprises first and second nucleic acid probes and first and second nucleic acid-binding proteins,

wherein the first probe has a sequence complementary to the target sequence and additional sequence;

the first binding protein is specific for the first probe-target duplex;

the second probe is complementary to the additional sequence on the first probe; and

the second binding protein binds specifically to the first probe-second probe duplex, and is labelled with a detectable
label.

The kit of claim 10, wherein the first probe is complementary to the HIV LTR and, on hybridisation of the first probe
with HIV LTR, a binding site is formed for NF-kB or a subunit thereof, SP1, TATA-binding protein, HIV-Detect I, I,
Il or IV, or HIV-Lock.

The kit of claim 11, wherein the first binding protein is NF-kB or a subunit thereof, SP1, TATA-binding protein, HIV-
Detect |, i, Il or IV, or HIV-Lock.

The kit of any of claims 10 to 12, wherein the first probe, in addition to being compiementary to the HIV LTR,
comprises a sequence encoding the bacteriophage lambda left or right operator, and the second probe comprises
sequence complementary to said bacteriophage lambda left or right operator sequence, such that, on hybridisation
of the first and second probes, a binding site is formed for the bacteriophage lambda Cl repressor protein, the
bacteriophage lambda cro protein or a derivative or homologue thereof.

The kit of claim 13, wherein the second binding protein is the bacteriophage lambda ClI repressor protein, the
bacteriophage lambda cro protein or a derivative or homologue thereof.

Patentanspriiche

1.

Sondennucleinsdure (PNA), umfassend zwei verschiedene Sequenzen, bei denen es sich handelt um

(a) eine einzelstrangige Sequenz (1/2-TBR), die unter Hybridisierungsbedingungen zur Bildung eines Hybrids
(TBR) mit einer Zielnucleinsédure (TNA) beféhigt ist; und

(b) eine einzelstrangige Sequenz (1/2-BBR), die unter Hybridisierungsbedingungen zur Bildung eines Hybrids
(BBR) mit einer in einer Booster-Nucieinsaure (BNA) vorhandenen einzelstrangigen Sequenz beféhigt ist;

wobei die TBR mit hoher Affinitét zur Bindung an eine Substanz (TBA) befahigt ist, die zur Unterscheidung zwischen
einem gepaarten Hybrid (TBR) und einem Hybrid mit ungepaarten Nucleotiden beféhigt ist, und wobei die BBR mit
hoher Affinitét zur Bindung an eine Substanz (BBA) befahigt ist, die zur Unterscheidung zwischen einem gepaarten
Hybrid (BBR) und einem Hybrid mit ungepaarten Nucleotiden befahigt ist.

PNA nach Anspruch 1, wobei die TBR aus einer oder mehreren Erkennungsstelien fiir ein Nucleinsaure-Bindungs-
protein, ein DNA-Bindungsprotein, ein DNA-RNA-Hybrid-Bindungsprotein oder ein RNA-Bindungsprotein besteht.

PNA nach Anspruch 2, wobei die TBR eine Nucleinséure-Bindungsprotein-Erkennungsstelle ist, die im Genom
eines Pathogens vorhanden ist, oder eine Bindungsstelie, die mit einem pathogenen Zustand in einem Wirbeltier-
genom assoziiert ist, oder eine Nucleinséure-Bindungsprotein-Erkennungsstelle, die im Genom eines Organismus,
der einen Fermentationsvorgang kontaminiert, vorhanden ist.

PNA nach Anspruch 2, wobei es sich bei der TBR um HIV-LTR oder einen Teil davon handelt.

Vertahren zum Nachweisen oder Lokalisieren einer spezifischen TNA-Sequenz, umfassend die folgenden Stufen:
{a) Hybridisieren der TNA mit der PNA von Anspruch 1;
(b) Hybridisieren der PNA mit einer BNA mit einem Gehalt an 1/2-BBR, dessen Sequenz zu einer 1/2-BBR-

Sequenz in der PNA komplementar ist;
{c) Zugeben der Produkte der Stufen (a) und (b) mit einem Gehalt an einer TBR und einer BBR zu einer
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Oberflache, einer Flussigkeit oder einem anderen Medium mit einem Gehalt an einer TBA;
(d) Zugeben von BBAs zu dem Gemisch von Stufe (c), wobei die BBA jolgendes umfasst:

(i) ein Molekul oder einen Teil eines Molekills, die zur selektiven Bindung an ein BBR befahigt sind;
(i) einen nachweisbaren Indikator; und

(c) Nachweisen eines Signals, das durch den an die. BBA befestigten Indikator erzeugt worden ist.

Verfahren nach Anspruch 5, wobei es sich beim Indikator um ein Protein, unter Einschluss von Enzymen, die zur
Katalyse von Reaktionen befahigt sind, die zur Bildung von geférbten Reaktionsprodukten fiihren; ein Radionuclid;
oder gefarbte Perlen handelt.

In vitro-Verfahren zum Amplifizieren des durch Bindung der PNA von Anspruch 1 an eine TNA erhaltenen Signals,
umfassend die Bindung von BNAs an das PNA-TNA-Hybrid und die Bindung von markierten BBAs an die BNAs.

Vertahren zum Nachweisen oder Lokalisieren von spezifischen Nucleinséuresequenzen mit hochgradiger Empfind-
lichkeit und Spezifitat, umfassend:

(a) das Zugeben von PNAs gemaf3 der Definition in Anspruch 1 mit einem Gehalt an einer 1/2-BBR und einer
1/2-TBR zu einer Probe, die 1/2-TBR-Sequenzen enthélt oder bei der ein solcher Gehalt vermutet wird, unter
Bildung eines Komplexes mit Zielbindungsregionen, TBRs, die durch die Hybridisierung von komplementaren
1/2-TBRs, die in den PNAs bzw. TNAs vorhanden sind, gebildet worden sind;

(b) Binden der in Stufe (a) gebildeten TBRs an eine immobilisierte TBA unter Bildung eines TBA-TNA-PNA-
Komplexes;

(c) Zugeben von Booster-Nucleinsauren, BNAs, mit einem Gehalt an Booster-Bindungsregionen, 1/2-BBRs,
zu dem in Stufe (b) gebildeten Komplex, so dass die 1/2-BBRs in den BNAs mit den 1/2-BBR-Sequenzen, die
in den PNAs vorhanden sind, oder mit 1/2-BBRs, die in den BNAs bereits an die PNA gebunden sind, hybridi-
sieren, um BBRs zu bilden, so dass TBA-TNA-PNA-(BNA)-Komplexe gebildet werden;

(d) Zugeben von Haarnadel-Nucleinséduren, HNAs, mit einem Gehalt an 1/2-BBR-Sequenzen zu dem in Stufe
(c) gebildeten Komplex, so dass die 1/2-BBRs in den HNAs mit etwaigen verfligbaren 1/2-BBR-Sequenzen,
die in den BNAs des Komplexes von Stufe (c) vorhanden sind, hybridisieren, wodurch die Erweiterung der
BNAs an den TBA-TNA-PNA-(BNA),-Komplexen von Stufe (c) unter Bildung von TBA-TNA-PNA-(BNA),-HNA-
Komplexen verkappt werden;

(e) Zugeben von Booster-Bindungsanordnungen, BBAs, die mit Indikatorresten verkniipft sind, zu den in Stufe
(d) gebildeten TBA-TNA-PNA-(BNA) -HNA-Komplexen unter Bildung von TBA-TNA-PNA-(BNA-BBA),-HNA-
Komplexen; und

{f) Nachweisen der Signale, die durch die Indikatorreste erzeugt worden sind, die mit den TBAs, PNAs, BNAs,
BBAs oder HNAs in den TBA-TNA-PNA-(BNA-BBA),-HNA- Komplexen von Stufe (e) verknipft sind;

wobei die TNA folgendes umfasst:

(i) eine oder mehrere spezifische 1/2-TBR-Nucleinsauresequenzen, deren Anwesenheit oder Abwesenheit
in einer bestimmten Probe zu bestétigen ist;

wobei die BNA folgendes umfasst:

(i) ein 1/2-BBR geméaB Darsteliung in Fig. 1(llb), die eine Sequenz aufweist, die komplementar zu einer 1/2-
BBR-Sequenz in einer PNA ist und die unter Hybridisierungsbedingungen zur Bildung eines Hybrids, HBR, mit
der PNA beféhigt ist;

(i) eine OSA, bei der es sich um einen nicht befestigten Trager oder Indikator oder um einen befestigten Trager
oder eine andere Lokalisierungseinrichtung handeit, sinschlieBlich, aber ohne Beschrinkung hierauf, eine Be-
festigung an Perlen, Polymeren und Oberflachen, und/oder Indikatoren;

(iii) zusétzliche Hybridisierungsstellen, 1/2-BBRs, fiir andere BNAs; und

(iv) Sequenzen, 1/2-BBRs, die mit BNAs, die bereits mit der PNA hybridisiert sind, hybridisieren kdénnten;

wobei die BBA folgendes umfasst:

(i) ein MolekUl oder ein Teil eines Molekdls, die zur selektiven Bindung an eine BBR befahigt sind; und
(ii) eine OSA, bei der es sich um einen nicht befestigten Trager und/oder indikator oder einen befestigten Trager
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oder eine andere Lokalisierungseinrichtung handelt, einschlieBlich, aber ohne Beschréankung hierauf, eine Be-
festigung an Perlen, Polymeren und Oberfiachen, und/oder Indikatoren;

und die TBA folgendes umfasst:

(i) ein Molekul oder ein Teil eines Molekills, die zur selektiven Bindung an eine TBR befahigt sind; und

(if) einen nicht befestigten Trager und/oder Indikator oder einen befestigten Trager oder eine andere Lokalisie-
rungseinrichtung, unter Einschiuss, aber ohne Beschrankung hierauf, einer Befestigung an Perlen, Polymere
und Oberflachen, und/oder Indikatoren.

Festphasen-Hybridisierungsverfahren zum Nachweis der Anwesenheit eines Zielpolynucleotids unter Verwendung
einer PNA nach Anspruch 1, beinhaltend das immobilisieren eines Zielpolynucleotids, sofern es in einer Testprobe
vorhanden ist, auf direktem Wege oder Uber eine Zwischenabfangstruktur an einer festen Phase an einer Abfang-
stelle; vor, wahrend oder nach der Immobilisierung das Befestigen einer nachweisbaren Markierung am Zielpolynu-
cleotid, sofern vorhanden; und das Nachweisen dieser Markierung, sofern vorhanden, an der Abfangstelle; wobei
die Immobilisierung die Verwendung einer Ziel-Bindungsanordnung (TBA) umfasst, die nur an ein besonderes
Hybrid der Zielnucleinséure und einer Sondennucleinséure (PNA) bindet, die eine 1/2-BBR umfasst, die zur Bindung
einer Booster-Nucleinsdure (BNA) befahigt ist, die ein einzelstrangiges, komplementares 1/2-BBR enthilt, das bei
Hybridisierung mit der 1/2-BBR in der PNA eine BBR bindet, die zur Bindung von markierten Booster-Bindungsan-
ordnungen (BBAs) beféhigt ist, wobei die Ausdriicke TBA, BNA, BBR und BNA der Definition in Anspruch 1 ent-
sprechen.

Diagnostisches oder forensisches Testkit zum Nachweisen einer Zielnucieinsauresequenz in einer Probe einer
Nucleinsaure, umfassend erste und zweite Nucleinséuresonden und erste und zweite Nucleinsaure-Bindungspro-
teine,

wobei die erste Sonde eine zur Zielsequenz komplementére Sequenz und eine zusétzliche Sequenz aufweist;
wobei das erste Bindungsprotein spezifisch fur den erste Sonde-Ziel-Duplex ist;

wobei die zweite Sonde komplementar zur zusatzlichen Sequenz an der ersten Sonde ist; und

wobei das zweite Bindungsprotein spezifisch an den erste Sondezweite Sonde-Duplex bindet und mit einer nach-
weisbaren Markierung markiert ist.

Kit nach Anspruch 10, wobei die erste Sonde komplementar zu HIV-LTR ist und bei Hybridisierung der ersten Sonde
mit HIV-LTR eine Bindungsstelle fir NF-kB oder eine Untereinheit davon, SP1, TATA-Bindungsprotein, HIV-Detect
I, I, 1l oder 1V oder HIV-Lock, gebildet wird.

Kit nach Anspruch 11, wobei es sich beim ersten Bindungsprotein um NF-kB oder eine Untereinheit davon, SP1,
TATA-Bindungsprotein, HIV-Detect 1, 11, lli oder IV oder HIV-Lock, handelt.

Kit nach einem der Anspriiche 10 bis 12, wobei die erste Sonde zusatzlich zu ihrer komplementéren Beschaffenheit
zu HIV-LTR eine Sequenz umfasst, die fiir den linken oder rechten Operator des lambda-Bakteriophagen kodiert,
und die zweite Sonde eine Sequenz umfasst, die zur linken oder rechten Operatorsequenz des lambda-Bakterio-
phagen komplementar ist, so dass bei Hybridisierung der ersten und zweiten Sonde eine Bindungsstelie fiir das
Ci-Repressorprotein des lambda-Bakteriophagen, das cro-Protein des lambda-Bakteriophagen oder ein Derivat
oder ein Homologes davon gebildet wird.

Kit nach Anspruch 13, wobei es sich beim zweiten Bindungsprotein um das Cl-Repressorprotein des lambda-
Bakteriophagen, das cro-Protein des lambda-Bakteriophagen oder ein Derivat oder ein Homologes davon handelt.

Revendications

1.

Acide nucléique sonde (PNA) comprenant deux séquences différentes qui sont:

(a) une séquence monocaténaire {1/2 TBR) capable de former, dans des conditions d’hybridation, un hybride
(TBR) avec un acide nucléique cible (TNA); et

(b) une séquence monocaténaire (1/2 BBR) capable de former, dans des conditions d’hybridation, un hybride
(BBR) avec une séquence monocaténaire présente dans un acide nucléique d’amplification (BNA);
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dans lequel ledit TBR est capable de se lier avec une forie affinité a une substance (TBA) capable de distinguer un
hybride apparié (TBR) d'un hybride possédant des nucléotides non appariés, et ledit BBR est capable de se lier
avec une forte affinité a une substance (BBA) capable de distinguer un hybride apparié (BBR) d'un hybride possédant
des nucléotides non appariés.

PNA selon la revendication 1, dans lequel le TBR est constitué d’un ou plusieurs sites de reconnaissance pour une
protéine de liaison d’acide nuciéique, une protéine de liaison d’ADN, une protéine de liaison d’hybride ADN-ARN
ou une protéine de liaison d’ARN.

PNA selon la revendication 2, dans leque! le TBR est un site de reconnaissance pour une protéine de liaison d’acide
nucléique présent dans le génome d’un pathogeéne, ou est un site de liaison associé a un état pathogéne dans un
génome de vertébré, ou est un site de reconnaissance pour protéine de liaison d'acide nucléique présent dans le
génome d’'un organisme qui contamine un processus de fermentation.

PNA selon la revendication 2, dans lequel ie TBR est le LTR de HIV ou une portion de celui-ci.
Procédé de détection ou de localisation d'une séquence de TNA spécifique, comprenant les étapes consistant a:

(a) hybrider ledit TNA avec le PNA de la revendication 1;

(b) hybrider ledit PNA avec un BNA contenant un 1/2 BBR dont la séquence est complémentaire a une séquence
de 1/2 BBR dans le PNA;

(c) ajouter les produits des étapes (a) et (b) contenant un TBR et un BBR & une surface, un liquide ou un autre
milieu contenant un TBA;

(d) ajouter des BBA au mélange dans I'étape (c), ledit BBA comprenant

(i) une molécule ou une portion d'une molécule capable de se lier sélectivement a un BBR;
(i) un indicateur décelable; et

(e) détecter un signal produit par 'indicateur attaché au BBA.

Procédé selon la revendication 5, dans lequel ledit indicateur est une protéine, y compris des enzymes capables
de catalyser des réactions conduisant & la production de produits de réaction colorés; un radionucléide; des billes
colorées.

Procédé in vitro d’'amplification du signal obtenu par liaison du PNA de Ia revendication 1 a un TNA, qui comprend
les étapes consistant & lier des BNA a I'hybride PNA-TNA, et a lier des BBA marqués aux BNA.

Procedé pour détecter ou localiser des séquences d’acides nuciéiques spécifiques avec une grande sensibilité et
une grande spécificité, qui comprend les étapes consistant a:

{a) ajouter des PNA tels que définis dans la revendication 1, contenant un 1/2 BBR et un 1/2 TBR, & un échantillon
contenant ou soupgonné de contenir des TNA contenant des séquences de 1/2 TBR, pour former un complexe
présentant des régions de liaison cibles, des TBR, formées par I'hybridation de 1/2 TBR complémentaires
présents respectivement dans les PNA et les TNA,;

{b) lier les TBR formés au cours de I'étape (a) & un TBA immobilis€, pour former un complexe TBA-TNA-PNA,;
{c) ajouter des acides nucléiques d’amplification, BNA, contenant des régions de liaison d’amplification, 1/2
BBR, au complexe formé au cours de |'étape (b) de telle sorte que les 1/2 BBR dans les BNA s’hybrident avec
les séquences de 1/2 BBR présentes dans les PNA, ou & des 1/2 BBR présents dans les BNA déja liés au
PNA, pour former des BBR, de telle sorte qu'il se forme des complexes TBA-TNA-PNA-(BNA),,;

(d) ajouter des acides nuciéiques en épingie a cheveux, HNA, contenant des séquences de 1/2 BBR, au
complexe forme au cours de I'étape (c); de telle sorte que les 1/2 BBR dans les HNA s’hybrident avec toute
seéquence de 1/2 BBR disponible, présente dans les BNA du complexe de Pétape (c), encapsulant ainsi les
extensions des BNA sur les complexes TBA-TNA-PNA-(BNA), de I'étape (c) pour former des complexes TBA-
TNA-PNA-(BNA),-HNA;

(e) ajouter des groupes de liaison d’amplification, BBA, reliés a des fractions indicatrices, aux complexes TBA-
TNA-PNA-(BNA),-HNA formés au cours de I'étape (d), pour former des complexes TBA-TNA-PNA-(BNA-
BBA),-HNA; et

(f) détecter les signaux produits par les fractions indicatrices liées aux TBA, PNA, BNA, BBA ou HNA dans les
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complexes TBA-TNA-PNA-(BNA-BBA),-HNA de I'étape (e); le TNA comprenant:

(i) une ou plusieurs séquences d’acide nucléique de 1/2 TBR spécifique, dont la présence ou P'absence
dans un échantillon particulier doit &tre confirmée;

le BNA comprenant:

(i) un 1/2 BBR, comme présenté a la figure | (llb), qui posséde une séquence qui est complémentaire a
une séquence de 1/2 BBR dans un PNA et qui est capable de former, dans des conditions d’hybridation,
un hybride, BBR, avec le PNA;

(i) un OSA qui n'est pas un support attaché et/ou un indicateur, ou un support attaché ou un autre moyen
de localisation comprenant, sans y étre limité, un attachement & des billes, des polymeres et des surfaces,
et/ou des indicateurs;

(iiydes sites d’hybridation, 1/2 BBR, additionnels pour d’autres BNA; et

(iv) des séquences, 1/2 BBR, qui peuvent s’hybrider sur des BNA déja hybridés sur le PNA,;

le BBA comprenant:

(i) une molécule ou une portion d’'une molécule qui est capable de se lier sélectivement a un BBR; et

{ii) un OSA qui n'est pas un support attaché et/ou un indicateur, ou un support attaché ou un autre moyen
de localisation comprenant, sans y &tre limité, un attachement 4 des billes, des polyméres et des surfaces,
elt/ou des indicateurs;

et le TBA comprenant

(i) une molécule ou une portion d'une molécule qui est capable de se lier sélectivement & un TBR; et
(ii) aucun support attaché et/ou indicateur, ou un support attaché ou un autre moyen de localisation com-
prenant, sansy étre limité, un attachement & des billes, des polymeéres et des surfaces, et/ou des indicateurs.

Procede d'hybridation en phase solide pour détecter la présente d’'un polynuciéotide cible en utilisant un PNA tel
que défini dans la revendication 1, impliquant F'immobilisation d’'un polynuciéotide cible, s'il est présent dans un
échantillon de test, directement ou en passant par une structure de capture intermédiaire, sur une phase solide a
un site de capture; avant, pendant ou aprés ladite immobilisation, attacher une étiquette décelable audit polynu-
cléotide cible, s'il est présent; et détecter ladite étiquette, si elie existe, au site de capture; dans lequel I'immobilisation
comprend 'utilisation d'un groupe de liaison cible (TBA) qui ne se lie qu’a un hybride unique de I'acide nucléique
cible, etun acide nucléique sonde (PNA) comprenant un 1/2 BBR capable de fixer un acide nucléique d’amplification
(BNA) contenant un 1/2 BBR monocaténaire complémentaire qui, lors d’une hybridation avec ie 1/2 BBR dans le
PNA, forme un BBR capable de fixer des groupes de liaison d’amplification (BBA) marqués, les termes TBA, BNA,
BBR et BNA étant tels que définis dans la revendication 1.

Kit d'essai diagnostique ou judiciaire pour ia détection d’une séquence d’acide nucléique cibie dans un échantilion
d’acide nucléique, qui comprend une premiére et une seconde sondes d'acide nucléique et une premiére et une
seconde protéines de liaison d'acide nucléique,

dans lequel la premiére sonde posséde une séquence complémentaire de ia séquence cible et une séquence
suppiémentaire;

le premiére proteine de liaison est spécifique pour le premier duplex sonde-cibie;

la seconde sonde est complémentaire a la séquence additionnelie de la premiére sonde; et

la seconde protéine de liaison se lie spécifiquement au duplex premiére sonde-seconde sonde, et est marquée
avec une étiquette détectable.

Kit selon la revendication 10, dans lequel la premiére sonde est complémentaire au LTR de HIV et, lors d’une
hybridation de la premiére sonde avec LTR de HIV, il se forme un site de liaison pour NF-kB, ou une sous-unité de
celui-ci, SP1, une protéine de liaison & TATA, HIV-Detect |, II, Iti ou 1V, ou HIV-Lock.

Kit selon la revendication 11, dans lequel premiére protéine de liaison est NF-kB, une sous-unité de celui-ci, SP1,
une protéine de liaison a TATA, HIV-Detect |, II, Il ou IV, ou HIV-Lock.

Kit selon 'une quelconque des revendications 10 a 12, dans lequel la premiére sonde, en plus d'étre complémentaire
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au LTR de HIV, comprend une séquence codant 'opérateur de gauche ou de droite du bactériophage lambda, et
la seconde sonde comprend une séquence complémentaire a ladite séquence codant 'opérateur gauche ou droit
du bactériophage lambda de telle sorte que, lors d'une hybridation de la premiére et de la seconde sondes, il se
forme un site de liaison pour le répresseur ¢l du bactériophage lambda, le répresseur cro du bactériophage lambda,
ou un dérivé ou un homologue de ceux-ci.

Kit selon la revendication 13, dans lequel la seconde protéine de liaison est le répresseur c! du bactériophage
lambda, le répresseur cro du bactériophage lambda, ou un dérivé ou un homologue de ceux-ci.
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