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57 Sammendrag

Foreliggende oppfinnelse er en ny fremgangsmate for pavisning og lokalisering av spesifikke
nukleinsyresekvenser i en prove med hey grad av sensitivitet og spesifisitet. Fremgangsmaten og de nye
preparater som benyttes i fremgangsméten, omfatter anvendelse av probenukleinsyrer, fremstilling av
bindingsomrader i nukleinsyren og anvendelse av malbindingsansamlinger 1 nukleinsyren for pavisning
og lokalisering av spesifikke malnukleinsyrer. Pavisning og lokalisering av mélnukleinsyren oppnas
selv i nervar av nukleinsyrer med lignende sekvenser. Fremgangsmaten tilveiebringer en hey grad av
amplifisering av signalet som dannes ved hver spesifikke bindingsbegivenhet. Narmere bestemt
presenteres fremgangsmater og preparater for pavisning av HIV- og HPV-nukleinsyre i prover. Disse
fremgangsmater og preparater kan anvendes ved diagnose av sykdom, genetiske undersgkelser,
rettsmedisinske formal og analyse av nukleinsyreblandinger. Noen av de nye preparater som benyttes i
pavisningsfremgangsmaten, er anvendbare for forebyggelse eller behandling av patogene tilstander.
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Panentkraywv

1. Fremgangsmate for pavisning av en malnukleinsyre,
karakterisert ved at den omfatter &:

(a) fremskaffe en prgve som inneholder en hybrid som skal bli
pavist, eller en pregve som inneholder en malnukleinsyre og en
probenukleinsyre som hybridiserer slik an et probe-malhybrid
dannes, og

(b) bringe hybriden i trinn (a) i kontakt med et
nukleinsyrebindende molekyl eller ansamling (TBA), der TBA er
i stand til & binde til og stabilisere hybriden pd en
sekvensspesifikk mate, og videre der TBA er i stand til a
skille mellom en hybrid som er dannet av proben og
madlnukelinsyren, og en hybrid som har én eller flere
feilaktige baseparinger som er dannet mellom proben og en nart
beslektet eller ubeslektet sekvens.

2. Fremgangsmate ifelge krav 1,
karakterisert ved at den ytterligere
omfatter & bringe hybriden i trinn (a) eller (b) i kontakt med
én eller flere markerer som spesifikt binder til nukleinsyren
som er bundet av TBA.

3. Fremgangsmate ifslge krav 1,
karakterisert ved at den ytterligere
omfatter & bringe hybriden i trinn (a) eller (b) i kontakt med
ett eller flere merker som spesifikt binder til TBA.

4. Fremgangsmate ifslge krav 2 eller 3,
karakterisert ved at nevnte merke (r)
ytterligere omfatter en indikator som er valgt fra gruppen som
bestdr av: proteinindikatorer, radionuklider, fluoroforer og
fargede kuler. -

5. Fremgangsmate ifelge krav 1, 2, 3 eller 4,
karakterisert ved at den ytterligere
omfatter a:
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(a) fragmentere nukleinsyren i mdlnukleinsyrepreven,

(b) under hybridiseringsbetingelser, bringe den fragmenterte
nukleinsyren i kontakt med en probenukleinsyre som er
komplementer med den spesielle nukleinsyresekvensen av
interesse, der nevnte probenukleinsyre, ved hybridisering med
nevnte spesielle nukleinsyresekvens av interesse, danner en

madlbindende region der TBA bindes spesifikt.

6. Fremgangsmdte ifelge krav 1, 2, 3 eller 4,
karakterisert v ed at den ytterligere
omfatter & fragmentere preoven som inneholder mdlhybriden som
skal bli pavist, og bringe de fragmenterte malhybridene i
kontakt med en TBA, der TBA er i stand til & binde til og.
immobilisere malhybridfragmenter men ikke til andre fragmenter
i preven.

7. Fremgangsmate ifeglge krav 1, 2, 3, 4, 5 eller 6,
karakterisert ved at den ytterligere
omfatter trinnet med & overvake endringen av mobilitet for
nukleinsyrer i mdlnukleinsyreprgven som en funksjon av
sterrelsen, slik at binding av TBA til et spesielt fragment i
proven modifiserer mobiliteten til fragmentet.

8. Fremgangsmate ifelge krav 1, 2, 3, 4, 5, 6 eller 7,
karakterisert ved at hybriden eller
probemadlhybriden omfatter ett eller flere nukleinsyrebindende
proteingjenkjenningsseter som binder minst en TBA.

9. Fremgangsmate ifelge krav 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 eller
8,

karakterisert ved at nevnte TBA er ett eller
flere DNA-bindende proteiner, nukleinsyrebindende proteiner,
DNA-RNA-hybridbindende proteiner eller RNA-bindende proteiner.

10. Fremgangsmate ifslge krav 9,
karakterisert v ed at nevnte ett eller flere
DNA-bindende proteiner, nukleinsyrebindende proteiner, DNA-
RNA-hybridbindende proteiner eller RNA-bindende proteiner er
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valgt fra gruppen som bestar av: NF-kB-papillomavirus-E2-
protein, transkripsjonsfaktor SPl, inaktive restriksjons-
enzymer, antistoffer, TATA-bindende proteiner, CI-repres-
sorprotein fra lambdabakteriofag og cro-protein fra lambda-
bakteriofag.

11. Fremgangsmate ifelge krav 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9
eller 10,

karakterisert ved at den ytterligere
omfatter & bringe hybriden i kontakt med en forsterker-
nukleinsyre som binder til en del av probenukleinsyren som

ikke er bundet til mdlnukleinsyren.

12. Fremgangsmate ifelge krav 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10 eller 11,

karakterisert ved at nevnte TBA binder til
et nukleinsyregjenkjenningssete som er til stede i genomet til
et patogen, et nukleinsyregjenkjenningssete som er assosiert
med en patogen tilstand i et vertebratgenom, eller et nuklein-
syregjenkjenningssete som er til stede i genomet til en

organisme som forurenser en fermenteringsprosess.

13. Fremgangsmate ifelge krav 12,
karakterisert ved at nevnte TBA binder til
et nukleinsyregjenkjenningssete som er til stede i genomet til
et patogen, og der nevnte nukleinsyregjenkjenningssete er HIV-
LTR eller en del derav.

14. Fremgangsmate ifelge krav 1,
karakterisert ved at nevnte probenukleinsyre
ytterligere omfatter en forsterkerbindingsregion.

15. Fremgangsméate ifelge krav 1,
karakterisert ved at nevnte TBA omfatter et
chaperon i kombinasjon med ett eller flere av de fglgende
elementer: én eller flere DNA-gjenkjenningsenheter, linker-
sekvenser, ansamlingssekvenser, assymetri- eller PILOT-TNA-

sekvenser og én eller flere OSA-enheter, der nevnte TBA er i
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stand til & skille mellom en paret hybrid og en hybrid som har

uparede nukleotider.
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(b)
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APPENDIX A

A method for detection of a target nucleic acid comprising

obtaining a sample containing a hybrid to be detected or a sample containing a
target nucleic acid and a probe nucleic acid which hybridize to form a probe-
target hybrid; and

contacting the hybrid of step (a) with a nucleic acid binding molecule or assembly
(TBA), wherein the TBA is capable of binding to and stabilizing the hybrid in a
sequence specific manner, and further wherein the TBA is capable of
discriminating between a hybrid formed by the probe and the target nucleic acid,
and a hybrid having one or more mismatches formed by the probe and a closely

related or unrelated sequence.

The method of claim 1 which further comprises contacting the hybrid of step (a)

or (b) with one or more label(s) that bind(s) specifically to the nucleic acid bound by the TBA.

3.

The method of claim 1 which further comprises contacting the hybrid of step (a)

or (b) with one or more label(s) that bind(s) specifically to the TBA.

4.

The method according to claim 2 or 3, wherein said label(s) further comprise(s)

an indicator that is selected from the group consisting of: protein indicators; radionuclides;

fluorophores; and colored beads.

(a)
(b)

The method according to claim 1, 2, 3 or 4, further comprising

fragmenting the nucleic acid in the target nucleic acid sample;

contacting, under hybridizing conditions, the fragmented nucleic acid with a
probe nucleic acid complementary to the particular nucleic acid sequence of
interest, wherein said probe nucleic acid, upon hybridization with said particular
nucleic acid sequence of interest forms a target binding region to which said TBA

specifically binds.

JAGPA100.C1 NO\CLAIMS\APPENDIX A-revised. doc/DNB/ssa
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6. The method according to claim 1, 2, 3, or 4, further comprising fragmenting the
sample containing the target hybrid to be detected and contacting the fragmented target hybrids
with a TBA, wherein the TBA is capable of binding to, and immobilizing, target hybrid

fragments and not to other fragments in the sample.

7. The method according to claim 1, 2, 3, 4, 5, or 6, further comprising the step of
monitoring the shift in mobility of nucleic acids in the target nucleic acid sample as a function of
the size such that binding of the TBA to a particular fragment in the sample modifies the
mobility of the fragment.

8. The method according to claim 1, 2, 3, 4, 5 6, or 7, wherein the hybrid or probe-
target hybrid comprises one or more nucleic acid binding protein recognition site that binds at

least one TBA.

9, The method according to claim 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, or 8, wherein said TBA
comprises one or more DNA binding protein(s), nucleic acid binding protein(s), DNA-RNA
hybrid binding protein(s), or RNA binding protein(s).

10.  The method according to claim 9, wherein said one or more DNA binding
protein(s), nucleic acid binding protein(s), DNA-RNA hybrid binding protein(s), or RNA
binding protein(s) is selected from the group consisting of: NF-kB; papillomavirus E2 protein,
transcription factor SP1, inactive restriction enzymes, antibodies, TATA binding proteins,

bacteriophage lambda CI repressor protein; and bacteriophage lambda cro protein.
11. The method according to claim 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, or 10, further comprising

the contacting the hybrid with a booster nucleic acid that binds to a portion of the probe nucleic

acid that is not bound to the target nucleic acid.
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12. The method according to claim 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, or 11, wherein said
TBA binds to a nucleic acid recognition site present in the genome of a pathogen, a nucleic acid
recognition site associated with a pathogenic condition in a vertebrate genome, or nucleic acid
recognition site present in the genome of an organism which contaminates a fermentation

process.

13. The method according to claim 12, wherein said TBA binds to a nucleic acid
recognition site present in the genome of a pathogen and said nucleic acid recognition site is the

HIV-LTR or a portion thereof.

14. WNew)  The method according to claim 1, wherein said probe nucleic acid further

comprises a booster binding region.

15. (New) The method according to claim 1, wherein said TBA comprises a
chaperone in combination with one or more of the following elements: one or more DNA
recognition units; linking sequences; assembly sequences; asymmetry or PILOT TNA sequences;
and one or more OSA units, said TBA being capable of discriminating between a paired hybrid

and a hybrid having unpaired nucleotides.
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