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Uppfinningens bakgrund

1. Uppfinningens omrade

Uppfinningen tillhandahéller att forfarande och kompositioner for anvéndning vid
bindning, bestimning och forstirkning av pavisandet av specifika malnukleinsyra-
sekvenser i ett prov med tillforlitlighet och noggrannhet till och med i nérvaro av
nira besliktade men olika nukleinsyror. Bindningen kan omfatta skydd och ihop-
sittning av specifika molekyler till malsékande bindande kombinationer som speci-
fikt binder malsékande regioner som bildas genom hybridisering av nukleinsyror
som prober och mélsokta nukleinsyrasekvensesr. Forstirkningen kan involvera
skydd och/eller ihopséttning av specifika molekyler till booster-bindande kombina-
tioner som specifikt binder booster-bindande regioner som bildas genom hybridise-
ring av boostrande nukleinsyror med nukleinsyror som prober, malsokta nuklein-
syror eller andra boostrande nukleinsyror. Bestdmningen omfattar att man tillhanda-
haller en eller flera bestambara markorer, inkluderande radioaktiva, ljus- eller
fluorescensemitterande, enzymatiska eller andra bestambara eller signalalstrande
molekyler i kombination med nukleinsyraproben, den mélstkande bindande kombi-
nationen, den boostrande nukleinsyran eller den boostrande bindande kombinatio-

nemn.

2. Bakgrund och beskrivning av besldktad teknik

Det foreligger att Skat antal fall nér det &r viktigt att kunna bestimma nukleinsyror,
som innehaller en specifik sekvens, hidanefter bendmnda malsokta nukleinsyror
(Target Nucleic Acids, TNAs) i ett prov. Det 4r 6nskvért att kunna bestdmma TNAs
med minsta antal processteg, med minsta antal komponenter och kunna utesluta
andra liknande men olika nukleinsyror, hidanefter benimnda kusinnukleinsyror
(Cousin Nucleic Acids (CNAs). Det &r onskvirt att kunna bestimma specifika TNAs
och utesluta vilken som helst och alla CNAs i testprovet utan behov av forstirkning

eller annan bearbetning efter pévisande.

Det finns manga forfaranden som anvénder immobiliserade eller mérkta nuklein-

syror som prober for TNAs. Med anvindning av kénda metoder &r det emellertid
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svért att skilja mellan en TNA bunden till probnukleinsyra (Probe Nukleic Acid, *
PNA) i motsats till en CNA som &r bunden till TNA. En eller flera misslyckade
matchningar mellan TNA och CNA kan fortfarande resultera i en CNA-TNA-
hybridisering som &r nastan omdilig att skilja frén en TNA-PNA-hybridisering.
Salunda #r enbart hybridisering inte en optimal indikation pa att en TNA har hybri-
diserat till en unik TNA.

Det finns ménga situationer vid vilka en PNA skulle anvindas for att forsoka
bestimma om en TNA forelag i ett prov som kan innehalla CNAs. Hybridisering av
PNA till eventuellt CNA i denna situation skulle begrinsa det diagnostiska vérdet
som PNA kan ha for bestimning av en TNA utan ytterligare verifiering. Vidare ar
det 6nskvirt att kunna bestimma och lokalisera TNAs med ett lokalt kopietal i
prover som kan innehalla ménga kopior av CNAs utan behov av att alstra ytterligare
kopior av TNA. Det skulle ocksé vara onskvirt att kunna bekrifta ndrvaron av

CNAs oberoende av TNAs utan behov av att separera CNAs och TNAs i provet.

Vidare skulle det vara onskvirt att kunna forstérka signalen fran till och med en
hybridisering med 1ag frekvens av en speciell TNA-PNA. For detta aindamal skulle
det vara onskvart att ha ett forfarande for polymerisering av multipla kopior av en

markor, hadanefter bendmnd en boostrande nukleinsyra (BNA) pa TNA-PNA.

Foreliggande uppfinning tillhandahaller forfaranden och kompositioner for att uppna
de nimnda Snskade malen. Sasom framgar av foljande oversikt har foreliggande
kompositioner och forfaranden inte rapporterats eller foreslagits inom tekniken. En
allmin och beskriven oversikt av teknikens stand &ver nukleinsyrabestdmning till-

handahalles av Keller, H., M.M. Manak (1989) DNA Robes, Stockton Press.

Ett forfarande har rapporterats for bestdmning av mismatchningar av baspar pé
kemisk vag for att bestimma om en PNA har hybridiserat till en CNA snarare &n till
en TNA. I US patent nr 4 794 075 till Ford at al., diskuteras ett forfarande for sér-
skiljande av fragment av DNA som innehaller mismatchningar av en enda bas fran

deras perfekt parade homologer. Enkelstringade regioner inom eft duplexfragment
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modifieras med karbodiimid, som reagerar med icke parade guanin-(G)- och tymi-
din- (T)-rester i DNA. Linjéra dubbelstringade DNA-molekyler reagerar inte under
det att DNA-molekyler med mismatchningar i en enda bas reagerar kvantitativt.
Efter omsittning med karbodiimid fraktioneras DNA-molekylerna pé geler med hog
procentandel av polyakrylamid sé att modifierade och omodifierade fragment kan
sirskiljas. Ford et al. tillimpade denna teknik for att lokalisera och rena skillnader i
DNA-sekvenser som svarar for fenotypvariation i nedsrvd sjukdom. Aven om denna
metod &r anvindbar for att folja variationer i genetiskt material, omfattade med ett
stort antal steg, erfordrar dyrbara komponenter och erbjuder inte ett direkt sétt att

bestimma om en PNA har hybridiserat till TNA men inte CNA:s i provet.

Det har funnits nagra forsok att sdkerstilla att atminstone en del av hybridiseringen
mellan PNA och en annan nukleinsyra dr komplementér. Ett forfarande omfattar
styrning av transkriptionsprodukter som produceras om TNA hybridiserar till en
nukleinsyra i tillrécklig utstrickning for att transkriberas fran ett promotorstille, som
foreligger i proben. Sélunda beskriver det amerikanska patentet 5 215 899 till
Dattagupta for specifika nukleinsyrasekvenser forstirkta genom anviandning av en
harnalsprob som, efter hybridisering med och ligering till en malsekvens, kan tran-
skriberas. Proben innehéller en enkelstringad sjalv-komplementér sekvens som,
under hybridiserande betingelser, bildar en harnalsstruktur som har en funktionell
promotorregion och ytterligare innehaller en enkelstrdngad probsekvens, som
stricker sig fran 3°-anden i hdrnalssekvensen. Efter hybridisering med en mél-
sekvens, som ir komplementir till probsekvensen, och ligering av 3’-dnden pa den
hybridiserade mélsekvensen till 5°-anden p4 harndlsproben, blir mélsekvensen tran-
skriberbar i nirvaro av ett 1ampligt RNA-polymeras och limpliga ribonukleosidtri-
fosfater ({NTPs). Forstarkning astadkoms genom hybridisering av den onskade
TNA-sekvensen med proben, ligering av TNA till PNA, tillsatt av RNA-polymeras
och rNTPs till de separerade hybriderna och lata transkriptionen fortldpa tills en
onskad mingd av RNA transkriptionsprodukter har ackumulerats. Denna metod
omfattar allmént och specifikt anvindning av ett harnals-DNA bildat med en enkel-
stringad oparad &nde for att binda (ateruppritta vitebindningar) till en malsekvens.

Nir malsekvensen dr bunden méjliggors produktion av RNA-transkriptionsproduk-
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ter. Denna metod omfattar sdlunda bestdmning av sekundira transkriptionsproduktet
snarare #n anvéndning av en nukleinsyrabindande sammanséttning for att direkt
immobilisera och/eller lokalisera en méalsekvens. En CNA skulle litt kunna binda till
proben och brist pa komplementaritet skulle inte nddvandigtvis interferera med bild-
ningen av en CNA-PNA-hybrid som sedan skulle kunna underlétta produktionen av

icke-onskade transkriptionsprodukter.

En CNA bunden till PNA kan bestimmas om brist pa komplementaritet interfererar
med kinsligheten hos hybrid-CNA-PNA-paret att skira av ett restriktionsendonuk-
Jeas. I det amerikanska patentet 5 118 605 till Urdea och det amerikanska patentet
4775 619 till Urdea tillhandahalles nya metoder for att analysera en nukleinsyraana-
lyt, som anvénder polynukleotider som har oligonukleotidsekvenser som &r vasent-
ligen homologa med en sekvens av intresse i analyten, dér nérvaron eller frinvaron
av hybridisering vid en forutbestimd stringens mojliggor frigivningen av en markor
fran en birare. Olika tekniker anvindes for att binda en markér till en bérare, var-
efter spaltning av antingen en enkel- eller dubbelstring mojliggor att en markor kan
friges fran en birare och frigivningen av markoren kan bestdimmas som en indika-

tion pa nirvaron av en speciell polynukleotidsekvens i eft prov.

Denna teknik har emellertid nackdelen att ett CNA-PNA-par kan skéras av restrik-
tionsendonukleasen @ven om det foreligger en mismatchning som linge som mis-
matchningen forelag utanfor den igenkinnande regionen for endonukleaset. Detta
skulle leda till fel i analysen vid identifiering av en CNA-PNA-hybrid.

Ett annat forfarande anvinder en grenad DNA-prob for att bestimma nukleinsyror.
Det amerikanska patentet 5 124 246 till Urdea et al. beskriver linjéra eller grenade
oligonukleotidmultimerer, som &r anvindbara som forstirkare i biokemiska analy-
ser, som omfattar (1) dtminstone en forsta enkelstrangad oligonukleotidenhet (PNA)
som #r komplementir till en enkelstringad oligonukleotidsekvens av intresse (TNA)
och (2) en méngd andra enkelstringade, oligonukleotidenheter som &r komplemen-
tira till en enkelstringad markt oligonukleotid. Aven om forstirkta nukleinsyra-

hybridiseringar i sandwich och immunoanalyser med utnyttjande av multimererna
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beskrives har metoden begréinsningen att PNA-CNA-hybridisering kan ske och

skulle resultera i produktion av icke onskad signal.

Forutom metoder for att identifiera TNAs har metoder beskrivits for forstirkning av
denna DNA. I det amerikanska patentet 5200 314 till Urdea, bestdms en analyt-
polynukleotidstréng som har en analytsekvens (TNA) med ett prov, som innehéller
polynukleotider, genom att bringa analytpolynukleotiden i kontakt med en infingan-
de prob (PNA) under hybridiserande betingelser, dar den infangande proben har en
forsta bindningspartner, som dr specifik for TNA, och en andra bindningssekvens,
som #r specifik for en tredje bindningspartner i fast fas. Den resulterande dubbel-
stringen immobiliseras sedan genom specifik bindning mellan bindningspartnern
och icke bundna polynukleotider separeras fran de bundna molekylerna. Analyt-
polynukleotiden frigors eventuellt fran den fasta fasen och forstirks med PCR. PCR-
primers har var och en en polynukleotidregion som kan hybridisera till en region i
analytpblynukleotiden, och &tminstone en primers har dessutom en ytterligare bind-
ningspartner, som kan binda till en bindningspartner i fast fas. Den forstirkta pro-
dukten separeras sedan fran reaktionsblandningen genom specifik bindning mellan
bindningspartnerna och den forstérkta produkten bestdms. Aven om det dr mojligt
att bekrifta (genom PCR) att en speciell nukleinsyra har hybridiserat med PNA é&r

denna kontroll dyr och omfattar flera steg.

Nir det giller rapporter som involverar interaktion av en dubbelstringad nukleinsyra
och ett DNA-bindande protein, har en metod beskrivits déir en sekvens av immobili-
serad DNA, som innehéller bindningsstillen for ett enda protein, anvéndes for att
rena det proteinet. Det amerikanska patentet 5 122 600 till Kawaguchi et al. beskri-
ver en DNA-immobiliserad mikrosfér som innehaller DNA-kedjor, som har bassek-
venser som specifikt binder till ett visst protein, och en barare som har en partikel-
storlek pa inte mer &n 50 pm och inte mindre &n 0,01 pm som inte absorberar négot
protein alls, varvid béraren och DNA-kedjorna #r bundna till varandra antingen med
en kemisk bindning, och ett forfarande for rening av ett protein med anvéndning av
mikrosfiren. Eftersom detta &r en reningsmetod for ett protein beskriver den inte en

metod for bestimning av TNA eller en metod dir mer &n ett protein dr bundet till en



6
dubbelstringad nukleinsyra for att bestimma och lokalisera specifika TNA-sekven-'

Ser.

EP-A-0 453 301 beskriver en metod for att bestdmma en malpolynukleotidsekvens i
ett prov, varvid sekvenser i en TNA bestims genom hybridisering av forsta och
andra PNAs till TNA. Varje PNA innehéller en for-formad duplex eller en duplex
som ir formad genom kedjeforlingning, som kan binda till ett protein som specifikt

binder till en nukleotidsekvens.

EP-A-0 147 665 beskriver ocksé anvindningen av sekvensspecifika duplex-DNA-
bindande proteiner som medel for bestdmning i en hybridiseringsanalys. Aterigen &r

duplexproben forframstalld.

EP-A-0 450 594 beskriver mdjligheten att mirka s k framkallarmolekyler med fore-
ningar som &r specifika for duplexsekvens, t ex vissa inter-jaimforande foreningar.

Dessa foreningar fists vid de framkallande molekylerna fore hybridisering.

US-A-4 556 643 beskriver icke-radioaktiv bestdmning av specifika nukleotidsek-
venser i ett prov, involverande hybridisering av ett prov som innehaller DNA-

bindande

protein-specifika sekvenser.

WO 93/00446 beskriver enkelstrangade oligonukleotider som innehaller en del, som
ndr den gors dubbelstréngad, binder till UL9-proteinet som hérror fran herpes simp-
lex virus och ytterligare en del som, nér den gors dubbelstringad, binder inter-

jaimforande foreningar.

Sammanfattning av uppfinningen

Foreliggande uppfinning definieras i de bifogade kraven. Den tillhandahaller meto-
der med vilka specifika malnukleinsyra (TNA) sekvenser bestims genom anvind-
ning av probnukleinsyror (PNAs) som, efter hybridisering med PNAs, kan binda

malbindande sammansittningar (TBAs). Varje TBA binder dtminstone en specifik
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region av PNA-TNA-hybridparet, den malbindande regionen (Target Binding
Region, TBR). TBA &r sammansatt av en eller flera molekyler, av vilka en eller flera
kan binda till TBR-sekvenser pa ett specifikt och sekvens- eller konformationsbero-
ende sitt. TBA kan innehélla en eller flera pilotsekvenser, benimnda "PILOTER”
eller “asymmetrisekvenser”, som satter ihop och tvingar de nukleotidbindande kom-
ponenterna i TBA till specifika geometrier. PILOTERNA verkar for att sdtta ihop
specifika nukleinsyraigenkénnande enheter eller andra PILOTER till vilka specifika
nukleinsyraigenkénnande enheter &r fista till TBAs pa ett forutbestamt sétt. TBA

kan dven innehalla en eller flera molekyler som forankrar eller lokaliserar TBA.

PNAs enligt uppfinningen definieras i krav 1. Anvindningar av dessa nukleinsyror

definieras i andra krav, savil som utrustningar eller kits, som innehéller dem.

PNAs forutom TNA-specifika sekvenser innehéller ocksa en eller flera sekvenser,
1/2 BBRs, som kan hybridisera med komplementira 1/2 BBRs, i boostrande nuk-
leinsyror (BNAS). Genom hybridisering av BNAs satta till de igangsittande

1/2 BBRs, som foreligger i PNAs, gors forlangningar av PNAs i form av PNA-BNA
och sedan BNA-BNA-hybrider. Dessa forlangningar innehéller en eller flera boost-
rande bindande regioner (BBRs). Varje BBR kan binda en boostrande bindande
sammanséttning (Booster Binding Assembly, BBA). BBA &dr sammansatt av mole-
kyler av vilka en eller flera kan binda till en BBR p4 ett specifikt och sekvens- eller
konformationsberoende sitt. BBA kan innehélla en eller flera pilotsekvenser,
benimnda "PILOTER? eller “asymmetrisekvenser”, som satter ihop och tvingar de
nukleotidbindande komponenterna i TBA till specifika geometrier. PILOTERNA
verkar for att sétta ihop specifika nukleinsyraigenkannande enheter eller andra pilo-
ter till vilka specifika nukleinsyraigenkénnande enheter &r fdsta i BBAs pa ett forut-
bestimt sitt. BBA kan innehélla molekyler som forankrar eller lokaliserar BBA eller
som tillater bestimning av de bundna BBAs och darigenom av TBA-TNA-PNA-
komplex till vilka de i sin tur ar bundna. Metoder och kompositioner beskrivs for
anvindning av 1/2 BBRs, BNAs, BBRs, BBAs och BBA-piloter inkluderande deras

anvindning som komponenter i diagnostiska och rittsmedicinska testkits.
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Metoder och kompositioner beskrives for testforfaranden och forfarande for ett test-
kit innehallande PNAs, TBAs, TBRs, BNAs, BBRs och BBAs for bestimning, loka-
lisering och differentiering av specifika nukleinsyrasekvenser inkluderande nuklein-
syrasekvenser som éterfinns i humana celler, i humant immunbristvirus (HIV),
humant papillomavirus (HPV) och i andra nukleinsyrahaltiga system inkluderande

virus och bakterier.

Det ar foljaktligen ett syfte med foreliggande uppfinning att tillhandahalla forfaran-
den och kompositioner for anvindning vid bindning, bestdmning och forstirkning av
bestimningen av specifika malnukleinsyrasekvenser i ett prov med sikerhet och
noggrannhet till och med i nérvaro av ndra besliktade men olika nukleinsyrasekven-

SCr.

Det #r foljaktligen ett syfte med uppfinningen att tillhandahalla forfaranden och
kompositioner for att alstra malbindande sammansittningar som specifikt binder
malbindande regioner som bildas genom hybridisering av probnukleinsyra- och

malnukleinsyrasekvenser.

Ett annat syfte med denna uppfinning &r att tillhandahalla ett forfarande och kompo-
sitioner for att alstra booster-bindande sammanséttningar, som specifikt binder
booster-bindande regioner, som bildas genom hybridisering av boostrande nuklein-

syrasekvenser med probnukleinsyror, boostrande nukleinsyror och harnalsnuklein-

Syror.

Ett annat syfte med denna uppfinning &r att tillhandahalla ett férfarande och kompo-
sitioner for anvindning vid forstérkning av bestamningen av malbindande samman-
sittningar bundna till malbindande regioner med anvindning av booster-bindande

sammanséttningar och boostrande nukleinsyror.

Eit annat syfte med denna uppfinning &r att tillhandahalla ett forfarande och kompo-
sitioner som tillater anvindning av en eller flera bestimbara markérer, inkluderande,

men icke begrénsat till, radioaktiva markorer, ljus-emitterande, fluorescenta, enzy-
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matiska eller andra signalalstrande molekyler. Dessa markorer anvindes tillsam-
mans med probnukleinsyror, malbindande sammanséttningar, boosterbindande

sammanséttningar, boostrande nukleinsyror eller harnalsnukleinsyror.

Kort beskrivning av ritningarna

Foljande illustrationer forekommer i fig 1: figur 1-1 &r en PNA innehallande en

14 TBR, som &r enkelstringad sekvens som &r komplementir till en TNA och en

1/2 BBR-sekvens. Figur 1-IIa dr en TNA till vilken komponenterna i figur 1-1 séttes
och, under hybridiserande betingelser, binder PNA for att bilda komponenterna i
figur 1-Il1a, en PNA-TNA-hybrid innehallande minst en TBR. Figur 1-IVa ér en
BNA som sitts till komponenterna i fig 1-ITla och, under hybridiserande betingelser,
binder till 1/2 BBR i figur 1-IIIa for att bilda en PNA-BNA-hybrid som innehéller

en BBR som visas i figur 1-Va.

Figur 1-IIb &r en BNA som séttes till komponenterna i figur 1-I och som under
hybridiserande betingelser binder PNA for att bilda komponenterna i figur 1-I1Ib,
en PNA-TNA-hybrid innehéllande en BBR. Figur 1-IVb ir en TNA till vilken
komponenterna i figur 1-IIIb sittes, och som under hybridiserande betingelser
binder 1/2 TBR i figur 1-IIIb for att bilda en PNA-BNA-hybrid, som innehaller en
TBR som visas i figur 1-Vb.

Figur 1-ILc dr en HNA som séttes till komponenterna i figur 1-I och som under
hybridiserande betingelser binder PNA for att bilda komponenterna i figur 1-IIlc,
en PNA-HNA-hybrid som innehéller en BBR. Figur 1-IVc dr en TNA som séttes
till komponenterna i figur 1-Illc och som under hybridiserande betingelser binder
1/2 TBR i figur 1-Illc for att bilda en PNA-BNA-hybrid som innehaller en BBR som

visas i figar 1-Ve.

De hybrider som bildar TBRs och BBRs #r anvindbara i foreliggande uppfinning.
PNAs och BNAs anges i figur 1 och kan innehalla ingen vidhéftande bérare

och/eller indikator (OSA), eller en vidhaftande birare eller annat medel for att loka-
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lisera, inkluderande men inte begrénsat till, vidhéftning till parlor, polymerer och

ytor och/eller indikatorer.

Figur 2a ir ett diagram Over strategier for polymerisering av BNAs till PNAs och

infingning med HNAs.

Figur 2b #r ett diagram &ver ytterligare strategier for att forstirka PNA-TNA-
signaler via polymerisering av BNAs och infingning med HNAs.

Figur 3 ir ett diagram som visar anvindning av BNAs innehallande multipla

1/2 BBRs per BNA.

Figur 4a #r ett diagram som visar bindningen av TBAs och BBAs till TBRs och
BBRs och formagan hos TBA att skilja mellan TNAs och CNAs. Enligt denna utfo-
ringsform, om TBA immobiliseras, antingen pé en pérla, yta av mikrotiterplatta eller
vilken annan sadan yta som helst, kommer endast komplex sdsom komplex X att

hallas kvar och bestdimmas, under det att komplex sasom komplex XI inte bestdms.

Figur 4b #r ett diagram som exemplifierar handelser liknande dem som visas i figur

4a men i nigon annan ordning av upptradande.

Figur 5 4r ett diagram som exemplifierar PNAs som innehéller mellan 1/2 TBR och
ingen 1/2 BBR till PNAs som innehaller upp till fem 1/2 TBRs och en 1/2 BBR.(a)
och (b) medlemmarna i varje nummer @, IL, 111, IV, V) bildar en uppséttning som,
kommer efter hybridisering till TNA, tillhandahaller TBRs antingen med ((a) med-
lemmar) eller utan (8b) medlemmar) en tillganglig 1/2 BBR for forstérkning via
hybridisering till BNAs som har komplementira 1/2 BBRs.

Figur 6a ir ett diagram som exemplifierar en speciell TNA som har tva 1/2 TBRs
som, efter bindning till en lamplig TNA, bildar tva titt associerade TBRs som kan
binda tvaA TBAs. En 1/2 BBR tillhandahalles dven for forstérkning.
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Figur 6b &r ett diagram som visar samma hindelser som i figur 6a férutom att hir
anvindes en dubbel TBA sa att atskilinader mellan enkla TBRs, som sker i normala

cellprover, kan skiljas frén onormala dubbla TBRs.

Figur 6c 4r ett diagram som visar samma scenario som i figur 6a fSrutom att hér
identifieras fem TBRs i TNA. Varje TBR kan vara bunden till en TBA lika eller
olika, och varje TBA kan vara mérkt pé olika satt for att bekrifta att alla fem stillena
foreligger i TNA.

Figur 6d 4r ett diagram med samma hindelser som i figur 6¢ forutom att hir visas
en dubbel TBA som utstriicker det som visas i figur 6b till anvindningen av det
dubbla TBA. Ett exempel pd TNA, som visas i punkt II i figurerna 6a, 6b, 6¢ och 6d,
4r HIV enkelstringat DNA eller RNA.

Figur 7 visar HIV LTR som en TNA och tva PNAs och en strategi for bestdmning
av TNA med anvindning av PNAs.

Figur 8 ir ett schema over en utforingsform enligt uppfinningen dar en malbindande
sammansittning anvindes for att binda en hybrid TNA-PNA, och boostrande bind-

ande sammansattning anvéndes for att binda polymeriserade BNAs.

Figur 9 4r ett schema dver en modulerande TBA i vilken sammansittande sekven-
ser, lanksekvenser och asymmetrisekvenser anvindes for att skydda 6nskade igen-

Kkinnande enheter av nukleinsyror tillsammans for att bilda en TBA.

Figur 10 visar modulerande TBAs som dr anvindbara vid bestdmning av HIV-

specifika sekvenser.

Figur 11 visar modulerande TBAs som 4r anvindbara vid bestdmning av humana
papillomavirus-sekvenser. Varje enhet i E2 4r i sjélv verket en dimer av den DNA-
bindande delen av E2.
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Figur 12a dren schematisk vy av TNA-fraktionering och vixling i mobilitet pa
grund av bindning av en TBA.

Figur 12b &r en schematisk vy av TNA-fraktionering och forstirkt forandring i
mobilitet pa grund av bindning av BBAs dessutom till TBAs.

Figur 13 visar en bestimningsstrategi for borttagning av sekvenser; ett exempel pa

anvindning av denna strategi &r for en integreringsanalys av humant papillomavirus.

Figur 14 visar ihopséttning av hogre ordning av TBAs genom anvéndning av nukle-
insyra igenk#nnande enheter av, lankar, sammanséttande sekvenser sa att olika

TBA-specifika for bindningsstéllen i HIV LTR bildas.

Figur 15 visar ihopséttning av hogre ordning genom TBAs anvéndning av DNA-
igenk#nnande enheter, lankar sammansittande sekvenser sé att olika TBA-specifika

for bindningsstillen i HPV-genomet bildas.

Figur 16 visar den étskillnad som uppnas med anvindning av en komplex TBA och
formagan hos endogena tivlande malbindande molekyler att elimininera bindning av
TBA till en kusinnukleinsyra men inte frin TNA som innehaller den limpliga orien-

teringen av mer &n ett stélle som kanns igen av TBA.

Figur 17 visar formégan hos en TBA at specifikt malsokas for att bindas till stéllen
av mismatchande sekvens och att foretradesvis binda till de stillen dver kusinstillen

som inte innehaller alla de malsokta mismatchningarna.

Kort beskrivning av sekvenserna
SEKV ID NR 1 motsvarar figur 5-Ia-1 och visar MHC klass 1 NF-kB-bindande
stille.
SEKV ID NR 2 motsvarar figur 5 (Ia) och visar B2-mikroglobulin NF-kB bind-
ningsstéllet.
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SEKV ID NR 3 motsvarar figur 5 (Ia) och visar kappa immunoglobulin NF-kB
bindningsstillet.

SEKV ID NR 4 motsvarar figur 5(Ia) och visar en av de HIV NF-kB bindande stil-
lena.

SEKV ID NR 5 motsvarar figur 5(Ia) och visar en av de HIV NF-kB bindande stil-
lena.

SEKV ID NR 6 motsvarar figur 5(Ia) och visar c-myc NF-kB bindande stille.
SEKV ID NR 7 motsvarar figur 5(IIa) och visar ett dubbelt HIV NF-kB bindande
stille.

SEKV ID NR 8 motsvarar figur 5(IIa) och visar ett dubbelt HIV NF-kB bindande
stélle.

SEKV ID NR 9-16 motsvarar figur 5(IIa) och visar ett dubbelbindande stille dir ett
stille binder ett HTV NF-kB bindande stille och det andra stillet 4r ett HIV SP1
bindande stélle.

SEKV ID NR 17-18 motsvarar figur 5(IIa) och visar et dubbelt HIV SP1 bindande
stélle.

SEKV ID NR 19-31 motsvarar figur 5(IIla) och visar eft dubbelt HIV NF-kB
bindande stille och ett HIV SP1 bindande stélle.

SEKV ID NR 32-33 motsvarar figur 5(IVa) och visar ett fyrfaldigt bindande stélle
diir tva stallen 4r dubbelt HIV NF-kB bindningsstéllen och tva stillen #r HIV SP1
bindningsstillen.

SEKV ID NR 34 motsvarar figur 5(VIa) och visar ett fembindande stille dér tva
stillen ar dubbelt HIV NF-kB bindande stéllen och tre stillen dr HIV SP1 bindande
stillen.

SEKYV ID NR 35 4r ett exempel pd en 1/2 BBR, i detta fall OL1, OL2 och OL3 ele-
ment bakteriofag lambda vénstra operator inkluderande mellanliggande sekvenser.
SEKV ID NR 36 ir ett exempel pé en 1/2 BBR, i detta fall OR3, OR2 och OR1
element bakteriofag lambda hogra operatorn inkluderande mellanliggande sekven-
ser.

SEKV ID NR 37 & HIV LTR.

SEKV ID NR 38 #r en PNA komplementir till PNA i HIV LTR.
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SEKV ID NR 39 #r en PNA komplementér till en annan PNA till HIV LTR &n
SEKV ID NR 38.
SEKV ID NR 40 #r en PNA som &r komplementdr till en del av HIV LTR och @ven
innehaller en 1/2 BBR och en 6verhingande sekvens for att polymerisera BNAs pa
PNA
SEKV ID NR 41 &r en BNA komplementr till SEKV ID NR: 40 1/2 BBR.
SEKV ID NR 42 ir en BNA som kommer att polymerisera pd SEKV ID NR: 41
BNA och som med SEKV ID NR: 40 och 41 alstrar ett Pstl igenk#nnande stélle.
SEKV ID NR: 43 4r en BNA som &r komplementar till SEKV ID NR: 42 BNA och
som kompletterar ett BamkI igenk#nnande stille.
SEKV ID NR: 44 #r en HNA som har ett BamHI igenk#nnande stille som kommer
att hybridisera med BamHI igenkanningsstllet alstrat av SEKV ID NR: 42 och 43
till den viixande polymeren.
SEKV ID NR: 45 &r en andra PNA som, sasom SEKV ID NR: 41 #r komplementér
till en del av HIV LTR men inte till samma sekvens som SEKV ID NR: 40. SEKV
ID NR: 45 kodar ockséd en 1/2 BBR och ett verhdng som kommer att medge poly-
merisering av BNAs som startar med ett Sphl igenkénnande stélle.
SEKV ID NR: 46-62 &r humana papillomavirus (HPV) specifika PNAs som, efter
hybridisering med HPV-sekvenser, bildar TBRs som binder HPV DNA-bindande
proteiner.
SEKV ID NR: 63-71 #r NF-KB DNA igenkinnande enheter for inkorporering i
TBAs.
SEKV ID NR: 72 #r en nukleér lokaliseringssekvens.
SEKV ID NR: 73 #r en SP1-sekvens igenkénnande enhet.
SEKV ID NR: 74 #r en igenkdnnande enhet for ett TATA-bindande protein.
SEKV ID NR: 75-84 #r igenkdnnande enheter for papillomavirus E2 DNA.
SEKV ID NR: 85-92 #r asymmetrisekvenser.
SEKV ID NR: 93 #r en igenkénnande enhet for en arabidopsis TATA.
SEKYV ID NR: 94ir en igenkénnande enhet for ett HPV-16-E2-1-DNA-bindande
protein.
SEKV ID NR: 95 #r ett igenk&nnande stille for ett HPV-16-E2-2-DNA-bindande

protein
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SEKV ID NR: 96 ir ett igenkénnande stlle for ett HPV-1 8-E2-DNA-bindande
protein
SEKV ID NR: 97 #r ett igenkénnande stélle for ett HPV-33-E2-DNA-bindande
protein
SEKV ID NR: 98 4r ett igenkinnande stille for ett bovint papillomavirus E2-DNA-
bindande protein
SEKV ID NR: 99-102 #r exempel pa ldnksekvenser.
SEKV ID NR: 103 #r ett exempel pé en nukledr lokaliseringssignalsekvens (NLS).
SEKV ID NR: 104-108 #r exempel pa skyddande sekvenser.
SEKV ID NR: 109-116 #r exempel p4 sammansatta TBA-sekvenser.
SEKV ID NR: 117 4r ett konsensus NF-kB bindande stélle.
SEKV ID NR: 118 &r en HIV Tat aminosyrasekvens.

Forkortningar
TITOTTITiTTT enkelstringad nukleinsyra
EEsRARARERRANAL
EISERRRRNENESS dubbelstringad nukleinsyra
T T
LLLELLt
I bindande region pa nukleinsyra
[ ingen birare eller inga indikatorer eller fast bérare eller
andra medel for lokalisering, inkluderande, men inte
begrinsat till vidhéfining vid pirlor, polymerer och ytor
eller indikatorer = OSA
BBA boosterbindande sammansittning
BBR boosterbindande region
BNA boostrande nukleinsyra

CNA kusinnukleinsyra
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12 BBR enkelstringad region som, ndr den hybridiserar till den
komplementira sekvensen bildar en HNA eller en BNA,
kan binda en BBA

1/2 TBR enkelstringad region av PNA som, nir den hybridiserar
till den komplementira sekvensen frén en TNA, kan binda
till en TBA

OSA eventuellt birare eller vidhifining, cirkel med lada

PNA probnukleinsyra

TBA malbindande sammanséttning

TBR maélbindande region

TNA maélnukleinsyra

HNA haméalsnukleinsyra

Definitioner

Det framgér av den beskrivning som foljer att néir man nimner sidana uttryck som
malbindande sammansittningar (TBAs), boostrande bindande sammanséttningar
(BBAs), DNA-bindande proteiner, nukleinsyrabindande proteiner eller RNA-
bindande proteiner, &r det som avses kompositioner som innehéller molekyler som
binder till DNA eller RNA malnukleinsyrasekvenser (TNAs) oberoende av specifi-
citet hos kategorin av bindande molekyler frén vilka de hdrror. Sdlunda kan t ex en
TBA anpassad att binda till sekvenser frén humant immunbristvirus vara mycket lik
en NF-KB transkriptionsfaktor som typiskt binder DNA-sekvenser. Emellertid,
sisom den anviindes hari skall det framhéllas att TBA kan anpassas for optimal
anvindning for att binda till RNA-sekvenser med speciell sekvensammanséttning

eller konformation.

Tillforlitligheten hos den analysmetod, som beskrivs hiri, beror i stor utstrdckning
den pé selektiva bindningen av TBAs och BBA:s till speciella nukleinsyraenheter.
Det skall framhallas i hela denna beskrivning att grunden till TBA och BBA sirskil-
jandet av TNAS frén besléktade sekvenser (kusinnukleinsyror eller CNAs) kan vara
bildningen av de exakta probnukleinsyra (PNA)-méalnukleinsyra (TNA) hybridseg-
menten (PNA-TNA-hybrider). Grunden till detta sarskiljande kan emellertid lika vél
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vara bildningen av en speciell konformation och behover inte erfordra fullstéandig
frinvaro av mismatchande basparning i TNA-PNA-hybriden. Foljaktligen skall
grunden till verkningsséttet hos TBA eller BBA helt forstas att bero pé sérskiljandet
av vilken unik egenskap som helst hos TNA-PNA-hybriden i motsats till eventuella
egenskaper som foretes av vilka som helst PNA-CNA-hybrider, som kan bildas i ett

testprov, som bringas i kontakt med en given PNA.

Detalierad beskrivning av uppfinningen

Foreliggande uppfinning definieras av de bifogade kraven. Den tillhandahéller ett
forfarande for specifik identifiering av en malnukleinsyra (TNA) i ett prov genom
anvindning av malbindande sammanséttningar TBAs) som inkorporerar specifika
nukleinsyrabindande proteiner. Genom att anvinda probnukleinsyror (PNAs), som
sr specifika for en given TNA-sekvens, och en TBA som #r specifik for den
duplexmalbindande regionen (TBR) som alstras vid bildning av hybrider TNA-
PNA-sekvenser, bildas ett stabilt TBA-TNA-TNA-komplex. Genom att dessutom
tillhandahalla specifika forokningsbara sekvenser i PNA, forutom sekvenser som
specifikt medverkar till bildningen av TBR som k#nns igen av TBA, bestims bind-
ningen av PNA till TNA och upptickten forstirks. For detta andamal kan vilket
antal som helst av nukleinsyraforstirkande system, inkluderande polymeraskedje-
reaktion, eller anvindning av grenade DNA, varvid varje forening innehéller en
bestambar markor, anvindas. I synnerhet beskrives héri ett nytt forfarande for for-
starkning, varvid den forstérkta delen av PNA innehaller sekvenser pé vilka boost-
rande nukleinsyror (BNAs) kan polymeriseras. Vid bildning av varje BNA-TNA-
hybrid bildas en boostrande bindningsregion (BBR) till vilken en boostrande
bindande sammansittning (BBA) specifikt binder. Om BBAs eller BNAs mirks pé
ett bestambart sitt tillhandahaller de vésentligen obegrinsad forstérkning av den
ursprungliga TNA-PNA-bindande hindelsen.

Enligt denna uppfinning skall TNA forstas sa att den innehaller specifika nuklein-
syrasekvenser. TBA skall forstas att vara vilken molekuldr sammanséttning som
helst, som specifikt kan och tétt binder for att bilda en TNA-PNA-hybrid. TBA

innehaller en eller flera molekyler, vars sekvenser &r tillrackliga for att binda till
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TBR. De nukleinsyrabindande doménerna, som ir kinda, kan antingen anvéndas
direkt som komponenter for TBA eller modifierade enligt den information som till-
handahalles hiri. De mest léttillgingliga molekylerna med sddana sekvenser &r de
DNA-bindande doménerna fran DNA-bindande proteiner. Specifikt ar méanga DNA
eller RNA-bindande proteiner kénda som antingen kan anvéndas direkt som det
kinda, icke modifierade proteinet, eller TBA kan vara ett nukleinsyrabindande
protein, modifierat enligt den specifika information som tillhandahalls hari. I det
senare fallet skulle specifika modifieringar som dr onskvirda inkluderar optimering
av bindande affiniteter, avldgsnande av icke-onskade aktiviteter (sdsom nukleasakti-
vitet och igenkénning av TBA i nédrvaro av andra molekyler med affinitet for kom-
ponenter i TBA), optimering av selektivitet for en mélsekvens i forhallande till nér-

besliktade sekvenser och optimering av stabilitet.

Exempel p4 DNA-bindande proteiner som skulle kunna anvindas enligt denna upp-
finning ar de DNA-bindande delarna av transkriptionsfaktorn NF-kB (p50 och p65),
NF-IL6, NF-AT, rel, TBP, papillomavirus’® E2-proteinet, spl, repressorema cro och
CI fran bakteriofag lambda, och liknande proteiner som ar vilkdnda proteiner vars
DNA-bindande del har isolerats, klonats, sekvensbestamts och karakteriserats.
Dessutom inkluderas vilket annat DNA-bindande protein som helst eller del av ett
protein som helst som &r erforderligt och tillrackligt for att binda till en TBR-hybrid
eller en BBR. Detta inkluderar proteiner eller delar av vildtyp-proteiner med forénd-
rad DNA-bindande aktivitet samt proteiner skapade med forandrad DNA-bindande
specificitet, sisom utbyte av en DNA-bindande igenk#nnande helix fran ett protein
till ett annat. Dessutom kan proteiner som har nukleinsyrabindande och annan nuk-
leinsyrafunktion, sésom restriktionsendonukleaser, anvindas som den nukleinsyra-
bindande funktionen. Proteiner, som binder till malregioner i DNA-RNA-hybrider
samt RNA-RNA-hybrider, inkluderas (se t ex Shi 1995, DeStefano 1993, Zhu 19935,
Gonzales 1994, Salazar 1993, Jaishree 1993, Wang 1992, Roberts 1992, Kainz
1992, Salazar 1993(b)). De bindande sammansittningarna kan konstrueras med
anvindning av en molekyl med skyddsdelar for den bindande sammanséttningen sa
att specifika komponentkombinationer och geometrier kan uppnés. Denna molekyl

betecknas hir som en PILOT. Piloter kan vara sammansatta av proteiner eller vilken
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kombination som helst av organiska och oorganiska material som astadkommer det
kombinatoriska urvalet och/eller inducerar specifika geometrier mellan medlemmar i
TBA eller BBAs. Ett skydd #r en stabil stéllning pa vilken en TBA eller en BBA kan
konstrueras s att den korrekta konformationen av TBA eller BBA tillhandahalls
samtidigt som kan man eliminerar odnskade egenskaper hos ett naturligt forekom-
mande nukleinsyrabindande protein. Ett specifikt exempel pa denna utforingsform,
en modifierad version av den pleiotropa transkriptionsfaktorn, NF-kB, astadkoms
med anvindning av ett modifierat bakteriofag-lambda cro-protein som skyddet.
Varje NF-kB-bindande dimer bibehaller den pikomoléra bindningsaffiniteten for
NEF-kB-bindningsstillet samtidigt som den bindande sammansittningen presenterar

flera fordelaktiga fabrikationsegenskaper, stabilitet och karakteristikspecificitet.

Med hansyn till det féregaende beskrives olika aspekter och utféringsformer av

denna uppfinning i detalj nedan.

1. Probnukleinsyrorna (PNAs) och deras framstilining. PNAs enligt foreliggande

uppfinning innehaller minst tre huvuddelar forenade tillsammans. Med referens till
fig 1() i ritningarna &r den forsta delen av PNA en eller flera sekvenser av baser
betecknade »1/2 TBR”. Med referens till fig 1(I och Ila) pa ritningarna #dr 1/2 TBR i
PNA komplementir till en sekvens av intresse i ett prov, TNA som innehéller en

1/2 TBR. Med referens till fig 1(Illa) av ritningarna bildar TNA, nér den sittes till
PNA under hybridiserande betingelser, en PNA-TNA-hybrid som innehéller en
TBR. Med referens till fig 1(I) pa ritningarna 4r den andra delen av TNA en sekvens
av baser betecknad »1/2 BBR”. Med referens till fig 1(I, IIb, IIc och IVa) pé ritning-
arna ir 1/2 BBR i PNA komplementir till en 1/2 BBR som finns i en BNA eller en
HNA. Med referens till fig 1 (IIIb, IIIC och Va) pé ritningarna bildar BNA eller
HNA, niir de sittes till PNA under hybridiserande betingelser en PNA-BNA-hybrid
eller PNA-HNA-hybrid respektive, innehéllande en BBR. Med referens till fig 1(I)
p4 ritningarna 4r den tredje delen i PNA OSA, som betecknas med en ring med en
fyrkant runt den. OSA #r inget stod och/eller en indikator eller en fast bérare eller
nagot annat medel for lokalisering, inkluderande, men inte begrénsat till, vidhiftning

till parlor, polymerer och ytor och/eller indikatorer som #r kovalent bundna till eller
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icke kovalent bundna utan specifikt forenat med PNA. OSA kan vara en atom eller *
en molekyl som underléttar vid separationen och/eller lokaliseringen s att en fast
bararbindande grupp eller markdr, som kan upptickas med olika fysikaliska medel,
inkluderande men inte begrénsat till, adsorption eller bildatergivning av emitterade
partiklar eller ljus. Férfaranden for att bestimma indikatorer pa oligonukleotider
eller for att immobilisera oligonukleotider vid fasta birare dr vilkanda inom tekni-

ken (se Keller and Manak, supra).

PNA enligt foreliggande uppfinning kan framstillas med vilken lmplig metod som
helst. Sddana metoder i allménhet inkluderar oligonukleotidsyntes och kloning i en
forokningsbar vektor. Forfaranden for nukleinsyrasyntes dr vilkénda inom tekniken.
Nir de klonas eller syntetiseras kan stréngrening och separation vara erforderlig for
att anvinda produkten som en ren PNA. Forfaranden for att framstilla RNA-prober
ar vilkanda (se t ex Blais 1993, Blais 1994, som anvinder in vitro-transkription frén

en PCR-reaktion som inkorporerar en T7 RNA-polymeraspromotor).

Langden och den specifika sekvensen f5r PNA beror, som fackmannen inom tekni-
ken forstar, pa lingden och sekvensen som skall bestimmas i en TNA, och kraven
for att uppna tit och specifik bindning av den speciella TBA som skall anvindas
(se diskussion angéende TBAs nedan). I allménhet d&r PNAs med sekvensléangder
mellan ca 10 och ca 300 nukleotider i léngd lampliga, varvid lingder om ca 15-100
nukleotider r 6nskvirda for ménga av de specifikt exemplifierade utfdringsforrrier-

na hiri.

Det skall ocksé framhallas satt PNA kan konstrueras for att innehélla mer dn en

1/2 TBR och for att producera mer &n en TBR for en eller flera TBAs, som &r lika
eller olika, samt komplexa TBRs som kénns igen av nya duplexa och multipiexa
TBAs (se beskrivningen nedan avseende dessa nya TBAs) vid hybridisering av
PNAs och TNAs. Fig 5 illustrerar specifika PNAs som innehaller en eller flera

1/2 TBRs. Specifika sekvenser som motsvarar 1/2 TBR-sekvenserna illustreras i
fig 5 (1a, Ila, llla, IVa och Va) & SEKV ID NR: 1-34 (se beskrivning av sekvenser

ovan).
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Sasom visas i fig 2a och 2b kan PNA innehallande en 1/2 TBR hybridiserad med en
eller flera BNAs (se beskrivning nedan) och kedjan av BNAs polymeriseras till
vilken 6nskad potentiell langd som helst for amplifiering av TNA-PNA-hybridise-
ringshéndelsen. Foretridesvis foreligger mellan 1 och 10 1/2 BBRs i PNA:

Sasom visas i fig 6a och 6b kan PNA innehalla flera 1/2 TBRs, lika eller olika, som
kan hybridisera med flera 1/2 TBRs ien TNA. Varje gang en 1/2 TBR i TNA
matchar en 1/2 TBR i en TNA bildas en malbindande region, TBR, som kan binda
en TBA. Vidare ir det inte nodvéndigt att alla TBRs &r pé4 en enda kontinuerlig
PNA. I en utforingsform enligt uppfinningen kan silunda tva olika PNAs anvéndas
f6r att bestimma sekvenser pa en speciell TNA. Som en illustration av denna aspekt
av uppfinningen visar fig 7 en representation av det humana immunbristviruset
(HIV) och den langa terminalupprepningen (LTR). Sasom &r kant i tekniken inne-
haller HIV LTR tva NF-kB-bindande stillen och SP1-bindande stéllen, som ligger
nira varandra, varvid NF-kB och SP1 &r kiinda DNA-bindande proteiner. Fig 7 till-
handahaller tva PNAs, PNA1 (SEKV ID NR 38) och PNA2 (SEKV ID NR 39), som
var och en ir komplementira till de motsatta strangarna som visas som en TNA
(SEKV ID NR 37), som visar de tva NF-kB-bindande stéllena och de tre SP1-
bindande stillena i HIV LTR. Enligt denna aspekt av uppfinningen hybridiseras
PNAL1 specifikt med denna sektion av TNA som visas i fig 7 med baser understruk-
na med en “+”-symbol, under det att PNA2 specifikt hybridiserar med den sektion i
TNA som visas i fig 7 med baser understrukna med en »="-symbol. Var och en av
PNAL1 eller PNA2 kan #ven innehélla sekvenser (indikeras med symboler “#” eller
»#) som hybridiserar med en BNAs 1/2 BBR-sekvenser (se nedan). Dessutom kan
var och en av PNA1 och PNA?2 vara mérkta pa olika sitt med en OSA, sdsom en
fluorofor sasom ett fluorescein eller en rodaminmarkér, som skulle kunna medge
bekriftelse att bada prober har blivit bundna till TNA. Om endast en markor eller
ingen av markdrerna uppticks drar man slutsatsen att TNA inte foreligger i det prov

som testas.

I ytterligare en aspekt av utforingsformen som visas i fig 7, visas en metod for att

forandra specificiteten hos den hér analysmetoden. Genom att fordndra langden av
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gapet mellan PNAI och PNA2 s4 den region av TNA som forblir ohybridiserad for-

andras, kan ndgon som utovar uppfinningen foréndra sirskiljandet i analysen.

For att mer tydligt exemplifiera denna utforingsform av uppfinningen &r det erfor-
derligt att framhdlla att TBR kan ha en helixstruktur. Salunda, nir PNAL1 alstrar
TBRs pa en “sida” av helixen alstrar PNA2 en TBR pa antingen samma eller en
annan sida av helixen, beroende pé avstédndet mellan mitten pa varje TBR (under-
struket i fig 7). Om mitten till varje bindningsstille #r en integral produkt om 10,5
baser atskilda, kommer TBRs att vara pa samma sida om helixen, under det att icke-
integrala produkter om 10,5 baser atskilda kommer att placera TBR pa motsatta
sidor om helixen. P4 detta sétt kan négon samstimning i bindningen av TBA som
kanner igen PNA1 TBR och TBA som kanner igen PNA2 TBR manipuleras (se
Hochschild, A., M. Ptashne [1986] Cell 44:681-687, som visar denna effekt for
bindning av bakteriofag lambda repressor till tvé olika operatorstéllen lokaliserade
vid olika avstand fran varandra i en DNA-helix). Sasom beskrivits av Perkins et al.
([1993] EMBO J. 12:355 1-3558), erfordras samstimmig bindning mellan NF-kB
och SP1-stillena for att stadkomma aktivering av HIV LTR. Fér syftet att med
foreliggande uppfinning kan man dra fordel av det dubbla motivet med NF-kB-
trippel-SP1-bindningsstéliet i HIV LTR genom att tillhandahélla ett enda, nytt
bindande protein som kan binda béda stillena samtidigt men endast om avstandet
mellan stillena dr geometriskt limpligt. Detta kontrolleras bade av strukturen av den
valda TBA och av det anvinda PNAs. Silunda, i utforingsformen som exemplifieras
i fig 7, kan de tva proberna anvéndas med en tillréckligt stor mellanliggande prob-
region av enkelstréngat DNA som blir kvar sa att, &ven om NF-kB- och SP1-bind-
ningstillena &r p4 motsatta sidor om helixen den enkelstringade regionen mellan
proberna tillhandahéller en tillrackligt flexibel ”lank™ s& att DNA:t bade kan bojas
och vridas for att anpassa sig till geometrin hos TBA. Alternativt kan en mer strin-
gent analys uppréttas genom att forkorta avstandet mellan proberna sa att DNA:t
endast kan bojas men inte vridas. Slutligen kan proberna placeras s néra varandra
eller kan en enda DNA anvindas s& att DNA:t endast kan bojas men inte vridas.

Denna figur exemplifierar och mojliggdr salunda produktion av det stéllningssystem
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med vilken given 6nskad grad som helst av atskillnad mellan mélnukleinsyror som

har liknande sekvenser men olika nirliggande positioner av dessa sekvenser.

I termer av diagnostisk eller rattsmedicinsk utrustning for HIV forstar fackménnen
att den enda aspekten enligt uppfinningen medger att komponenterna for den
diagnostiska eller rittsmedicinska utrustningen kan skriaddarsys for att matcha vad
som &r kant vid varje givet tillfélle om de rddande stammarna for HIV eller annan
patogen eller sjukdomstillstand. Det framgér ocksa for fackménnen inom tekniken
att iven om bestimningen av HIV-infektion inte &r den enda anvindningen av fore-
liggande uppfinning &r, pd grund av mutationsformagan hos HIV-genomet, den tro-
ligen en av de mest komplexa testmiljoer for en sddan diagnostik. Det &r exaktien
sadan mutationsbenigen omgivning dar flexibiliteten hos foreliggande uppfinning i
kombination med dess forméga att sérskilja mellan vilket néra besliktade sekvenser
som den emellertid kommer att helt klart uppskatta. I mindre mutationsbenégna
miljoer behover inte en del av den sofistikering med vilken uppfinningen kan utfSras
anvindas. Salunda, i en diagnosutrustning for papillomavirusinfektion &r alla sar-
skiljande egenskaper hos TBA-TBR-interaktionen tillgangliga tillsammans med
formagan att forstirka signalen med anvindning av BNAs och BBAs, men en enda,
enkel TNA, sasom nagon av SEKV ID NR. 46-62 kan anvindas som unikt identifie-
rar papillomavirussekvenser, som dven ar kinda for att binda till en TBA sasom
papillomavirus E2-proteinet eller trunkerade DNA-bindande delar dérav (se Hegde
et al [1992] Nature 359:505-512; Monini et al [1991] J. Virol. 65:2124-2130).

Vid tillimpning av foreliggande forfarande att bestimma en speciell TNA for syfte-
na att avgora om vissa nukleinsyror &r nirvarande som #r forknippade med forloppet
f6r melanom, hepatom, brost-, cervikal-, lung-, colon-, prostata-, pankrea- eller &gg-
stockscancrar, kan TNA erhéllas fran biopsimaterial tagna frén organ och vitskor,
som misstanks innehalla de cancerartade cellerna. For bestimning av genetiska bris-
ter kan TNA erhéllas fran patientprover innehallande de drabbade cellerna. For
bestdmning av jasta kontaminerande dmnen och produkter vid framstéllning av
fodoamnen, kemiska eller biotekniska produkter eller vid biologisk behandling av

avlopp, kan TNA erhéllas fran prover tagna vid olika stadier i jasnings- eller
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behandlingsprocessen. For bestamning av patogener eller kontaminerande dmnen i °
fododmnen eller likemedel kan TNA-provet erhallas fran fodomnet eller lakemed-
let, avstrykningar av fododmnen eller ytor i kontakt med fododmnen, vitskor i
kontakt med fododmnen, processmaterial, vitskor och liknande, som &r férknippade
med framstillningen av eller som &r i kontakt med fodosmnen, likemedlet eller
biologiska prover tagna fran dessa i kontakt med fododmnet eller 1akemedlet eller

liknande.

2. Boosternukleinsyror (BNAs), boosterbindande regioner (BBRs) och framstill-

ning dérav. BNAs enligt foreliggande uppfinning minst en eller flera 1/2 BBRs
kopplade till en OSA. 1/2 BBRs kan hybridisera till komplementéra 1/2 BBRs som
foreligger i PNA eller andra BNAs eller en HNA.

Med referens till fig 1(I, ITb och I1Ib) pa ritningarna bestar den enklaste BNA av tva
delar. Med referens till fig 1 (IIb) pé ritningarna dr den forsta delen av den enklaste
BNA en sekvens av baser som 4r komplementar till sekvensen i PNA som betecknas
» 1/2 BBR”. Med referens till fig 1(IIb) p ritningarna dr den andra delen av den
enklaste BNA OSA, betecknad med en cirkel med en fyrkant runt dem. OSA ér inte
birare och/eller indikator eller fast bérare eller annat medel] for lokalisering, inklude-
rande men inte begrinsad till, vid hiftning till parlor, polymerer, ytor och/eller indi-
Kkatorer som #r kovalent fista till eller icke-kovalent, men specifikt forenade med

DNA.

Med referens till fig 2a(Il och III) pa ritningarna kan BNA innehalla mer &n en 1/2
BBR-sekvens. BNA som visas i fig 3(1I) innehaller en sekvens, som dr komplemen-
tir till den PNA, som visas i fig 3(I) och tv4 andra 1/2 BBR-sekvenser. BNA som
visas i fig 3(III) innehaller 1/2 BBR-sekvenser som ar komplementéra till tva av de
1/2 BBR-sekvenserna i BNA, som visas i fig 3(II) plus upp till *n” ytterligare 1/2
BBRs for polymerisering av ytterligare BNAs.

Under hybridiserande betingelser alstrar den BNA som visas i fig 3(II), nér den
kombineras med den PNA som visas i fig 3(1), den PNA-BNA-hybrid som visas i
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fig 3(IVa), som innehéller en BBR och en icke-hybridiserad forlangning med tva
ytterligare 1/2 BBR-sekvenser eller “booster”-sekvenser. BBRs som skapas med
denna hybridisering kan vara identisk, liknande eller olik i sekvens. BBRs som
skapas med denna hybridisering kan binda identiska, liknande eller olika BBAs
(se nedan). BNAs kan framstéllas analogt med PNAs.

Under hybridiserande betingelser alstrar BNA-BNA-hybriden som visas i fig
3(IVb), nir den kombineras med den PNA som visas i fig 3(Vb), den PNA-BNA-
hybrid som illustreras i fig 3(VI), som innehaller en BBR, tva ytterligare BNA-
BNA-hybrider som innehéller BBRs, och en ohybridiserad forlangning med ytterli-
gare en 1/2 BBR-sekvens, en »booster”-sekvens. BBRs som skapas med denna
hybridisering kan vara identiska, liknande eller olika i sekvensen. BBRs som skapas
genom denna hybridisering kan binda identiska, liknande eller olika BBAs (se
nedan). BNAs kan framstdllas pa ett satt analogt med framstéllning av PNAs.

3. Malnukleinsyror (TNAs) och framstélining dérav. Det forsta steget for att upp-

tacka och forstirka signaler alstrade genom bestdmning av en viss TNA enligt fore-
liggande forfarande &r hybridisering av sddant mal med PNA i en lamplig blandning.
Sadan hybridisering astadkoms under lampliga betingelser som ar vilkdnda inom

tekniken.

Det prov som missténks eller &r Kint for att innehalla det avsedda TNA:t kan erhal-
las fran en mingd killor. Det kan vara eft biologiskt prov, ett fododmne eller jord-
bruksprov, ett prov fran omgivningen, osv. Vid tillampning av foreliggande for-
farande for att bestimma en viss TNA for syftet med medicinsk eller rittsmedicinsk
diagnostik kan TNA erhallas fran ett biopsiprov, en kroppsvétska eller ett exudat
sasom urin, blod, mjolk, cerebrospinal vitska, sputum, saliv, avforingsprov, lunga,
utsuget material, avstrykning fran hals eller genitalia och liknande. Dessutom kan

bestimningen vara in sifu (se t ex Embretson 1993; Patterson 1993; Adams 1994).
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Foljaktligen kan man tinka sig PNAs specifika

for ryggradsdjur (inkluderande

diggdjur och inkluderande manniskor) eller till vilken som helst av eller alla av

foljande mikroorganismer av intresse och

Korynebakterier
Corynebacterium diphtheria
Bacillus
Bacillus thuringiensis
Pneumokocker
Diplococcus pneumoniae
Streptokocker
Strentococcus pyogenes
Streptococcus saltvarius
Staphylococcus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus albus

Pseudomonas
Pseudomonas stutzen

Neisseria
Neisseria meningidis
Neisseria gonorrhea

Enterobacteriaceae
Escherichia coli
Aerobacteria aerogenes
Klebsiella pneumoniae
Salmonella typhosa
Salmonella choleraesuis
Salmonella ryphimurium
Shigellae dysenteriae
Shigellae schmirrii
Shigellae arabinotarda
Shigellae flexneri
Shigellae boydit
Shigellae sonnei

Andra enteriska baciller
Proteus vulgaris
Proteus mirabilis
Proteus morgani
Pseudomonas aeruginosa
Alcaligenes jaecalis
Vibrio cholerae

Hemofilus-bordetella-grupp
Hemophilus influenza, H. ducryi
Henrophilus hemophilus
Hemophilus aegypticus

anvéndas i foreliggande forfarande:

Koliformbakterierna

Salmonella

Shigellae

Proteus species
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Hemophilus parainfluenzae
Bordetella pertussis
Pasteurella
Pasteurella pestis
Pasteurella tulareusis
Brucella
Brucella melitensis
Brucella abortus
Brucella suis
Aeroba spor-bildande baciller
Bacillus anthracis
Bacillus subtilis
Bacillus megaterium
Bacillus cereus
Anaeroba spor-bildande baciller
Clostridium botulinum
Clostridium tetani
Clostridium perfringens
Clostridium novyi
Clostridium septicum
Clostridium histolyticum
Clostridium tertium
Clostridium bifermentans
Clostridium sporogenes
Mycobacterier
Mycobacterium tuberculosis hominis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium avium
Mycobacterium leprae
Mycobacterium paratuberculosis
Aktinomycetes (svampliknande bakterier)
Actinomyces isaeli
Actinomyces bovis
Actinomyces naeslundii
Nocardia asteroides
Nocardia brasiliensis
Spiroketer
Treponema pallidum
Treponema pertenue Treponema carateum
Spirillum minus
Streptobacillus moniliformis
Borrelia recurrens
Leptospira icterohemorrhagiae
Leptospira canicola
Trypanasomer

Mvkoplasma
Mycoplasma pneumoniae
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Andra patogener
Listeria monocytogenes

Erysipelothrix rhusiopathiae
Streptobacillus moniliformis
Donvania granulomatis
Bartonella bacillformis
Rickettsie (bakterieliknande parasiter)
Rickettsia prowazekii
Rickettsia mooseri
Rickettsia rickettsii
Rickettsia conori
Rickettsia australis
Rickettsia sibiricus
Rickettsia akari
Rickettsia tsutsugamushi
Rickettsia burnetti
Rickettsia quintana
Chlamydia (icke klassifiserbara bakteriella/virala parasiter)
Chlamydia agents (bendmning osiker)
Svampar
Cryptococcus neoformans
Blastomyces dermatidis
Histoplasma capsulatum
Coccidioides immitis
Paracoccidioides brasiliensis
Candida albicans
Aspergillus fumigatus
Mucor cotymbijera (Absidia corymbijera)
Rhizopus otyzae Phycomycetes
Rhizopus nigricans
Sporotrichum schenkii
Flonsecaea pedrosoi
Fonsecaea compact
Fonsecacae dermatidis
Cladosporium carrioni
Phialophora verrucosa
Aspergillus nidulans
Madurella mycetomi
Madurella grisea
Allescheria boydii
Phialophora jeanselmei
Microsporurn gypsum
Trichophyton mentagrophytes
Keratinomyces ajelloi
Microsporum canis
Trichophyton rubrum
Microsporum adouini
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Virus
Adenoviruses

Herpes virus
Herpes simplex
Varicella (Chicken pox)
Herpes zoster (Shingles)
Virus B
Cytomegalovirus

Poxvirus

Variola (smallpox)
Vaccinia
Poxvirus bovis
Paravaccinia
Molluscum contagiosum
Picornavirus
Poliovirus
Coxsackievirus
Echoviruses
Rhinoviruses
Myxovirus
Influenza (A, B, and C)
Parainfluenza (1-4)
Mumps virus
Newcastle disease virus
Measles virus
Rinderpest virus
Canine distemper virus
Respiratory syncytial virus
Rubella virus
Arbovirus
Ost hist encefalitvirus
Vist hist encefalitvirus
Sindbis virus
Chikuglmya virus Semliki forest virus
Mayora virus
St Louis encefalivirus
California encephalitvirus
Colorado tick fever virus
Gula febern virus
Dengue virus
Reovirus
Reovirus typ 1-3
Retrovirus
Humant immunbristvirus (HIV)
Human T-cell lymfotropt virus I & I1 (HT'LV)
Hepatit
Hepatit A virus
Hepatit B virus
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Hepatit nonA-nonB virus

Hepatit, C, D, E
Tumdorvirus

Rauscher leukemia virus

Gross virus

Maloney leukemia virus

Humant papillomavirus

Fackmannen inom tekniken forstar att det allmént erfordras att behandla prover, som
antas innehalla en viss TNA, pa sédant satt s& att man producerar fragment som latt
kan hybridisera med PNA. Det kan vara nodvindigt att behandla testprovet for att
astadkomma frigivning av eller for att extrahera TNA for hybridisering, sésom
genom exponering av blod eller andra celler fr en hypoton omgivning eller pd
annat sitt bryta sonder provet med anvindning av ett kraftigare medel. Nar TNA
antages foreligga i dubbelstringad form skulle det vara naturligt 6nskviért att separe-
ra stringarna for att gora TNA hybridiserbar i enkelstrangad form med metoder som
sr vilkanda inom tekniken, inkluderande men inte begrinsad till uppvarmning eller
begriinsad exponering for alkaliska betingelser, som kan neutraliseras efter tillsats av
den enkelstringade PNA for att medge att hybridisering dger rum. Forfaranden fore
framstillning av RNA-mal &r vélkédnda (se Waterhouse 1993, Mitchell 1992).

Fragmentering av nukleinsyraprover innehallande TNAs erfordras vanligen for att
minska provviskositeten och dka tillgingligheten av TNAs for PNASs. Sadan frag-
mentering stadkoms med slumpmassiga eller specifika medel som #r kénda inom
tekniken. Salunda kan specifika nukleaser som &r kdnda for att skira med en speciell
frekvens i det speciella genom som analyseras, anvindas for att producera fragment
med en kind medelmolekylstorlek. Dessutom &r nukleaser, fosfodiesteraser, exo-
nukleaser och endonukleaser, fysikalisk skjuvning och ljudbehandling, alla metoder
som ir anvindbara for detta indam4l. Dessa forfaranden &r vilkdnda inom tekniken.
Anvindningen av restriktionsenzymer for DNA-fragmentering foredrages allmént.
DNA kan emellertid ocksa fragmenteras med en mingd kemiska medel sésom
anvindning av foljande slag av reagens: EDTA-Fe(Il) (enligt Stroebel et al [1988]
J. Am. Chem. Soc. 110:7927; Dervan [1986] Science 232:464); Cu(ll)-fenantrolin
(enligt Chen and Sigman [1987] Science 237:1197); klass 1S restriktionsenzym
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(enligt Kim et al. [1988] Science 240:504); hybrid DNAse (enligt Corey et al. [1989]
Biochem. 28:8277); bleomycin (enligt Umezawa et al. [1986] J. Antibiot. (Tokyo)
ser. A, 19:200); neocaezinostatin (Goldberg et al. [1981] Second Annual Bristol-
Myers Symposium in Cancer Research, Academic Press, New York, s. 163) och
metidiumpropyl-EDTA-Fe(Il) (enligt Hertzberg et al. [1982] J. Am. Chem. Soc.
104:313). Borttagning av proteiner sdsom genom behandling med ett proteas, ar
ocksa i allminhet dnskvirt och metoder for att utfora proteinavligsning fran nuk-
leinsyraprover utan namnvérd forlust av nukleinsyra ar ocksa vélkénda inom tekni-

ken.

TNA enligt foreliggande uppfinning skall vara tillrackligt 1anga sa att det finns en
tillracklig méngd av dubbelstringad hybrid, som flankerar TBR s att TBA kan
binda ostort till de olegerade fragmenténdarna. Typiskt anvindes fragment i inter-
vallet fran ca 10 nukleotider till ca 100 000 nukleotider, och foretradesvis i interval-
let fran ca 20 nukleotider till ca 1 000 nukleotider som medelstorlek for TNA-frag-
ment. Exempel pa specifika TNA-sekvenser som skulle kunna bestdimmas ar
sekvenser som 4r komplementira till PNA-sekvenserna som beskrivits hér for
bestamning av normala celluléra, icke normala cellulidra (sdsom inaktiverade onko-
gener, integrerade fraimmande gener, genetiskt defekta gener) och patogen-specifika
nukleinsyrasekvenser, for vilka specifika nukleinsyrabindande proteiner 4r kdnda,
eller som kan produceras med metoder som beskrivs i denna beskrivning. Med refe-

rens till fig 7, visas en specifik HIV-relaterad TNA som SEKV ID NR 37.

4. Forlaneningar av PNA med anvindning av BNAs, framstéllning ddrav och

signalforstérkning. Under hybridiserande betingelser kan BNAs séttas till som
hybridiserar till PNAs, PNA-BNA-hybrider, BNAs och/eller BNA-BNA-hybrider.

De namnda tillsatserna kan goras pé ett icke-vektoriellt polymert sitt eller med ett

vektor-sitt, med en kind ordning av BNAs.

Med referens till fig 2a presenteras en enkel booster. En booster-polymer framstélls
genom att sitta tvd BNAs, sasom illustreras i fig 2a(1b och 1c¢), som nér de kombi-

neras under hybridiserande betingelser med PNA, bildar PNA-BNA-BNA-hybrider,
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som innehaller PNA och »hooster”-forlingningarna, som illustreras i fig 2a(Ila, IIb, °
IIc och IId) och ger dtminstone en icke-parad 1/2 BBR-sekvens. Varje icke-parad |
1/2 BBR-sekvens, som illustreras i fig 2a(lla, IIb, Iic och I1d) kan hybridisera med
ytterligare BNAs for att bilda ytterligare "hooster”-forlangningar. Varje oparad 1/2
BBR-sekvens illustreras i fig 2a(Ila, IIb, Ilc och 11d) och kan hybridisera med tillsat-
ta HNAs, sdsom visas i fig 2a (IIla och 11Ib). Hybridiseringen av HNAs, som inte
kan hybridisera till ytterligare BNAs, verkar si att “locket liggs p&” for ytterligare
tillsats av BNAs till PNA sasom visas i fig 2a(IVa, IVDb, IVc och IVd).

Med referens till fig 2b 4r det mojligt att kontrollera och specificera ordningen och
komponenterna och forlangningarna av PBA. Om en enda BBR erfordras séttes en
HNA som innehaller den komplementéira sekvensen till 1/2 BBR i PNA till PNA for
att producera en enda BBR och for att sitta locket pa” for eventuella "booster”-
forlangningar av PNA. Om ytterligare BBRs skall sittas till PNA kan en kontrolle-
rad forlangning av PNA &stadkommas.

Med referens till fig 2b aterges en enkel booster. Vektorpolymerforlangning astad-
koms genom att tillsatta en BNA som ar specifik for PNA, sasom visas i fig 2b(la
och I1a), som nir den kombineras under hybridiserande betingelser med PNA, bildar
PNA-BNA-BNA-hybrider, som innehéller PNA och “booster”-svingningar. Dessa
forlingningar ger om den mérks med en OSA, ett forfarande for att pé ett bra sétt
forstirka vilken signal som helst som produceras efter bindning av en PNA till en
TNA i provet. Genom att binda mérkta BBAs till BBRs i polymeren astadkoms

dessutom ytterligare forstarkning.

Vilket antal forfaranden som helst kan anvindas for att framstilla BNA inkluderan-
de t ex syntes med kénd kemi eller via rekombinanta DNA-produktionsmetoder. Vid
den senare metoden kan ett vésentligen obegrénsat antal BNAs produceras enkelt
och billigt, t ex genom produktion i prokaryoter (t ex E. coli) av plasmid-DNA som
har multipla upprepningar av de specifika BNAs sekvenser som flankeras av restrik-

tionsstillen som har utstiende dndar. P4 detta sitt kan t ex bakteriofag lambda
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vinstra eller hogra operatorstillen eller vilken annan DNA eller annan nukleinsyra-
sekvens som helst, kénd for att specifikt och tétt binda en speciell BBA, sasom ett
DNA- eller RNA-bindande protein, framstillas med ett vésentligen obegransat antal
kopior, varvid varje kopia flankeras av en EcoRl, Pstl, BamHI eller vilket annat
antal som helst av andra kénda restriktionsnukleasstillen. Alternativt kan en poly-
mer med upprepade stillen skéras ut med unika restriktionsstéllen, som inte finns
inom polymeren. Stora méngder pBR322, pUC-plasmid eller annan plasmid som har
multipla kopior av dessa sekvenser produceras med metoder som &r vilkénda inom
tekniken, plasmiden skérs med restriktionsenzymet som flankerar det polymerisera-
de stillet och de frigivna multipla kopiorna av operatorerna isoleras antingen med
kromatografi eller vilken annan lamplig metod som helst, som 4r kind inom tekni-
ken. BNA fore anvindning, &r den strdng som separeras och den kan sedan anvindas
for polymerisering pa en PNA som kodar for en enkelstring som dr komplementar
kopia av operatorn som en 1/2 BBR. BNAs kan polymeriseras vektoriellt pa PNA
med anvindning av olika restriktionsenzymer for att flankera varje upprepning av
polymeren i plasmiden for att framstilla multipla kopior av BNA. Alternativt kan
BNA-polymeren hybridiseras till PNA via utskjutande delar vid en eller bada dndar-
na av BNA-polymeren utan behov av att separera strangar och sitta ihop varje
BNA-segment med vitebindning. Exempel pa specifika BNA-sekvenser aterges
ovan i sektionen bendmnd beskrivning av sekvenser, sdsom SEKV ID NR 35-36.
For att stabilisera BNA-polymeren, kan DNA-ligas anvindas for att kovalent binda
till hybridiserade BNAs.

5. Harnals-nukleinsyror (HNAs) och framstillning didrav. HNAs, som beskrivs

hiri, innehaller minst tvd huvuddelar forenade tillsammans: En enkelstrangad
sekvens, som #r komplementir till en 1/2 BBR, och en dubbelstringad nukleinsyra-
region bildad under hybridiserande betingelser genom sj dlvsammanséttning av sjalv-
komplementéra sekvenser inom HNA. Med referens till fig 1(Ilc) p4 ritningarna kan
1/2 BBR i HNA konstrueras si att den blir komplementar till 1/2 BBR-sekvensen i
PNA. Med referens till fig 1(I, llc och Ilic) pé ritningarna, bildar nimnda HNA, nér
den sittes till PNA under hybridiserande betingelser, en PNA-HNA-hybrid, som
innehaller en BBR. Med referens till fig 1(Illc, IVc och V¢) pé ritningarna, kan
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PNA-HNA-hybriden under hybridiserande betingelser, efter tillsats av TNA, bilda
en TNA-PNA-HNA-hybrid, som innehaller en TBR och en BBR.

Med referens till fig 2a och 2b kan HNAs anvindas for att “sitta lock pa” eller
avsluta tillsatsen av BNA-forldngningar till PNA. De tva BNAs i fig 2a(Ib och Ic)
kan forenas och bilda den hybrid som visas i fig 3(Ivb) eller kan direkt och individu-
ellt hybridisera till PNA som visas i fig 2a(la-c, ITa-d). De tva HNAs (visas i fig
2a(I1la och I1Ib)) kan bestamma hybridiseringen av BNA till andra BNAs, som
striicker sig fran PNA, sasom visas i fig 2a(IVa-d). HNA i fig 2a(I1la) kan avsluta
PNA-BNA-hybriderna sasom visas i fig 2a(IIb och IId) och en PNA-BNA-hybrid
med en enkelstringad 1/2 BBR som &r komplementdr till 1/2 BBR i HNA som illu-
streras i fig 2a(Il{a). P4 samma sitt kan HNA i fig 2a(IIIb) avsluta PNA-BNA-
hybriderna sésom visas i fig 2a(IlA och Ilc) och vilken PNA-BNA-hybrid som helst
med tva enkelstringade 1/2 BBRs, som &r komplementéra till 1/2 BBRs i HNA som
illustreras i fig 2a(I1Ib).

HNAs konstrueras som avslutade PNA-BNA-hybrider som konstrueras fran sekven-
tiell tillsats av BNA till PNA sasom illustreras i fig (2b). De enkelstringade 1/2
BBR-sekvenserna som visas i fig 2b(1a, Illa, Va och Vl1la) #r specifikt komplemen-
tira till de enkelstringade 1/2 BBR-sekvenserna som visas i fig 2b(Ib, IIIb, Vb och
VIIb) och producerar de unika med block forsedda (kappade) PNA-BNA-HNA-
hybriderna som visas i fig 2b(Ic, Illc, Ve och Vllc).

De sjilvkomplementéra sekvensema i HNA och dglesekvenserna som binder de
sjalvkomplementdra harnalssekvenserna kan ha vilken sammanséttning och langd
som helst s lange de inte visentligen hindrar eller inhiberar presentationen av den
enkelstringade 1/2 BBR som innehaller en del av HNAs i HNA eller selektivt
binder BBA till TBA. Oglesekvenserna skall viljas sa att bildningen av 6glan inte
forhindrar bildning av harnalen. Som exempel p& en HNA, som ar anvindbar i
denna tillampning, tillhandahélles som SEKV ID NR 44 (se beskrivning av sekven-

ser ovan).
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6. De mélbindande sammansittningarna (TBASs) och deras framstillning. En TBA

kan vara vilken substans som helst som binder en speciell TBR, som bildas genom

hybridisering av speciella TNAs och PNAs, forutsatt att TBA méste ha minst foljan-

de egenskaper:

(a)

(b)

TBA maste binda den TBR(s) p4 ett sétt som dr mycket specifikt for den
TBR(s) av intresse. Det vill séga TBA maste skilja mellan TBRs, som fore- |
ligger i TNA-PNA-hybriden och liknande duplexsekvenser som bildas av
PNA-CNA-hybrider. TBA maste binda PNA-CNA-hybriden med en tillrack-
ligt 14g vidhéftning sé att efter tvitt av TBA-TNA-PNA-komplexet, PNA-
CNA-hybriden forskjuts och PNA-TNA-hybriden inte forskjuts;

TBA maste binda TBR(s), som alstras genom hybridisering av TNA med
PNA, med vidhéftning. Bindningsaffiniteter i storleksordningen 107 eller ca
1072 eller storre anses allmént vara tillrickliga. Sdsom ndmns nedan kan deti
vissa fall vara 6nskvirt att anvénda en speciell TBA, som har en mycket lag
vidhiftning for en speciell TBR, men som har en avsevirt kad affinitet nér
en speciell konfiguration av multipla TBRs foreligger sé att affiniteten hojs
till 2 for TBA for varje TBR blir affiniteten av relevans for den speciella
TBA.

Exempel pd DNA-bindande komponenter som 4r anvandbara vid bildning av TBA

inkluderar, men #r inte begrénsad till NF-kB, papillomavirus E2-protein, transkrip-

tionsfaktor SP1, inaktiva restriktionsenzymer, antikroppar etc. Var och en av dessa

proteiner har ansetts inom tekniken innehalla sekvenser som binder till speciella

nukleinsyrasekvenser och affiniteterna for dessa interaktioner 4r kénda. Naturligtvis

4r forfarandet enligt foreliggande uppfinning inte begrénsat till anvandningen av

dessa kanda DNA-bindande proteiner eller fragment ddrav. Fran foreliggande

beskrivning ar det tydligt for en fackman inom tekniken att foreliggande forfarande

1tt skulle kunna tillimpas med anvindning av nya TBAs som har atminstone de

erforderliga attribut, som noterats ovan. Salunda it ex WO 92/20698, beskrevs en

sekvensspecifik DNA-bindande molekyl, som innehaller ett oligonukleotidkonjugat,

bildat genom den kovalenta vidhiftningen av ett DNA-bindande lakemedel till en

triplexbildande oligonukleotid. Forfarandet i den beskrivningen skulle kunna anvén-
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das for att framstéilla nya TBAs for anvéndning enligt foreliggande beskrivning for- |
utsatt att de sa bildade TBAs uppfyller de ovan namnda kriterierna. Dessutom kan
forfarandena enligt de amerikanska patenten 5 096 815, 5 198 346 och WO
88/06601 anvindas for att alstra nya TBAs for anvindning enligt forfarandet i denna
uppfinning. Specifika utforingsformer eller delar dédrav kan anvindas (se t ex Blais
1994).

Nar TBA ir ett protein, eller ett komplex av proteiner, inses det att vilket antal som
helst av antal rutinmetoder inom tekniken kan anvindas for att framstélla TBA.
TBA kan isoleras fran dess naturliga upptridande omgivning i naturen eller, om
detta #r opraktiskt, framstéllas genom standardtekniker inom molekylarbiologi. Med
anvindning av NF-kB som ett exempel, med anvéndning av DNA-bindande delar av
p50- eller p65-subenheter, skulle salunda bindningsanalysen kunna produceras med
rekombinanta metoder som &r kéinda inom tekniken (se t ex Ghosh [1990] Cell
62:1019-1029, som beskriver kloningen av p50 DNA-bindande subenheten i NF-kB

och homologin for detta protein till rel och dorsal).

Ménga DNA-bindande och andra nukleinsyrabindande proteiner &r kéinda som kan
anvindas som eller i TBAs enligt denna uppfinning. Nér en gang aminosyrasekven-
sen i vilket protein som helst som binder DNA, RNA:DNA, RNA eller annan nuk-
leinsyra #r kdnd kan en lamplig DNA-sekvens som kodar for proteinet antingen
framstillas med syntetiska metoder, eller kan en ¢cDNA-kopia av mRNA som kodar
proteinet frén en lamplig vavnadskilla anvéndas. Vidare kan genomiska kopior som
kodar for proteinet erhéllas, och introner splitsas ut enligt metoder som &r kdnda

inom tekniken. Vidare kan TBAs syntetiseras kemiskt.

Nir en gang lampliga kodande sekvenser har erhallits kan till stillet riktad mutage-
nes anvindas for att forindra aminosyrasekvensen, som kodas for att framstélla
mutanta nukleinsyrabindande proteiner, som har mer 6nskvirda bindningsegenska-
per 4n dem hos det ursprungliga nukleinsyrabindande proteinet. Som ett exempel pa

denna metod kan aminosyrasekvensen hos de DNA-bindande delarna i NF-kB for-
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andras att producera en NFE-kB’-molekyl, som binder mer tétt till NF-kB-bindande
stillet (se exempel nedan — HIV-bestimning och HIV-lock).

For att tillhandahalla ytterligare insikt i denna aspekt av uppfinningen noteras
foljande beaktanden. Med anvindning av NF-kB som ett exempel kan en TBA
framstillas med anvindning av den naturligt forekommande NF-kB-molekylen. Pa
grund av att denna molekyl emellertid foreligger i forsvinnande smé méngder i
celler,. och eftersom subenheterna 1 detta DNA-bindande protein har klonats, skulle
det vara mera rimligt att framstilla stora méngder av komplexet via rekombinanta
DNA-metoder sasom redan har &stadkommits for detta protein (se t ex Ghosh [1990]
Cell 62:1019-1029). NF-kB ér en pleiotrop inducerare av gener, som ar involverad i
immunsvar, inflammatoriska svar och tillvaxtreglerande svar pa priméra patogena
utmaningar (virus, bakterie eller stress) eller sekundéra patogena utmaningar
(inflammatorisk cytokin). NF-kB i#r ett dimert DNA-bindande protein, som innehal-
ler en p50- och en p65-subenhet, som bada kontaktar och binder specifikt till DNA-
sekvenser. I ett inaktiverat tillstind forekommer NF-kB i den cellulédra cytoplasman,
komplexbundet med en specifik inhibitor, I-kB, for att bilda en cytoplasmatisk hete-
rotrimer. Vid aktivering befrias inhibitorn fran komplexet, och p50-p65-dimeren
omlokaliseras vid en specifik nukledr Jokaliseringssignal (NLS) till cellkérnan, dar
den kan binda DNA och utéva sin roll som en transkriptorisk aktivator for flera
gener (se Grimm and Baeuerle [1993] Biochem. J. 290:297-1308, for en dversikt av
teknikens standpunkt avseende NF-kB).

p50-p65-dimeren binder med pikomolér affinitet till sekvenser som matchar konsen-
sussekvensen GGGAMTNYCC (SEKV ID NR 117), med nagot annorlunda affinite-
ter beroende pa den exakta sekvensen. Det dr vart att notera att homodimerer av p50
och p65 ocksé har observerats upptrada. Dessa homodimerer visar olika biokemiska
egenskaper samt nagot olika affiniteter for bindande sekvenser inom och liknande
ovan konsensussekvens. Beroende pa de snskade bindningsegenskaperna hos TBA
kan en p50-p65-heterodimer, en p50-p50-homodimer eller en p65-p65-homodimer

eller fragment av de nimnda dimererna salunda anvéndas.
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Ett sitt pa vilka olika nya TBAs kan framstillas aterges schematiskt i fig 9. De igen-
kinnande enheterna for nukleinsyra i TBA kan sammanstillas och kombineras med
lika eller olika igenkénnande enheter for TBA-nukleinsyra via ett “skydd™. Skyddet
4r en struktur pa vilken de olika TBA-igenksnnande elementen &r byggda och som
ger onskade egenskaper till de nukleinsyraigenkénnande enheterna. Skyddet ar
sammansatt av vilken sekvens som helst som tillhandahaller ihopsittande sekvenser
s& att samma eller olika nukleinsyraigenkénnande enheter bringas i néra och stabil
association med varandra. For att salunda t ex vid fall av en TBA avsedd att binda
tatt till NF-kB TBRs stts en TBA ihop genom att tillhandahalla lambda cro-sek-
venser som hopséttningssekvenser bundna till nukleinsyrabindande sekvenser for
antingen NF-kB p50 eller p65. De sekvenser som binder till p50 eller p65 nuklein-
syra binds till cro-sekvensermna antingen vid karboxi- eller aminoterminalen pa cro
och antingen karboxi- eller aminoterminalen pa den nukleinsyra igenk#nnande enhe-
ter pa p50 eller p65. Lanksekvenser tillhandahalles eventuellt for att tillata 1ampligt

avstand hos de nukleinsyraigenkénnande enheterna for optimal TBR-bindning.

Hopséttningssekvenserna exemplifierade ovan med cro- och Cl-sekvenser (SEKV
ID NR 104-108), innehaller vilka stabila oligopeptider som helst, som naturligt och
starkt binder till lika sekvenser. Salunda, vid fall av cro, &r det vilként att en dimer
av cro binder till bakteriofag lambda-operatorstillen (Anderson et al. [1981] Nature
290:754-758; Harrison and Aggarwal [1990] Ann. Rev. Biochem. 595:933-969). De
monomera enheterna i cro associerar tatt och specifikt med varandra. Genom att
salunda binda DNA-igenkénnande enhetssekvenser till cro-sekvenserna astadkoms

nira och tit associering.

De eventuella linksekvenserna innehéller vilken aminosyrasekvens som helst som
inte interfererar med TBA-hopsittningen eller nukleinsyrabindningen och som inte
4r labil s4 att den nukleinsyraigenkdnnande enheten friges fran den kompletta TBA.
Det #r dnskvirt, men inte erforderligt, att 1anksekvenserna ar kovalent bundna till
andra bindande hopséttningskomponenter. Associationen skall vara specifik for att
underlitta vid hopséttningen och framstéllningen av de bindande hopsittningarna.

Exempel pa sddana sekvenser inkluderar, men begrinsas inte till, vilkénda sekven-
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ser som visar sig binda olika doméner i strukturproteiner. I t ex lambda repressor-
proteinet finns salunda en lsinksekvens mellan den DNA-bindande doménen och
dimeriseringsdoménen, som &dr anvindbar for detta indamal. Méanga andra séddana
sekvenser #r kiinda och den exakta sekvensen ddrav #r inte kritisk fér denna uppfin-
ning forutsatt att rutinexperimentering utfores for att sikerstilla stabilitet och icke-
interferens med bindning till mélnukleinsyra. Exempel pa sddana sekvenser tillhan-
dahalls hiri som Met Ser och SEKV ID NR 99-102. Insittning av kinda specifika
proteolysstillen i dessa linkar r ocksé en integral del av denna uppfinning. Nir-
varon av sadana stillen i lanksekvenserna skulle medfora fordelar vid framstallning-

en, eftersom de tillater att olika molekyler sitts ihop pa skyddsstéllningen.

Forutom nukleinsyraigenkinnande enheter, eventuella lanksekvenser och hopsittan-
de sekvenser har de nya TBAs enligt uppfinningen eventuellt asymmetri eller
PILOT TNA-sekvenser och en eller flera OSA-enheter. Asymmetrisekvenserna till-
handahalles for att gynna eller forhindra vissa onskade eller oonskade associationer.
Vid fall nir en TBA som har homodimer p50 DNA-igenkinnande enheter &r nsk-
vird, tillhandahélls t ex asymmetrisekvenser for att bryta den naturliga starkare
associationen av NF-kB pS0 subenheter och p65 subenheter, eftersom ihopséttnings-
sekvenserna inte bryts genom att bringa samman p50 subenheter. Exempel pa sada-
na sekvenser tillhandahalls héri som SEKV ID NR 85-92 och SEKV ID NR 105 och
106.

I en annan konfiguration bringas NF-kB p50 subenhetssekvensen i tat association
med transkriptionsfaktor SP1 DNA igenkdnningsenhetssekvenser. Det 4r onskvért
att om ett NF-kB/SP1-bindande motiv &r av betydelse sasom i HIV LTR dér ett mo-
tiv med minst sex DNA-bindande proteinigenkénningsstéllen, tvd NF-kB, tre SP1
och ett TATA-stille 4r kant for att foreligga. Eftersom det ocks4 #r ként att det andra
NE-kB och forsta SP1-stillet 4r betydelsefulla for reglering av HIV-transkription
(Perkins et al. [1994] Embo J 12:3551-3558), 4r denna speciella konfiguration av
TBA anvindbar inte enbart vid analys av HIV utan som ett behandlande eller profy-

laktlskt agens mot HIV-infektion (se nedan). P4 samma sitt kan den langa kontroll-
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regionen (LCR) i humant papillomavirus anvindas som en nyckelkontrollregion for’

probning enligt denna metod.

Med hansyn till de olika element som kan associeras, kassett-typ enligt denna metod
av TBA-bildning, produceras en visentligen obegrénsad variation av TBAs. I fig 10
exemplifieras en serie av olika molekyler refererade till som »HIV-bestimning I-IV”
dir "CHAP” betecknar skyddet, *nfkb” betecknar NF-kB-subenheter, ”spl” beteck-
nar nukleinsyraigenkédnnande enhet hos SP1 transkriptionsfaktorn, och "TATA”
betecknar en dimer av DNA-igenkénnande enheten i ett TATA-sekvens-DNA-
bindande bprotein (TBP), dven ként som ett TATA-bindande protein eller TBP.
Dessa konfigurationer exemplifieras ytterligare nedan och #r alla integrala delar av

foreliggande uppfinning.

[ ytterligare en annan konfiguration anpassas den modulira strukturen som visas i
fig 9 till bestamning och eller behandling av profylax av en helt annan patogen. I fig
11 produceras en serie av »HIV-bestimning I-IV”-molekyler pa eft liknande sitt
som beskrivit ovan »HPV-bestimning [-IV”. I denna utforingsform drar man fordel
av de DNA-bindande egenskaperna hos E2-proteinet med humant papillomavirus
(HPV). Dessutom drar man fordel av rollerna hos SP1 och TBP genom att tillhanda-
halla specifika DNA-igenkinnande anpassade till att binda till dessa sekvenser i
HPV-genomet. Vid bildningen av de E2-specifika TBAs for anvindning vid
bestimning av HPV-infektion kan det vara onskvirt att anvénda nagra av SEKV ID
NR 75-84 eller 93-98 som de E2 DNA-igenkénnande enheterna. En TBA som inne-
haller en bovin E2-dimer och en human E2-dimer DNA-bindande domén kan vara

speciellt anvéndbar.

De olika sekvenserna som beskrivits ovan kan antingen vara kemiskt lankade med
anvandning av rena oligopeptidutgéngsmaterial eller kan de vara lankade genom
forekomst av rekombinanta nukleinsyror som, via den vilkinda genetiska koden,
kodar for de olika subelementen. Vid fall av rekombinant produktion, dr det fordel-
aktigt att binda cro-kodande sekvenser till sekvenser med nukleinsyraigenkénnande

enheter for framstillning av TBA eftersom cro inte endast verkar som ihopsittande
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sekvenser i skyddet, det verkar ocksa for att styra den ritta vikningen av de nuklein-
syraigenkénnande elementen. Exempel p4 sekvenser for skydd tillhandahalles hari
som SEKV ID NR 104-108. Vidare, om man énskar strukturer med hdgre ordning
som innehéller multipla bindningsstéllen sasom i en pentamer NF-kB/NF-kB/-
SP1/SP1/SP1 TBA tillater rétt design av asymmetrisekvenserna att man tillverka

sadana strukturer.

Pa de foregaende sittet framstalles TBAs som binder till sina besléktade bindnings-
stillen med hog affinitet. Till exempel forvantas de NF-kB DNA-bindande kompo-
nenterna i TBAs i fig 10 att binda till HIV LTR med hog affinitet pa mellan ca 10°®
och 1072 molar. Sekvenser som &r anvéndbara som DNA-igenkénnande enheter till-
handahalls som SEKV ID NR 63-71, 73-84.93-98 och 104-108 och exemplifieras

ytterligare nedan.

Med hansyn till foregdende beskrivning av riktad ihopséttning av nukleinsyrabind-
ande proteiner med anvindning av ihopsttnings- och asymmetri- (eller pilot-)
sekvenser kommer fackm#nnen inom tekniken att inse att en allmint tillampbar
metod for ihopsittning av proteinstrukturer tillhandahalls med denna uppfinning.
Den allminna giltigheten hos denna metod demonstreras vidare genom att man som
ytterligare exempel betraktar anvéndningen av en antikropp-epitopinteraktion vid
ihopséttningen av snskade strukturer. Baserat pé specificiteten kan en DNA-bind-
ande proteinstruktur sittas ihop genom att lanka en NF-kB p50 subenhet till ett anti-
gen, sdsom ett cirkulariserat (genom disulfidbindningar) melanocytstimulerande hor-
mon (MSH). Denna pro-MSH-molekyl kan sedan bindas med en anti-MSH-anti-
kropp for att tillhandahélla en ny nukleinsyrabindande hopséttning dér antigenet och

antikroppen verkar som ihopsittande sekvenser.

Den modulira struktur som erhalls med fig 9 avsldjar att en stor variation av TBAs
kan séttas ihop med anvindning av olika kombinationer av komponenter. Sdlunda
tillhandahalls representativa utforingsformer av denna aliminna struktur som SEKV
ID NR 109-116.
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7. De boosterbindande ihopséttningarna (BBAs) och deras framstillning. En BBA ’

kan vara vilken substans som helst som binder en speciell BBR bildad genom

hybridisering av speciella PNAs och BNAs, inkluderande nir multipla BNAs (upp

#ill och inkluderande ~n” BNAs, dvs BNA,, dir ”n” &r teoretiskt O~oo, men praktiskt

ligger mellan 1 och 100) polymeriseras pi PNA for signalforstarkning, forutsatt att

BBA maste ha atminstone foljande egenskaper:

(a) BBA méste binda BBRs p4 ett sétt som 4r mycket specifikt for BBR av
intresse. Det vill siga BBA maste skilja mellan BBRs som finns i PNA-
BNA-hybriden och liknande duplexsekvenser i BNA-CNA-hybrider eller
andra CNAS. Salunda dr till och med en enda bas-mismatchning eller kon-
formatoriska skillnader med eller utan bas-mismatchningar upptrader vid
produktionen av PNA-BNA, eller PNA-BNA, -HNA-hybrid, maste BBA
binda hybriden med en tillrackligt lag styrka sé att vid tvétt av TBA-TNA-
PNA-BNA,_ -komplexet BBA forskjuts fran CNA-sekvenserna men inte BBR-
sekvenserna.

(b) BBA maste kraftigt binda BBR(s). Bindningsaffiniteter i intervallet 107 till
ca 107 eller hogre betraktas i allménhet som tillriackliga.

Exempel pa BBAs inkluderar, men dr inte begransat till cro, och bakteriofag lambda
repressorproteinet CI. Se dessutom US patent nr 4 556 643, som foreslar andra
DNA-sekvenser och specifika bindande proteiner sdsom repressorer, histoner, DNA-
modifierande enzymer och katabolitgenaktiverande protein. Se ocksa EP 0 453 301
hri, som foreslar en méngd proteiner som specifikt binder (NSBPs) sdsom tetracyk-
linrepressorn, lac-repressom och tryptofanrepressorn. Var och en av BBAs har kints
igen inom tekniken och binder kanda speciella nukleinsyrasekvenser, och affinite-
terna hos dessa interaktioner ar kinda. Naturligtvis &r forfarandet enligt foreliggande
uppfinning inte begrénsat till anviindningen av dessa kinda BBAs. Fran denna
beskrivning kan en fackman létt tillimpa anvindningen av nya BBAs som har
atminstone de erforderliga egenskaperna, som nimnts ovan, vid foreliggande forfar-

ande.
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Exempel pa nya BBAs som &r anvindbara enligt denna utforingsform av uppfin-
ningen inkluderar nya proteiner baserade pa motivet av ett kant DNA eller RNA
eller DNA:RNA-bindande protein sdsom cro eller A CI repressorproteinet. Foretré-
desvis gors sidana modifieringar for att forbattra hanteringen av dessa komponenter
enligt uppfinningen. Salunda kan det vara Snskvirt att satta till en hog koncentration
av cro till en analys. En av de negativa Kkvaliteterna hos cro 4r att vid hdga koncent-
rationer gar bindningen av cro till dess DNA-mal in i tavling med cro-cro-interak-
tioner. Salunda kan t ex en skyddad eller muterad cro framstillas, som inte har
denna oldgenhet. Exempel pa sadana forandrade skyddade grupper ar SEKV ID NR
105-106 och 108. Forfaranden kénda inom tekniken sdsom framstillning av nya
malbindande proteiner med anvindning av méangskiftande populationer av nuklein-
syror och val av bakteriofagbindning till speciella, forutvalda mal (dvs sa kallade
fag-display-teknologi, se diskussionen ovan for framstéllning av nya TBAs) kan

anvindas for att producera sddana nya BBAs samt de tidigare ndimnda nya TBAs.

Nir BBA ir ett protein eller ett komplex av proteiner inses att vilka som helst av ett
antal rutinmetoder inom tekniken kan anvindas for att producera BBA. BBA kan
isoleras fran dess naturligt forekommande omgivning i naturen, eller om detta &r
opraktiskt, framstillas med standardtekniker for molekylédrbiologi. Salunda, t ex, ar
sekvensen for cro-proteinet kind, och vilken molekyldrklon som helst av bakterio-
fag lambda kan anvéndas for att erhalla lampliga nukleinsyror som kodar cro for
rekombinant produktion dérav. Dessutom kan de beskrivna TBAs anvéndas som

BBAs forutsatt att olika TBAs anvindes for att binda TBRs och BBRs.

8. Anvindningen av BBAs och BBRs for att lokalisera och forstirka lokaliseringen

av PNA-TNA-TBA-komplex (se fig 8). I enav utforingsformerna enligt uppfin-

ningen anvéndes en mycket specifika och extremt téta bindningen av TBAs som
finns i nukleinsyrabindande komponenter for att producera en forstirkningsbar nuk-
leinsyra sandwich-analys. Enligt en aspekt av denna utforingsform beldggs en bérare
med en forsta TBA, vilket alstrar en immobiliserad TBA. I 1osning bringas en PNA
och TNA i kontakt under hybridiserande betingelser och bringas sedan i kontakt
med den olosliggjiorda TBA. Endast sédana PNA-TNA-interaktioner som bildar spe-
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cifika TBR, som k#nns igen av den immobiliserade TBA, hélls kvar efter uttvittning

av den fasta ytan, som binder TBA-TBR-komplexet.

Upptick av den bundna TBR 4stadkoms genom bindning av booster-nukleinsyror,
BNAs till 1/2 BBRs som finns p4 PNAs under hybridiserande bringelser. Pa detta
sitt, sven om endast en enda TBA-TBR-komplex binds till den immobiliserade
TBA, kan en stor, forstérkt signal produceras genom att polymerisera multipla
BNAs till den immobiliserade TNA. Varje BNA som binder till TNA bildar en
BBR, som kan bindas med BBAs, som precis som TBAs immobiliserade pa den
fasta ytan, kan viljas med avseende pa deras mycket tita och specifika bindning till
vissa nukleinsyrastrukturer. Sélunda, enligt denna utforingsform, kan den immobili-
serade TBA innehallande den DNA-bindande delen av NF-kB, som mycket specifikt
och tatt binder till NF-kB-bindande stéllen, som bildas efter hybridisering av TNA
och PNA for att bilda ett sédant stélle.

Eftersom det #r vilkant att det finns NF-kB-bindande stillen bade i det normala
humana genomet och i de langa terminala upprepningarna i humant immunbristvirus
(HIV), tillhandahéller denna uppfinning ett forfarande for att skilja mellan de “nor-
mala” humana stillena och de stéllen som foreligger i celler pa grund av HIV-
infektion. Darfor, i ett test avsett att bestimma nérvaron eller franvaron av HIV
DNA i ett prov av humant DNA kan HIV-NF-kB-bindande stéllen ses som TNA,
och de normala humana NF-kB-bindande stéllena kan ses som CNAs. Enligt meto-
den enligt denna uppfinning &stadkoms sirskiljning mellan dessa TNAs och CNAs
genom att man drar fordelen av det faktum att i HIV LTR finns tvé NF-kB-bindande
stillen, foljt av tre SPI-stéllen (se t ex Koken et al. [1992] Virology 191:968-972),
under det att cellulira NF-kB-bindande stéllen med samma sekvenser inte &terfinns i

tandem.

I fall dar TNA innehaller mer &n en 1/2 TBR och det dr 6nskvart att genomfora tera-
peutiska och profylaktiska anviandningar av TBAs, kan det vara onskvirt att anvinda
mer dn en TBA, var och en med formagan att anvinda en TBR i TNA-PNA-

komplexet. I detta fall kan det vara fordelaktigt att vilja, som komponenter for
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TBAs, DNA-bindande eller RNA-bindande doméner med ligre affinitet for dess
TBR in den DNA-bindande eller RNA-bindande doménen i vildtypen. Givet att det
sr TBAs som ir involverad i bindningen till den multipla TBRs, antingen kan séttas
samman fore bindningen till deras TBRs eller sittas samman efter bindningen till
deras TBRs, kommer de individuella TBAs inte att blockera motsvarande TBRs i
den andra genomen &n mélgenomen sévida inte TBRs ar rymdmissigt kapabla att
binda de ihopsatta TBA-komplexet. Ett sérdrag hos den multimera ihopséttningen av
TBAs, som specifikt patentsdks har som del av denna uppfinning, &r att en sddan
multimer ihopséttning forvintas ha en mycket reducerad affinitet for ett enda stélle i
TNA. Eftersom emellertid bindningen dramatiskt Skas relativt vilken som helst
TBA, skulle TBA-komplexet forvéntas inte tivla om bindningen till vilken som
helst enskild TBR med motsvarande naturliga proteiner in sifu utan binda tétt till
sekvenser i PNA-TNA-hybriden, som innehéller TBR for var och en av de nuklein-
syrabindande komponenterna som &r hopsatta i TBA. TBA-komplexet skall vara
ihopsatt och linkar justerade i den individuella TBAs for att tillata att de nuklein-
syrabindande regionerna som finns i TBA-komplexet samtidigt nér och binder dessa

mal.

Nir en ging TNA-PNA-hybrider har bildats och satts i kontakt med den immobilise-
rade TBA, tvittas icke bunden nukleinsyra fran den immobiliserade ytan, och de
immobiliserade hybriderna uppticks. Detta astadkoms pa vilket som helst av flera
sitt. Enligt en aspekt av uppfinningen mirks PNA med ett OSA, sisom en radio-
nukleoid, firgade pirlor, eller ett enzym som kan bilda en firgad reaktionsprodukt.
Forutom att ha en eller flera 1/2 TBRs kan dessutom PNA dven innehalla minst en
1/2 BBR. 1/2 BBR-sekvenserna viljs s att de dr komplementéra till unika 1/2 BBR-
sekvenser i BNAs. I utféringsformen som beskrivs ovan t ex diar TBA 4r NF-kB och
TBR, som bildas efter TNA-PNA-hybridisering, &r en eller flera NF-kB-bindande
stillen, kan 1/2 BBRs &stadkomma hybridiserbara (dvs enkelstrangade, komplemen-
tara) sekvenser av de vinstra eller hogra bakteriofag lambda-operatorerna (setex
Ptashne [1982] Scientific American 247: 128-140, och referenser ndmnda hiri for
sekvenser for dessa operatorer). Dessa kan polymeriseras p4 PNA 1/2 BBRs paett
vektorsitt (se fig 2 och 3) som tillhandahaller upp till ’n” BBRs, och varje BBR
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bildar ett cro-bindande stille. Enzymatiskt, radioaktivt, eller pa annat sétt mérkt cro ;
bringas i kontakt med TBA-TNA-PNA-(BNA),-komplex. Pa detta satt produceras
en mycket selektiv och forstarkt signal. Signal som produceras med anvindning av
en PNA som har en enkel 1/2 TBR indikerar framgang i analysen nér det giller att
uppna TBA-TBR-bindning och polymerisation av BNAs for att producera signal
fran celluliira stillen (t ex frén CNAs). Franvaro av signal nér en dimeriserad TBA
anvinds indikerar att i TNA fanns inga HIV LTRs eftersom inga dubbla NF-kB-
bindande stillen forelag. A andra sidan indikerar ndrvaron av signal med anvénd-
ning av dimeren NF-kB HIV-infektion. Som ett specifikt exempel pa den foregéende
beskrivningen av denna utforingsform enligt uppfinningen, se exempel 6 som

beskriver ett HIV-testkit.

Naturligtvis kommer fackménnen inom tekniken att inse att den foregéende beskriv-
ningen utsétts for flera modifieringar vid valet av PNAs, TNAs, TBAs, BNAs, och
BBAs. Vidare nir det géller andra system an HIV, kommer fackménnen att forsta att
den allminna metoden som beskrivits ovan ocks4 kan tillimpas. Dessa andra till-
lampningar kan emellertid vara enklare an den ovan beskrivna metoden eftersom
TBA som anvéndes kanske inte kénner igen négra normala celluléra stéllen, och att
darfor utnyttjandet av dimerisering eller andra forfaranden for att sdrskilja mellan
TNAs och CNAs kan vara mindre kritiskt. Nér man designar prober och bindande
hopsittningar for dessa andra system far fackmannen vigledning av fljande princi-

per och beaktanden.

I den ovan beskrivna utforingsformen &r attraktionen att anvinda de DNA-bindande
delarna av NF-kB-proteiner som TBA och NF-kB-igenkénnande bindande element
som TBRs att dessa element bildar en viktig “kontrollpunkt” for replikeringen av
HIV. Det vill siga, det &r ként att HIV maéste anvinda NF-kB som ett kritiskt sérdrag
i sin upprepade livscykel. Liknande kontrollpunkter for andra patogener vljs och

anvinds som bas for bestdmning enligt de forfaranden som beskrivs héri.

Av den foregaende beskrivningen av allménna sirdrag i denna uppfinning och for-

farandet for dess hantering kommer fackménnen att inse att det finns en méngd
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specifika sétt att utdva denna uppfinning. Som exempel &r forfarandet enligt denna
uppfinning anpassningsbart till en metod och anordningar som anvandes for kroma-
tografisk testutrustning som beskrives i de amerikanska patenten 4 690 691 och
5310 650 (691 och *650 patenten). I dessa patent anvindes ett porost medel for
immobilisera antingen en TNA eller en infingande prob, och ett 16sningsmedel
anvindes for att fora en rorlig fas, som innehaller antingen en mérkt PNA, om TNA
vyar immobiliserad eller TNA om den infingande proben var immobiliserad, in 1
»infangningszonen”. N&r en gang TNA bundits i infangningszonen, antingen genom
direkt immobilisering dérav eller genom infangning, kromatograferades en markt

TNA genom inféngningszonen och eventuelit bunden markdr bestdmdes.

Anpassning av foreliggande uppfinning till sadant system tillhandahaller forbatt-
ringen genom att anvénda en malbindande ihopsittning i infingningszonen och
darfor infangning av endast perfekt matchade TBR-sekvenser eller andra TBRs, som
representerar nukleinsyrakonformationer specifikt bundna av TBA i TNA-PNA-
duplexen med hjilp av den tidigare beskrivna kénsliga sirskiljningen av TBA
mellan TNAs och CNAs.

Nir en gang TNA-PNA-hybriderna blivit bundna till den immobiliserade TBA for-
stirks signalen genom att sétta till BNAs eller kromatografering av BBAs genom
infangningszonen. Slutligen kan signalen ytterligare forstarkas genom tillsattning av
BBAs eller kromatografering av mérkt BBAs genom infangningszonen. P4 detta
forbattras enkelheten vid genomforingen av analysstegen som beskrives i ’691 och
’650 patenten genom att tillhandahalla den ytterligare mojligheten av dka specifici-
teten och genom forstirkning av sensitiviteten hos den metod som beskrivs i dessa

patent.

Fackminnen inom tekniken kommer att inse att forfarandet enligt foreliggande upp-
finning kan hanteras och utftras i mikrotiterplattor eller automatiseras. Anvindning-
en av maskiner som omfattar forfarandet enligt uppfinningen faller dérfor naturligt
inom ramen for foreliggande beskrivning och de bifogade kraven. Foreliggande upp-

finning &r t ex anpassningsbar for anvindning i sddana instrument som Abbot
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Laboratories’ (Abbot Park, IL) IMx tabletop analyzer. IMXx ir for narvarande utfor-
mad att kora bade fluorescent polarisationsimmunoanalys (FPZA, se Kier [1983]
KCLA 3:1315) och mikropartikelenzymimmunoanalys (MEZA, se Laboratory
Medicine, vol. 20, nr 1, januari 1989, s. 47-49). MEZA-metoden kan latt omvandlas
till en metod for nukleinsyrabestimning med anvindning av foreliggande uppfin-
ning med anvéndning av en TBA som infangningsmolekyl belagd pé en submikron
(< 0,5 pm i medeltal) utformad mikropartikel suspenderad i 16sning. Mikropartiklar-
na overdragna med TBA pipetteras { en reaktionsbrunn. IMx pipetterar sedan prov
(hybridiserade PNA-TNA) i reaktionscellen, vilket bildar ett komplex med TBA.
Efter en lamplig inkuberingsperiod dverfores |6sningen till en inert glasfibermatrix
till vilken partiklarna har en stark affinitet och till vilken mikropartiklarna adderar.
Antingen fore eller efter filtrering av reaktionsblandningen genom glasfibermatrixen
tillsittes BNAs och BBAs eller annan signalforstarkning, och analysmedel anvindes
som beror pa specifik bildning av TNA-PNA-hydrider. Det immobiliserade kom-

plexet tvittas och det icke-bundna materialet flodar genom glasfibermatrixen.

De bundna komplexen uppticks med alkalisk fosfatasmirkta BBAs eller BBAs
mirkta pé annat satt (radioaktivt, enzymatiskt, fluorescent). Vid fall av alkaliskt
fosfatasmirkta BBAs kan det fluorescenta substratet 4-metyl-umbelliferylfosfat eller
liknande reagens tillsattas. Alternativt kan enzymet hoppas Over genom direkt mérk-
ning av BBAs med detta eller ett liknande reagens. I vilket fall som helst &r fluore-
scens eller annan signal proportionell mot méngden PNA-TNA-hybrider som fore-

ligger.

Fluorescensen bestims pa ytan av matrixen med en frontytefluorometer sdsom
beskrives av tillverkaren av IMXx. Med mindre justeringar som kan goras genom
rutinexperimentering for att optimera ett instrument sdsom IMx med avseende pé
nykleinsyrahybridisering och nukleinsyra-TBA-interaktioner, kan foreliggande upp-

finning fullstindigt anpassas till automatiserade analyser av TNA-prover.

9. Andra diagnostiska tillimpningar av denna uppfinning. Aven om foregéende

beskrivning mdjliggdr anvindning av foreliggande uppfinning i ett antal olika for-
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faringssétt kan manga ytterligare anvindningar av denna uppfinning latt inses, t ex i

ett system for fordrojning av rorlighet.

I denna utforingsform av uppfinningen genomfors en forbittring av den vilkénda
elektroforetiska rorlighetsskiftningsanalysen (EMSA) pa foljande sitt (se fig 12a
och 12b).

Ett prov av DNA fragmenteras antingen genom slumpmassig klyvning eller genom
behandling av specifikt restriktionsendonukleas. DNA i provet uppdelas sedan i tva
lika provvolymer och ett specifikt TNA sattes till det forsta provet men inte till det
andra. Det forsta och andra provet elektroforesbehandlas sedan i en akrylamin eller
agarosgel, och monstret pa DNA-banden (antingen visualiserade genom etidium-
bromidbindning eller genom att de blivit mirkta radioaktivt fre elektroforesen)
jamfors sedan for de tva proverna. Fragment av DNA som har bindande stillen till
vilka TBA #r specifikt halls kvar i sin rorlighet genom elektroforesmediumet.
Genom anvindning av en lamplig TBA kan vilket antal som helst av DNA eller

andra nukleinsyrasekvenser fingas in pa detta stt.

I en modifiering av EMSA beskriven ovan, hybridiseras fragmenterad TNA med
PNA och fraktioneras i en forsta dimension. Den fraktionerade DNA omséttes sedan
med en limplig TBA och foréndringen i rorligheten hos DNA-fragmentet noteras.
Férstirkning av fordrojningen ar mdjlig genom att sétta till BBAs sdsom beskrivs
ovan. (se t ex Vijg och referenser citerade hiri for kdnda tekniker av tvé (2) dimen-

sionella nukleinsyraelektroforeser som foreliggande uppfinning kan tilldmpas pa.

Foljande exempel tillhandahélls for ytterligare végledning for fackménnen inom
tekniken avseende forfaranden for utévning av uppfinningen. Standardméssiga
rekombinanta DNA-tekniker beskrives i Sambrook, Fritsch och Maniatis (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, och senare texter ndmns inte eftersom de #r vilkin-

da for fackminnen inom tekniken.
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Exempel 1 — Framstéllning av PNAs och mirkning av PNAs

Probnukleinsyror, PNAs, kan framstillas med metoder som #r vilkdnda inom tekni-
ken. Salunda kan enkelstringade polynukleotid-PNAs definierad sekvens framstillas
via fastfaskemisk syntes enligt Merrifield. PNAs kan framstillas genom automatise-
rad syntes med anvindning av kommersiellt tillginglig teknologi, sésom hartser och
maskiner framstillda eller saluférda av Applied Biosystems, ABI, eller andra till-
verkare. Alternativt, genom kénda rekombinanta DNA-metoder, syntetiseras speciel-
1a PNA-sekvenser in vivo, t ex genom kloning av en duplex PNA i en vektor, som
kan replikera i E. coli, kan stora mingder av duplex DNA framstéllas. Multimerer av
PNA kan klonas i vektorn s4 att for varje mol vektor flera moler PNA friges vid
uppslutning av vektorn med ett restriktionsfragment, som flankerar DNA-sekvensen.
Efter syntes eller rekombinant produktion renas PNAs med metoder som &r vilkdn-
da inom tekniken sasom gelelektrofores eller vitskekromatografi under hogt tryck
(HPLC). Om PNA produceras som duplex separeras strangarna i PNA genom upp-
varmning eller med andra metoder som &r kinda inom tekniken fore anvindning i en

hybridiseringsanalys for bestdmning av malnukleinsyrasekvenser.

Den specifika sekvensen for baserna i PNA viljs for att aterspegla den sekvens som
skall bestimmas i TNA med det forbehéllet att enligt fOreliggande uppfinning PNA
innehaller en 1/2 TBR-sekvens, som #r en som efter hybridisering av PNA och
TNA, bildas en TBR. Eftersom det finns ett visentligen obegrénsat antal av sddana
sekvenser kiinda inom tekniken kan valet av PNA-sekvens viljas av fackménnen |
inom tekniken for en given tillimpning. Sekvensen av HIV LTR &r en sadan
sekvens, som efter hybridisering av en PNA som kodar for portioner av LTR med
TNAs som kodar for HIV LTR, ger TBRs som kan binda NF-kB eller SP1 DNA-

bindande proteiner.

Férutom sekvenser som bildar en TBR efter hybridisering kan PNA ocksa innehalla
en 1/2 BBR. Denna sekvens 4r en, som efter hybridisering med en boosternuklein-
syra, BNA, bildar en BBR som kan binda en BBA. BBA ir foretradesvis ett DNA-

bindande protein som har hog affinitet for BBR-sekvensen.
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I detta speciella exempel sker hybridisering mellan en PNA som har som en 1/2
TBR, SEKV ID NR 4 och, vid 3°.snden av denna sekvens en 1/2 BBR-sekvens
visad som SEKV ID NR 35. PNA som kodar dessa sekvenser anvindes antingen
utan méarkning eller &r mérkt med en radioaktiv isotop sdsom P32, S* elleren
liknande isotop, enligt metoder som &r vilkinda inom tekniken. Alternativt binds
PNA till en pirla pa mellan 0,01 till 10 pm, som kan vara firgad for enkel visuell
bestamning. Denna markor bildar OSA, som beskrivits i beskrivningen. Denna prob
hybridiserar med HIV LTR-sekvenser for att bilda en TBR som binder NF-kB.
Dessutom hybridiserar PNA med BNAs som har en komplementir 1/2 BBR for att
bilda en bakteriofag lambda vénster operator som binder antingen cro eller lambda

repressorproteiner.
P4 ett liknande sitt som beskrivits ovan anvindes PNAs dir 1/2 TBR &r en av SEKV
ID NR 5 eller SEKV ID NR 7-34, och en 1/2 BBR s&som SEKV ID NR 35 eller

SEKV ID NR 36 antingen vid 3°-énden eller 5°-anden av 1/2 TBR.

Exempel 2 — Framstilining och mirkning av BNAs

P4 liknande sitt som metoderna som beskrivs i exempel 1 for framstillning och
mirkning av PNAs framstélles BNAs och mirks enligt metoder kinda inom tekni-
ken. Sasom beskrives i US patent nr 4 556 643 inkorporerad héri med referens (se i
synnerhet exempel 1), kan nukleinsyrasekvenser som kodar speciella nukleinsyra-
bindande sekvenser massproduceras genom kloning i en replikerbar vektor. Vidare,
liknande den beskrivningen, kan 1/2 TBR- och 1/2 BBR-sekvenser samlinjért pro-
duceras pé detta sitt, emellertid med den skillnaden, att enligt freliggande uppfin-
ning 1/2 TBR-sekvensen sjalv bildar ett igenkénningsstille for en nukleinsyrabind-
ande komponent och 1/2 BBR, samtidigt den bildar ett igenk#nningsstalle for en
nukleinsyrabindande komponent, ocksa tillhandahaller ett sitt for att forstérka den
signal som bildas vid bindning av 1/2 TBR till komplementira sekvenser i TNA
genom att tillhandahélla polymerisering av BNAs pa TNA bunden till PNA. For att
mjliggora detta tillhandahalls en sekvens sasom SEKV ID NR 35, som kodar for

den vinstra operatorn i bakteriofag lambda, med ytterligare sekvenser sé att en over-
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héngande sekvens alstras pa ena eller bada sidor om BNA vid hybridisering med

PNA.

Som ett specifikt exempel tillhandahalls polymerisering med vektor av BNAs pa
TNA med SEKV ID NR 40-43. I detta exempel kodar SEKV ID NR 40 tvd 1/2
TBRs som kommer att hybridisera med tva 1/2 TBRs i en TNA for att bilda tva
NF-kB-bindningsstillen, under det att den samtidigt tillhandahaller en bakteriofag
lambda vénster operator 1/2 BBR, som dessutom ar avslutad vid 3’-énden med
igenkanningsstillet for restriktionsenzymet Pstl. Tillsats av BNA, SEKV ID NR 41
med 1/2 BBR komplementir till 1/2 BBR pé PNA, SEKV ID NR 41, kompletterar
BBR samtidigt som igenkénningsstallet PstI kompletteras, vilket ger ett 6verhéng
om fyra baser for hybridisering med ytterligare BNAs. Foljaktligen tillsdttes SEKV
ID NR 42 som har en fyra basers sekvens vid 3’-snden, som 4r komplementir med
de fyra basernas dverhing som &r kvar fran hybridiseringen av SEKV ID NR 40 och
41. Dessutom forses SEKV ID NR 42 med en fem basers sekvens vid sin 5°-dnde,
som bildar en del av igenkanningsstillet for BamHIL. Den vixande polymeren av
BNAs forliangs ytterligare genom tillsats av BNA SEKV ID NR 43, som &dr kom-
plementér med SEKV ID NR 42, som fullandar BBR samtidigt som igenké&nnings-
stillet for BamHI fullindas och ger ett fyra basers Sverhéng, som kan hybridiseras
ytterligare med BNAs som har komplementira sekvenser. P4 detta sitt kan BNAs
hybridiseras omfattande for att kraftigt forstirka signalen frén en enda PNA-TNA-
hybridiseringshéndelse.

Sasom med PNAs beskrivna i exempel 1, kan BNAs anvindas i en omérkt form
eller kan mirkas med forfaranden kénda inom tekniken och som beskrives i exempel
1. Det skall ocksé papekas att snarare &n att producera BNA-polymeren genom
sekventiell tillsats av BNAs till PNA-TNA-komplexet, kan BNA-polymeren for-
framstillas och sittas direkt till PNA-TNA-komplexet. En enkel metod for forfram-
stillning av sadan BNA-polymer omfattar den rekombinanta produktionen av en
vektor i vilken multimerer av BNA &stadkoms med ett unikt restriktionsstille vid
endera dnden av polymeren. Denna polymer av BNAs som innehaller multipla

BBRs skirs ut ur vektorn och hybridiseras till en enkelstrédngad 1/2 BBR som ér



. 53
Kvar i PNA vid hybridisering av PNA och TNA. Detta dstadkoms genom att tillthan-
dahalla en enkelstringad sekvens i PNA komplementar till ett dverhéng producerat 1

BNA-polymeren ndr den skirs ut fran produktionsvektorn.

Exempel 3 — Produktion av HNAs och anvindning dirav for att skydda BNA-

polymerer
HNAs enligt uppfinningen framstalls med metoder kinda inom tekniken for poly-

nukleotidproduktion sasom beskrivits i exempel 1 och 2 for PNAs och BNAs. Vid
produktion av HNAs ar emellertid sekvensen av HNA specifikt utformad sé att en
vasentlig del av HNA bildar en sjalvkomplementér palindrom for att bilda en hérnal
samtidigt som tillrackligt med baser i enkelstringad form ldmnas kvar for att kunna
hybridisera med enkelstringade sekvenser i den vixande kedjan av BNAs sasom

beskrivits i exempel 2.

I detta exempel astadkoms en HNA med SEKV ID NR 44 for att skydda forléng-
ningen av BNAs p& PNA i exempel 2 efter tillsats av BNA, SEKV ID NR 43. Detta
sstadkoms eftersom SEKV ID NR 44, Jamnar en palendromsekvens som bildar en
stabil harnal och dven har en sekvens vid 5°.inden pa HNA som kompletterar
BamHI-sekvensen som bildas genom hybridiseringen av SEKV 1D NR 42 och
SEKV ID NR 43. Naturligtvis &r avslutningen av polymeren efter tillsats av endast 3
BNAs i syfte att forenkla vid demonstrering av uppfinningen. Sasom beskrivits ovan
kan denna polymerisering fortsittas visentligen i all odndlighet for att forstarka sig-
nalen av PNA-TNA-hybridiseringshéndelsen. Nir en ging HNA hybridiserar till den
vixande kedjan av BNAs skyddas polymeren och ingen ytterligare forlingning av

polymeren &r mojlig.

Exempel 4 — Framstéllning av TBAs och BBAs, mirkning och immobilisering dirav

TBAs och BBAs, som kan anvindas enligt foreliggande uppfinning, inkluderar
vilken substans som helst som specifikt kan binda till TBRs och BBRs som bildas
genom hybridisering av PNAs, TNAs och BNAs. Anvéndning av DNA-bindande

proteiner bildar ett exempel av sédana substanser.
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Till exempel dr TBA dimeren av DNA som binder delen av pS0 och BBA ir lambda“
cro-proteinet. Dessa proteiner kan framstillas med metoder kinda inom tekniken.
Generna for bada dessa proteiner har klonats. Salunda #r dessa proteiner rekombi-
nant framstillda och renade med forfaranden kanda inom tekniken. Vidare dr dessa
proteiner mérkta antingen med en radioisotop, sasom radioaktivt jod, eller med ett
enzym, sdsom beta-galaktosidas och pepparrotsperoxidas, eller med en fluorescent
farg sasom fluorescein eller rodamin, med metoder som ar vilkinda inom tekniken.
Dessutom kan endera eller bada TBA och BBA immobiliseras pa en fast yta sédsom
ytan pa en mikrotiterplatta eller ytan pé en parla, sdsom en firgad pirla med en dia-
meter var som helst fran 0,01 till 10 pm. Markorerna pa TBAs och BBAs kan vara
lika eller olika.

1 detta exempel mérks TBA innehallande de dimera pS0 DNA-bindande doménerna
med rodamin under det att BBA cro mirks med fluorescein. Foljaktligen, efter
hybridisering av PNAs, TNAs, BNAs och HNAs, sasom beskrivet i denna patent-
beskrivning och i det foregaende och i foljande exempel, bringas nukleinsyrahybri-
derna, om de bildas, i kontakt med dverskottmérkt TBA och cro. Fluorescensen pa
dessa markorer mites med kénda metoder och bestdmning av bada signalerna dr en
indikation p4 ndrvaron av 1/2 TBR-sekvenser i TNA. Differentialsignalen som pro-
duceras genom fluorescens av NE-kB och cro #r ett métt pé den grad med vilken
polymeriseringen av BNAs till PNA-TBA-hybriden har resulterat i forstarkning av
signalen. Forstirkning frén en till dver ett tusen ganger r tAnkbart med metoden

enligt denna uppfinning.

Exempel 5 — Hybridisering av tva PNAs med en TNA och atskilining mellan en
TNA och en CNA
PNAs, PNA1, SEKV ID NR 40 och PNA2, SEKV ID NR 45 anvandes i ca tiofaldigt

molart Gverskott i forhallande till koncentrationen av TNAs i ett testprov. For detta

exempel anvindes en isolerad duplex HIV LTR, vari en stréng har sekvensen SEKV
ID NR 37, sasom visas i fig 7, och den andra stringen dr komplementar till sekven-
sen som visas i fig 7, som TNA. En duplex isolerad CNA anvindes ocksa i detta

exempel, varav en strang har samma sekvens som SEKV ID NR 37, forutom att i det
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forsta NF-kB-bindande stéllet, som visas i fig 7, vid centrum av bindningsstéliet,
position 1 i fig 7 i stéllet for en T, foreligger en ”A”, varfor dess komplementéra

string mismatchar med SEKV ID NR 40 PNA vid denna punkt.

SEKV ID NR 40 och SEKV ID NR 45 sitts béda till separata reaktioner, varav den
forsta innehaller ovan beskrivna TNA och den andra innehéller ovan beskrivna
CNA. Proverna solubiliseras i en lamplig hybridiseringsbuffert, sésom 10 mM Tris
(pH 7,5), 1 mM EDTA. Proverna vdrms till ca 90°C under ca fem minuter for att
strangseparera duplex TNAs och CNAs i provet och sedan far proverna svalna for

att lata stringarna i PNAs, TNAs och CNAs binda ihop med vitebindningar.

Nir hybridiseringen &r avslutad, vilket kan bestimmas med kénda forfaranden
sasom berdkning av t1/2 baserat pa bassammansittningar och temperatur for ater-
rittande av vitebindningar enligt kéinda metoder, polymeriseras SEKV ID NR 40
PNA genom tillsats av BNAs 1 exempel 2 och SEKV ID NR 45 PNAZ-proben
polymeriseras med BNAs med borjan med Sphl igenkénningsstélle som Overhéng.
Efter tillsats av BNAs och en kort hybridiseringsperiod séttes de separata proverna
till parlor verdragna med kovalent immobiliserad NF-kB, och NF-kB far binda till
eventuella TBRs bildade i TNA- och CNA-proverna. Efter ca 15 minuters bindning
tvittas proverna tva ganger med ca tre volymer av en lamplig tvéttbuffert, sasom 10
mM Tris, pH 7,5, 100 mM NaCl eller en annan buffert som férutbestdmts inte inter-
fererar med NF-kB eller bakteriofag lambda Cl-repressorprotein bindande aktivitet.
Efter varje tvitt fér parlorna sétta sig under graviditeten eller genom kort centrifuge-
ring. Detta avldgsnar eventuella nukleinsyrsor som inte har perfekt NF-kB-bindande

stille bildat genom hybridisering av PNA1 och TNA-sekvenserna.

Efter den slutliga tvitten sittes bakteriofag lambda Cl-repressorprotein mérkt med
en radioaktiv isotop, sdsom med radioaktivt jod, eller markt med ett enzym, sasom
pepparrotsperoxidas, med firgade kulor, eller med en fluorescent markor till varje
prov. Proverna tvittas sedan flera ganger (ca 3) med flera volymer (ca2)aven
lamplig tvattbuffert sdsom 10 mM Tris, pH 7,5, 100 mM NaCl, eller annan forutbe-
stimd buffert som inte interfererar med NF-kB eller bakteriofag lambda CI-
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repressorproteinbindande aktivitet. Efter varje tvitt far parlorna sittas under gravidi-’
tet eller genom kort centrifugering. Efter den sista sittningen eller centrifugeringen
bestaims den bundna markdren genom bestamning av bunden radioaktivitet, frigiven
firg i en enzymanalys, farg pa bundna pirlor, eller fluorescensbestimning. Alterna-
tivt kan en anti-CI.-antikropp séttas till och en standard sandwich-enzymbunden
immunoanalys eller radioimmunoanalys utforas for att bestimma bunden repressor.
Dessutom, som en negativ kontroll (bakgrund) utfores alla av de foregaende mani-
puleringarna i tandem med ett prov i vilket pérlor anvandes som inte har immobili-

serad NF-kB.
Som ett resultat av den foregaende analysen har kontrollen och CNA-haltiga prover
liknande 1aga signaler under det att de TNA-haltiga proverna har en signal vél over

bakgrunden.

Exempel 6 — En testutrustning for bestimning av HIV

A. Utrustningsinnehéll:
1. Mikrotiterplatta

2.1 mg/ml 16sning av rekombinant producerad NF-kB i tris-buffrat koksalt

3. Rér innehallande enkelstrdngad HIV PNAs (en blandning av forblanda-
de oligonukleotider som kodar tva NF-kB 1/2-bindningsstillen, dvs en
blandning av SEKV ID NR 7 och 8).

4. Rér innehallande enkelstringat humant genomiskt PNA, SEKV ID NR
1.

5. Ror med nukleas (Pstl).

6. Ror med proteas.

7 R&r som innehaller for-polymeriserad BNAs, 100 upprepade enheter av
bakteriofag lambda O, skyddad med en HNA men med fria 1/2 BBRs
tiligangliga for att binda PNA-TNA-hybrider.

8. Rér med pepparrotsperoxidas (hrp) konjugerad cro.

9. Ror med hrp-firgat substrat.

10. Tris-buffrad koksalt, 100 ml.

11. Lancet.
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12. Reaktionsrér A, B, C, som vart och ett innehaller 250 pl destillerat
vatten.

13. Medicin-droppanordning.

B. Analysmetod:

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

®

(&

()

®

Mikrotiterplattan (féremél 1) beldggs med 16sning av rekombinant framstéllt
NF-kB (foremal 2) vid en Kkoncentration av 1 mg/ml i tris-buffrat koksalt dver
natt vid 4°C under skakning.

Tre droppar blod fran testtagaren erhalles genom att sticka ett finger med
lancetten (reagens 11) och en droppe blod hills i vart och ett av roren A, B
och C (reagens 12).

] varje ror hills en droppe proteaslosning (reagens 6) med medicindropp-
anordningen (foremal 12) och roret omrores och far sitta sig under 5 minuter.
En droppe nukleas (foremal 5) séttes till vart och ett av roren A-C med
anvindning av medicindroppanordningen och réren omrdres och fér sétta sig
under 10 minuter.

En droppe av foremél 3 sattes till ror A (testprov); en droppe av foremal 4
sittes till ror B (positiv kontroll); och en droppe av koksalt (foremél 12) séttes
#ill ror C som en negativ kontroll. Roren varms till 50°C i varmt vatten och
far svalna till rumstemperatur under 1 timme.

Medan hybridiseringen sker 1 steg (d) tages Sverskott av protein bort frén
ytan och mikrotiterplattan fran steg (a), och plattan skoljs med tris-buffrat
koksalt (ror 10).

Innehallen i roren A-C fran steg (e) sverfors till tre brunnar i mikrotiterplat-
tan och far st under 1 timme under skakning.

Mikrotiterbrunnarna innehallande innehallet fran réren A-C skoljs med tris-
buffrat koksalt och toms.

En droppe av foremal 7 sitts till varje brunn och far hybridisera med eventu-
ella 1/2 BBR-stillen bundna till plattan under en timme, f6ljt av tre skolj-

ningar med tris-buffrat koksalt.
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(G)  Endroppe av foremal 8 sittes till varje brunn och cro far binda till eventuellt
bundna BNAs under 10 minuter, foljt av fem, en ml tvittad med tris-buffrad
koksaltlosning.

(k) Endroppe av hrp-substrat séttes till varje brun och fargen far utvecklas.

C. Resultat:

Om brunnarna A och B béada visar fargutveckling och brunn C inte gor det, &r testet
giltigt och individen har infekterats med HIV. Om endast brunn A visar fargutveck-
ling, eller brunn C visar fargutveckling, har testet utforts pa ett felaktigt sétt och ar
ogiltigt. Om brunnarna A och C inte visar nagon firgutveckling men brunn B gor

det, 4r testet giltigt och individen har inte infekterats med HIV.

Exempel 7 — Produktion av olika nya TBAs

Nya TBAs for anvéndning enligt foreliggande uppfinning framstills pa foljande sétt:

(a) NFkB/NF-kB (HIV-bestimning I). En nukleinsyra som kodar for vilken som
helst av SEKV ID NR 63-71 eller ett liknande NF-kB DNA-bindande protein, fusio-

neras i ram till en nukleotidsekvens som kodar for en sammansattningssekvens,
sasom cro, s att NF-kB DNA-igenkénnande sekvensen kodas vid amino- eller
karboxiterminalen i cro-sekvensen. Eventuellt tillhandahalls en linksekvens mellan
NF-kB-sekvensen och cro-sekvensen. Vid den andra dnden av cro tillhandahdlles
eventuellt en nukledr lokaliseringssignalsekvens sasom SEKV ID NR 72. Ytterligare
tillhandahalles eventuellt asymmetrisekvenser vid cro-terminalen som inte anvénds

av den NF-kB igenkinnande sekvensen. Exempel pa fullstindiga TBAs visas nedan.

(b) NF-kB/SP1 ( HIV-bestdmning II). P4 samma sétt som beskrivits i(a) ovan

framstilles en rekombinant kodande sekvens som kodar for en NF-kB- 1genkannande
domn. I en separat konstruktion, inkluderas i stillet for SEKV ID NR 63-72 den
kodande sekvensen for den DNA-igenkinnande delen av SP1. En sadan sekvens
skall koda alla de funktionella delarna i SEKV ID NR 73, som ér den del av SP1-
transkriptionsfaktorn som har DNA-bindning (se Kadonaga et al. [1987] Cell
51:1079-1090]. Den NF-kB-kodande vektorn och SP1-kodande vektorn samtrans-
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fekteras sedan i ett lampligt expressionssystem sdsom &r vilkint inom tekniken. En
monomer NF-kB-igenkinnande enhet sétes till for att géra den NF-kB-igenkénn-
ande dimeren fullstandig efter ihopsittning av de SP1 och NF-kB-igenkdnnande
enheterna med skyddet. Asymmetrisekvenserna som forhindrar bildning av NF-kB
eller SP1-dimererna och styr i stéllet bildningen av NFkB-SP1-heterodimererna (dvs
HIV-bestimning II), som sedan isoleras fran expressionssystemet (ddggdjurs- eller

bakterieceller) med kinda metoder.

(c) SP1/SP1TBAs (HIV-bestimning I1I). Sasom beskrivet i (b) ovan, bereds en
SP1-kodande TBA-konstruktion. Endast denna konstruktion transfekteras emellertid

in i expressionssystemet och asymmetrisekvenser som tillater bildning av SP1-SP1-

dimerer inkluderas.

(d) SP1-TATA (HIV-bestdmning IV). Sésom beskrivet i (b) ovan produceras en

SP1-kodande TBA-rekombinant. Dessutom framstilles en rekombinant som kodar
f5r en TBA som har den bindande sekvensen SEKV ID NR 74 eller liknande
sekvens som kodar en TATA-igenk4nnande enhet med asymmetrisekvenser som dr
komplementéra till dem som &r inkluderade i SP1-TBA-kodande konstruktionen.
Dessa konstruktioner samtransfekteras, och heterodimererna isoleras med standard-
metoder, inkluderande affinitetsrening pa en DNA-kolonn som har de lampliga SP1-

TATA-maélbildande regionerna.

(e) SP1-E2 (HPV-bestdmning I). En SP1-kodande konstruktion framstills som i (b)

ovan. En E2 TBA-kodande konstruktion framstilles med anvindning av en sekvens
som kodar nagon av SEKV ID NR 75-84 och 94-98 som i#r papillomavirus E2 DNA
igenkannande enheter (se Hegde et al. [1992] Nature 359:505-512) eller liknande
igenkdnnande enheter framstilles och sam-transformeras eller sam-tansfekteras med
den SP1 TBA-kodande konstruktionen. Monomer E2 igenkénnande enhet sittes till
for att gora E2 igenkédnnande dimeren fullstandig efter ihopsittning av E2-SP1 igen-
kinnande enheten med skyddet. Heterodimeren HPV-bestdmning I isoleras med

kinda metoder.
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(f) E2-E2 (HPV-bestimning II). Sasom beskrivits ovan i (e) framstélls en E2 TBA-

kodande konstruktion forutom att asymmetrisekvenser inkluderas, som erbjuder
bildning av E2-dimerer. De uttryckta dimererna isoleras sedan med kiinda metoder

inkluderande affinitet for ett dimert E2-bindande stille pa en DNA-affinitetskolonn.

(2) E2-TATA (HPV-bestimning II1). Sasom beskrivits ovan i (c) och (d) framstills
E2 och TATA-bindande TBAs (respektive) forutom att asymmetrisekvenser inklu-

deras som forstirker bildningen av heterodimerer snarare an homodimerer. Kon-

struktionerna samuttrycks sedan och heterodimererna isoleras.

(h) TATA-TATA (HPV-bestimning IV). Sasom beskrivits ovan i (&) och (d), fram-
stilles en TATA-bindande TBA-kodande konstruktion med anvéndning av asymme-

trisekvenser som gynnar denna homodimerbildning och himodimerisoleras.

(i) Andra TBAs. Sdsom beskrivits ovan for HIV och HPV TBAs, kan TBAs for

vilken given patogen som helst eller sjukdomstillstind som helst framstillas genom
att identifiera specifika DNA-bindande proteiner och bilda en expressionskonstruk-

tion med anvindning av lampligt langd, ihopsittning och asymmetrisekvenser.

Exempel 8

P& samma sitt som beskrivits i exempel 5 framstills en mer stringent analys med
anvindning av duplexen NE-kB-SP1-bindande protein framstilit enligt exempel 6.
Foljaktligen kan proberna som visas i fig 7 och anvénds i exempel 5 forlangas for att
reducera avstandet mellan proberna och darvid reducera flexibiliteten hos DNA i

TNA.

Exempel 9 — Framstillning av TBAs med “hdg ordning”

Genom limplig anvandning av asymmetrisekvenser framstélles TBAs som &r dime-
rer, trimerer, tetramerer, pentamerer eller hexamerer av speciella DNA-igenkénnan-
de enheter. P4 detta sétt framstills en hexamer TBA genom att géra en forsta NF-kB
p50-dimer TBA med anvindning av asymmetrisekvenser som mojliggor dimerbild-

ning. Dessutom m&jliggdr asymmetrisekvenserna tetrameriseringen av p50-dimeren
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med en SP1-SP1-dimer. Slutligen styr ytterligare asymmetrisekvenser hexamerise-
ringen med en dimer som har nukleéra lokaliseringssekvenser. Detta astadkoms
genom att t ex inkorporera asymmetrisekvenser fran insulin, som i naturen bildar
hexamerer. Denna hexamerbildning styrs av sekvenserna SEKV ID NR 85 (A) och
86 (B), 87 (A) och 88 (B), 89 (A) och 90 (B), och 91 (A) och 92 (B) (se fig 13 och
14).

Eftersom den extremt hoga affiniteten for HIV-LTR kan alstras med anvéndning av
en multimer TBA benidmns foreningar som har denna struktur och som kan anvén-

das for detta syfte hari som “HIV-lock™.

Ett optimalt HIV-lock definieras genom fotavtryck (med metoder som ir vélkédnda
inom tekniken) har TBAs bundna till TBRs i HIV LTR for att bekréfta att bind-
ningsaffiniteten for varje DNA-bindande protein, som medverkar till bindningen av
det multimera TBA-komplexet, skiftas ned relativt affiniteten for eventuella naturli-
ga mélsekvenser, (dvs CNAs) fran vilka den DNA-bindande igenkdnningsenheten i
TBA hirror. Eventuell samtidig forlust i bindningsaffinitet for HIV TBRs &r mer &n

kompenserad for efter bildning av multimeren, sdsom beskrives nedan.

Det kan foreligga tavling mellan bindningen av varje komponent TBA med avseen-
de pa dess TBR och ihopsittning via asymmetrisekvenser for att bilda multimeren.
Detta undviks genom att justera ldnkarna mellan skyddet och asymmetrisekvenserna
i varje TBA-komponent sa att dessa tivlande handelser icke 4r kopplade till var-
andra. Den resulterande reduktionen i diffusionens dimension (effektiv koncentra-
tionsokning) for TBA asymmetri- och ihopsittningskomponenterna resulterar 1

effektiv bildning av det multimera komplexet.

P4 basis av fotavtryckning justeras ldngden och sammanséttningen av linkarna for
att uppna optimal diskriminering mellan mal-HIV-sekvenser och naturliga sekven-
ser. Pa detta sitt, dven om varje komponent TBA kan ha en 1ag affinitet for CNA-
och TBR-sekvenser, kommer det multimera komplexet att ha en extremt hog affini-

tet for den nu expanderade TBR som kénns igen av det multimera komplexet (andra
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digniteten av affiniteten for varje TBR igenkénd genom varje komponent TBA i den
multimera TBA), samtidigt som det har en lag affinitet for CNAs. P4 samma sétt
framstills multimera TBA-komplex bortsett fran HIV-lock.

TBAs som kan bildas pé detta sétt inkluderar foljande sekvenser, som sitts thop
genom lankning av antingen proteinsubenheterna eller nukleinsyrasekvenserna som

kodar dessa subenheter pa foljande satt:

Set Linksekvenser frén grupper

A I+I1+1I

B V+V+II

C IvV+1III

vari grupperna I-IV bestar av sekvenser valda fran

Grupp Vald fran sekvenser

I Vilket som helst av SEKV ID NR 85-92

I Met Ser, linkat till vilken som helst av SEKV ID NR 104-106,
som var och en ar lankad till SEKV ID NR 99.

II SEKV ID NR. 100 lankad till vilken som helst av SEKV ID NR

75-84 eller 94-98; SEKV ID NR 101 lankad till endera av SEKV ID
NR 74 eller SEKV ID NR 93; eller SEKV ID NR 102 l4nkad till
SEKV ID NR 74 eller SEKV ID NR 93; eller vilken som helst av
SEKV ID NR 72, 103, 73 eller 63-71.

AY Vilken som helst av SEKV ID NR 104-106.

\Y SEKV ID NR 99.

Specifika exempel for TBAs ar SEKV ID NR 109-116, sammansatta pa foljande

satt:
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Set SEKV ID NR Lank SEKV ID

A 109 85 + Met Ser + 104 + 99 +100 +94
A 110 85 + Met Ser + 104 + 99 +72

A 111 86+MetSer+105+99+102+74
A 112 86 + Met Ser+ 106 +99 +73

A 113 89 + Met Ser + 106 + 99 + 63

C 114 106 + 64

c 115 105 + 64

B 116 106 +99+73

P34 detta satt kan manga olika TBAs framstillas genom val mellan lampliga asym-
metrisekvenser, hopsattningssekvenser och DNA-igenkéannande enheter. Vidare kan
uppsittningar av dessa, sasom SEKV ID NR 114 och 115 associera med varandra,
men dimererna SEKV ID NR 114 eller 115 kommer inte att bildas pa grund av
Jaddningsavsttning i de muterade ihopsatta sekvenserna (SEKV ID NR 104 &r cro;
SEKV ID NR 105 &r en ny muterad, negativt laddad cro, och SEKV ID NR 106 &r

en ny muterad, positivt ladda cro).
Givet aminosyrasekvensen for dessa TBAs kan naturligtvis en fackman inom tekni-
ken framstélla rekombinanta nukleinsyrakloner som kodar dessa, och sddana rekom-

binanta kloner utgor naturligtvis en integrerad del av denna uppfinning.

Exempel 10 — HIV-test med anvindning av »HIV-lock”

P4 i stort sett samma sitt som anvéndes i exempel 6 anvéndes "HIV-lock” som pro-

duceras enligt exempel 9 som TBA, reagens 2, med liknande resultat.

Exempel 11 — HIV-test med anvindning av "HIV-lock™ for att testa blod for dona-

tion
Nir mangden blod som skall testas inte ar begrénsat sdsom nar prov av blod for
donation skall testas med avseende pa HIV-kontaminering, utfors tester liknande i

exempel 6, men for varje ror A-C, snurrar ca 5 ml blod till bottensats i en boxcentri-
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fug. Andra reagenser uppskalas sdsom erfordras for att hantera den storre méngden

av TNA som foreligger i provet.

Exempel 12 — "HIV-lock” som anti-HIV-terapeutiskt medel

*HIV-lock” producerad enligt exempel 9 formuleras som en 1 mg/ml 16sning i lipo-
somer och injiceras intravendst till en individ, som har testats och bekréftats vara
infekterad med HIV. En dos av 0,1 mg till 100 mg av “HIV-lock”/kilogram kropps-
vikt infunderas under en tjugofyratimmarsperiod, och koncentrationen av HIV p24 i
patientens serum svervakas. Behandlingen upprepas s& ofta som erfordras, sdsom

niir forhdjningar i serum p24 upptréder.

Exempel 13 — Anvindning av en HIV-TBA-konstruktion som eft terapeutiskt medel

En rekombinant retroviral eller liknande vektor anvindes for att leverera en kon-
struktion som kodar en HIV-LTR-bindande TBA till en infekterad patient. Vektorn
kodar ett skydd, sdsom cro, och sekvens-DNA for bindande delar av p50. Samma
vektor kodar ocksa ett skydd pé vilket en SP1 TBA viker sig. Asymmetrisekvenser
tillhandahalles sa att efter samuttryck av p50-TBA och SP1-TBA i en enda HIV-
infekterad cell in vivo en omedelbar associering sker mellan dessa TBAs, under det
att samtidigt eventuell associering mellan de DNA-bindande delarna av p50 och
endogena p50 eller p65 monomerer forhindras. NLS-sekvenser tillhandahdlles dven i
TBAs s att, efter dimerbildning, TBA omedelbart omlokaliseras till kdrnan i cellen
och specifikt binder till integrerade HIV-sekvenser och salunda forhindrar eventuell

transkription frén detta stélle.

For detta aindamal 4r det Snskvirt att vélja sekvenser som kodar DNA-bindande
domaner sa att de uttryckta monomererna satts ihop till en TBA, som inte binder
naturliga humana sekvenser. Det &r salunda forst efter bindning av TBA-komponen-
terna till deras malsekvenser som association mellan alla komponenter i TBA ager

rum for att bilda ett komplex, som tétt och specifikt binder HIV LTR.
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Exempel 14 — Diagnostiskt kit f6r humant papillomavirus

Denna diagnostik for human papillomavirus drar fordelen av den kénda skillnaden
mellan benignt och karcinogent HPV for att tillhandahalla ett test som indikerar
kinsligheten for malignitet i patienten. Papillomavirusen &r en grupp av smé DNA-
virus forknippade med benigna fjallande epitelialcelltumdrer i hogre ryggradsdjur.
Atminstone 27 olika humana typer av papillomavirus (HPVs) har hittats, av vilka
manga #r forknippade med specifika kliniska skador. Fyra av dessa HPV-6, HPV-
11, HPV-16, HPV-18, och HPV-33 har forknippats med humana genitaltraktskador.
I aliménhet har HPV-6 och HPV-11 DNAs visat sig vara associerade med benigna
skador i genitaltrakten. HPV-16, HPV-18 och HPV-33 har dven visat sig vara asso-
cierade med premagligna och maligna skador och transkriberas i de flesta cellinjer
som upprittas fran cervikalkarcinom. HPV-16, HPV-18 och HPV-33 #r antagligen
endast tva medlemmar i en stor uppsittning av HPV DNAs forknippade med

malignt humant cervikalkarcinom.

Djurmodeller har visat att benigna papillomavirusskador kan utvecklas till magligna
skador i ndrvaro av en ko-karcinogen. HPV DNA har aterfunnits i metastaser fran
cervikalkarcinomer. I maligna cervikalskador integreras vanligen HPV DNA in i det
humana genomet men det kan dven foreligga extra kromosomalt HPV DNA. Inte-
grering av HPV for att bilda probviruset resulterar ofta i brott av den virala E2
dppna ldsramen (ORF). Trots brott av E2 ORF har undersokning av cellinjer fran
flera cervikalkarcinom visat transkriptionellt aktivt och integrerat HPV-16 och
HPV-18. Nir HPV-16-genom som foreligger 1 humana cervikalkarcinomcellinjer
SiHa och CaSki undersokts, hittas skillnader i integreringen HPV-16. I SiHa-linjen
upptriadde den enda HPV-16-genomintegreringen vid baserna 3132 och 3384, som
bryter av E1 och E2 ORFs med en deletion om 0,3 kb. Ytterligare en 50 baspar dele-
tion av HPV-16 DNA resulterade i att E2 och E4 ORFs fusionerades. 5°-dnden av
HPV-16 DNA bestaende av avbruten E2 ORF, ligeras till kontinuerliga humana
hogerflankerande sekvenser. Dessutom bestidms en enda tillsats guanin i nukleotid
1138 i mitten av E1 ORF. Denna tillsats av baspar resulterar i fusion av Elaoch Elb
ORFs till en enda E1 ORF.



66
Det kompletta genomet hos HPV-16 #r tillgingligt i GenBank som tillgénglighets-
nummer K02718; det fullstindiga genomet HPV-33 4r tillgangligt i GenBank som
tillganglighetsnummer M12732; det kompletta genomet av HPV-18 4r tillgdngligt i
GenBank med tillginglighetsnummer X05015.

Som en preliminér kartliggning etableras tillstandet av en HPV-infektion for ett
givet cervikalbiopsiprov med en enkelt *ja/nej”-typ av analys med anvindning av

t ex en eller alla av PNAs SEKV ID NR 46-53 och en E2 TBA sasom beskrivits
ovan (t ex fragmenterad DNA, bind PNA, immobiliserad med TBA, och bestdm sig-
nalen med BNAs och BBAs).

Nir en géng ett biopsiprov visat sig vara positivt for HPV erhalles ytterligare infor-
mation nir det géller malignicitetspotentialen hos HPV genom att analysera integra-

tionsstatusen for viruset i det humana genomet.

1. Fragmenterad DNA i biopsiprovet frén cerviks och hybridisera till en blocker-
ande prob som har sekvensen SEKV ID NR 60. Denna prob kommer att binda
alla fragment i DNA som inte har splitsat ut 0,3 kb fragmentet.

2. Exponera DNA i biopsiprovet £6r en PNA som har sekvensen SEKV ID NR
61. Denna prob kommer endast at binda till fragment som har 0,3 kb fragment
borttaget (den blockerande proben kommer att forhindra att stora borttagande
segment forsvinner fran 6glan om den ar nérvarande).

3. En PNA med SEKV ID NR 62 hybridiseras med SEKV ID NR 41 for att bilda
en BBR som kommer att binda till cro eller A CI repressor som en BBA, som
ger en enkelstringad del, som kan hybridisera med TATA-stillet pa SEKV ID
NR 61. Detta tillsdttes for att bilda en TBR p4 5’-4nden pé den stora borttag-
ningen.

4. TPR immobiliseras med en TBA som har en DNA-igenkénnande enhet for
TATA-bindande protein.

5 De bundna fragmenten bestdms genom att sitta till BNAs och BBAs sésom

beskrivs ovan.
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Bestimning av signaler 1 denna analys indikerar att det stora fragmentet tas bort i
HPV som foreligger i TNA. Eftersom denna borttagning #r korrelerad med maligni-
citet ger denna analys insikt i maglignicitetspotentialen hos HPV-infektionen. Denna
slutsats kan bekréftas genom att utfora en analog analys baserat pa borttagningen av

52 basparfragmentet som ocksé ar korrelerat med HPV-inducerad malignicitet.

Den TBP-igenk#nnande enheten som anvindes i TBA for denna analys kan vilja

t ex fran en sekvens sasom SEKV ID NR 70 eller SEKV ID NR 93.

Exempel 15 — Rekombinant HIV-LOCK ™-produktion
Fas ett — Framstillning av DNA for framstéillning av HIV-LOCK™. [n vitro-

mutagenes av de kodande regionerna fér de naturligt forekommande klonade kom-
ponenterna av HIV-LOCK™ som maste modifieras utfors med en mutagen fag-
emidkit. Det modifierade protokollet inkluderar anvindningen av en Bluescript-
plasmid som innehéller var och en av de bindande komponenterna i HIV-LOCK™.
Dessa transformeras till kompetenta celler och uracil-haltiga fagemider odlas.
Enkelstringat DNA extraheras och anvéndes som en mall f6r den mutagena strang-
en. Oligonukleotider som innehaller de tnskade mutationerna, inkluderande inkor-
poreringen av ett nytt restriktionsstille, syntetiseras och behandlas med polynukleo-
tidkinas och ATP. De kinasbehandlade oligonukleotiderna satts ihop genom éaterupp-
rittning av vitebindning pa enkelstringad mall, och en mutagen syntetiseras och
ligeras enligt mutagenprotokollet med undantag att Sequenase 2,0 4r polymerasen.
Bibliotek kartlaggs for anvindning av bade g-3 2p snd-mirkta nukleotider, som inne-
haller sekvenser som #4r komplementira till de introducerade mutationerna och

| genom att isolera plasmid DNA och identifiera mutanter genom nérvaron av det
introducerade restriktionsstillet. Mutationerna bekriftas ocksa genom sekvens-
bestimning med ett Sequenase kit. HIV-LOCK™ DNA klonas i bakulovirusexpres-

sionssystemet med en polyhedronpromotor.

Fas tvi — Produktion av HIV-LOCK™ proteiner med anvindning av bakulo-
virus. SF-9-celler odlas till en forutbestimd densitet (ca 1x10° celler/ml logfas), som

infekteras med bakulovirus som innehaller HIV-LOCK™.-instruktioner och skordas
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for att utvinna rekombinanta proteiner som innehaller HIV-LOCK™. T uppskal-
ningsprocessen expanderas Kkulturer fran flaskor till roterande kérl och darefter till
bioreaktorer. Efter infektion skordas cellerna vid 12, 24, 36 och 48 timmar med

avseende pa proteinet. Indicier avseende viabilitet dvervakas genom hela processen.

Fas tre — Rening av HIV-LOCK™-proteiner. De skérdade proteinerna separeras
forst fran partikelformat material genom flow-through-ultracentrifugering for att
underlitta nedstromsrening. Den centrifugerade produkten sterilfiltreras sedan.
Extrakten centrifugeras sedan vid 40 000 vpm vid 4°C under 30 minuter, och prover
immunoprecipiteras med polyklonal kaninantikropp mot en av HIV-LOCK™-
komponenterna. De immunoprecipiterade proteinerna kors pa en SDS-10 % PAGE-

gel.

Fas fyra — Test med avseende pa HIV-LOCK™-proteiner mot HIV DNA. Ana-
lys avseende rotlighetsskift utfores med anvindning av en oligonukleotidprob, som
innehaller element av den HIV-langa terminala upprepningen och fragment inne-
hallande NFKB-bindande DNA forenade med kappa latt kedja och mikroglobulin-
reglering. Oligonukleotiden satts ihop med ateruppréttning av vitebindningar med

dess komplementira string och sndmirks med g->"P-ATP.

Fotavtryck astadkoms genom att kombinera sma (107> M) av radiomérkt HIV LTR
DNA med en nagot storre mingd av HIV-LOCK™ i en buffert vid rumstemperatur
under 10 minuter. Ditiotreitol tillsattes fore tillsatsen av protein. Jérn (II), EDTA,
viteperoxid och natriumaskorbat tillsattes, och reaktionsblandningen inkuberas. Ett
stoppande medel tillséttes och produkterna analyseras med denaturerande gelelektro-
fores. Detta gors for olika koncentrationer av protein. Den resulterande geleri avbil-
das med anvindning av en fosfobild-scanner och den resulterande bildfilen med hog

upplosning analyseras for att ta bort den bindande affiniteten hos HIV-LOCK™ till
HIV DNA relativt till celluldrt DNA.

Multipla utformnings- och testupprepningar kan genomforas for att dterdefiniera

bindning av HIV-LOCK™ och andra TBAs till HIV och andra organismer. Denna
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process gor det majligt att etablera bindande ihopséttningar s att den bindande
ihopsittningen inte tavlar med vildtyp-proteiner med avseende pa enskilda bind-
ningsstillen i genomproverna. Utvecklingen av TBAs med andra organismer och
TNAs for sekvenser inom dessa organismer kan goras med anvéndning av ovan
nimnda metod. Denna metod géller nér man producerar bindande ihopsittningar for
alla nukleinsyror TBRs inkluderande DNA-DNA, DNA-RNA och RNA-RNA-

hybrider och kombinationer av dessa hybrider.

Exempel 16 — Metod for att identifiera nukleinsyrabindande molekyler for produk-

tion av TBAs och BBAs enligt uppfinningen:

Vid metoden enligt uppfinningen sétts malbindande ihopsittningar och booster-
bindande ihopséttningar samman genom identifiering av nukleinsyrabindande mole-
kyler, och lankning av de nukleinsyrabindande delarna av molekylerna pé sédant satt
att man &stadkommer TBAs som sérskiljer mellan speciella mélsekvenser och till
och med nira besliktade sekvenser. En metod for att identifiera nukleinsyrabindande
molekyler omfattar foljande steg:

1. Framtagning av ett biologiskt prov som innehaller malnukleinsyran. Detta kan
t ex vara en organism eller ett vavnadsextrakt infekterad med en patogen.

2.  Fragmentering av provet for att exponera nukleinsyrorna och reducera stor-
Jekskomplexiteten hos nukleinsyrorna som finns i provet.

3. Bringa ett forsta prov av de fragmenterade nukleinsyrorna i kontakt med ett
kontrollbuffertmedium och bringa ett andra prov av de fragmenterade nuklein-
syrorna i kontakt med kontrollbuffertmediumet, som innehaller en k#nd profil
av nukleinsyrabindande molekyler.

4. Analys av de tvd proverna for att identifiera fragment, som har fordndrat bete-
ende i provet som bringas i Kkontakt med de malbildande molekylerna i motsats
till kontrollprovet. Detta astadkoms med gelelektrofores med enkel dimension,
gelelektrofores med tvé dimensioner, vitskekromatografi med hog prestanda,
papperskromatografi eller vilka andra medel som helst som avsldjar ett annor-
lunda beteende hos nukleinsyrafragmenten ndr de 4r bundna till en nuklein-

syrabindande molekyl i motsats till ndr nukleinsyrafragmentet r obundet.
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5. Identifiering och isolering av fragment, som har forandrat beteende nér de
bringas i kontakt med den nukleinsyrabindande molekylen och antingen
sekvensbestamma nukleinsyrafragmentet for att bestimma om kénda nuklein-
syrabindande molekylmotiv foreligger eller direkt identifiera den nukleinsyra-
bindande molekylen, som #r bunden till nukleinsyran. Det senare kan astad-
kommas t ex genom att bringa ett tvadimensionellt system av de elektrofores-
behandlade nukleinsyrorna med pé olika satt mirkta antikroppar, som binder

#ill de olika nukleinsyrabindande molekylerna.

I denna metod anvindes foretradesvis nukleinsyraenheter for antingen diagnostiska
eller terapeutiska syften ndr malnukleinsyran har mer &n ett enda anvindbart nukle-
insyrabindande molekylmal. P4 detta satt kan en komplex méalbindande sammansatt-
nings alstras, som drar fsrdelen av nirheten hos olika nukleinsyrabindande molekyl-
enheter for att forstirka specificiteten hos de TBA som #r sammansatt fran de olika
individuella nukleinsyrabindande komponenterna, SOm identifierats. De olika nuk-
Jeinsyrabindande delarna i de nukleinsyrabindande molekylerna satts sédan samman

till en fullstindig TBAs som beskrivits ovan, t ex for HIV-LOCK™.

Exempel 17 — Forfarande for identifiering av specifika RN A-sekvenser i ett prov.

Enligt de forfaranden kompositioner som beskrivits i denna uppfinning kan vilken
nukleinsyrasekveris som helst identifieras specifikt. Identifiering av mél HIV RNA 1
ett prov astadkoms genom att erhalla ett prov fran en patients blod eller annan biolo-
gisk vitska eller extrakt, som kan innehalla HIV RNA, och testa med avseende pa
nirvaron av TAR-bindande stéllen. Tat dr en positiv regulator for HIV-replikering,
som binder till TAR-regionen i HIV RNA. Den minsta naturligt forekommande helt
aktiva formen av HIV-Tat &r 72 aminosyror lang, SEKV ID 118 héri. Tat innehaller
minst tva funktionella domsner, och transaktiverar genuttryck fran det HIV langa
terminala upprepade omradet (HIV LTR). Tat binder till en RNA-stamdglestruktur,
som bildas genom sjalvhybridisering av sekvenser i TAR, som ligger precis 5° om
HIV LTR. HIV TAR RNA bildar en dinukleotidutbuktning och tva stafnéglestruktu-
rer (Rhim et al. 1994 Virology: 202, 202-211). Tat (SEKV ID 118) binder till denna

struktur med lagre styrka 4n Tat-varianter vari Ala58 #r en treonin eller dédr His65 ar
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en Asp-rest. (Derse et al., 1993 Virology: 194, 530-536). Anvéndning av dessa fak-

torer vid foreliggande forfarande &stadkoms genom:

1. Fragmentering av ett biologiskt prov for att exponera nukleinsyrsor och reduce-
ra storlekskomplexiciteten i nukleinsyrorna.

2. Bringa en TBA i kontakt med det prov som identifierar en hybrid TAR-
bindande proteinsekvens och en nirliggande flankerande sekvens i HIV-
genomet. Den TBA som anvandes for detta syfte sitts ihop pé cro som skydd
med anvindning av Tat som den HIV RNA specifikt bindande molekylen. For
att tillhandahalla specificitet sdsom korsanslutning mellan HIV TAR-stdllet och
nira beslaktade TAR-stillen, som kan foreligga pa grund av sadana andra
patogener sasom cytomegalovirus, har TBA ocksa en antikroppskomponent,
som kénner igen den DNA-RNA-hybridmalbindande regionen som bildas nir
en probnukleinsyra binds till HIV LTR RNA.

3. Eliminering av eventuellt “korskontakt” som produceras genom bindning av
Tat till TAR-regionen i HIV RNA pa grund av sadan kontaminering (kusin
RNAs) saisom CMV TAR-sekvensen genom att bringa reaktionen med over-
skott av Tat-variant (antingen Ala58 med Thr eller His65 med Asp-varianter)
som binder mer starkt. Enkla bindningshéndelser pa grund av att TBA binder
#ill kusin RNAs konkurreras ut fran nukleinsyraprovet med Tat-varianten pa
detta sitta. A andra sidan genom att pa lampligt vilja affiniteten for den dub-
belbindning som 4stadkoms som et resultat av antikroppen och Tat, forskjuts
inte TBA fran samma mal. Detta forlopp illustreras i fig 16. I en annan utfo-
ringsform av samma metod kan TBA vara en i vilken, snarare &n att man
anvinder en variant av Tat, en antikropp anvénds som kénner igen detta nukle-

insyrasegment, och den anvinda TBA ir en dubbel antikropp TBA.

I en alternativ version av denna metod kan en probnukleinsyra anvéndas som hybri-
diserar med HIV LTR RNA. Féljaktligen kan ett duplexsegment av LTR spl-stillen
alstras som en del av den mélbindande regionen. Denna region av HIV RNA flanke-
rar TAR-regionen, som 4r 5° till LTR men i tit narhet dértill. En TBA som innehal-
ler Tat och tva Spl-bindande stéllen &r skyddad for att stadkomma Tat-bindning till
TAR och Sp1-bindning till de Spl-bindande stéllena. Forstarkning och bestdmning
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utfores sedan genom att sétta till lampliga BNAs, BBAs och HNAs. I ytterligare ett
alternativ kan PNAs som har SEKV ID. 38 och SEKV ID. 39 (ses fig 7) anvéndas.
En TBA anvindes som innehaller en eller flera Sp1-bindande enheter, och en anti-
kroppsenhet som binder till DNA-RNA-hybrid producerad frén ett prov RNA och
sekv.id. 38 PNA. Lampliga BNAs, BBAs och HNAs sittes sedan till for att forstiarka

signalen.

Naturligtvis kommer fackméannen inom tekniken att komma fram till andra TBA-
och TNA-kombinationer som kan anvéndas for att optimera de metoder som exemp-

lifieras hiri.

Det skall framhéllas att sekvenser som tillhandahalls héri endast dr exempel, och att
andra lika sekvenser foreslagna genom dessa kan anvéndas i forfarandena enligt
uppfinningen. Det skall ocksé framhallas att dven om vilken som helst sekvens som
tillhandahalls hari kan utformas som linjdr, skulle den kunna anvéndas i en cirkulér
eller pa annat sitt permuterad form och #ven om den #r utformad sé att den &r anti-
sens, skulle den kunna anvindas i den kodande eller icke-kodande formen eller for

att binda till kodande eller icke-kodande komplementdra sekvenser.
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SEKVENSLISTA
(1) ALLMAN INFORMATION:

(i) SOKANDE:
(A) NAMN: THE GENE POOL, INC.
(B) GATUADRESS: 300 Queen Anne Ave. N., Suite 392
(C) STAD: Seattle
(D) STATE/PROVINS: Washington
(E) LAND: USA
(F) POSTNR (zip): 98109-4599
(G) TELEFON: (206) 526-8617
(H) TELEFAX:

(i) UPPFINNINGENS TITEL: FORFARANDE FOR PAVISANDE AV
NUKLEINSYROR MED EN SPECIFIK SEKVENSSAMMAN-
SATTNING

(iiiy ANTAL SEKVENSER: 118

(iv) KORRESPONDENSADRESS:
(A) ADRESS: Saliwanchik & Saliwanchik
(B) GATA:2421N.W. 41st st., Suite A-1
(C) STAD: Gainesville
(D) STAT: Florida
(E) LAND: USA
(F) ZIP: 32606

(v) DATAAVLASBAR FORM:
(A) MEDIUMTYP: Diskett
(B) DATOR:IBM PC-kompatibel
(C) OPERATIVSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) MIJUKVARA: PatentIn Release #1,0, version #1,25

(vi) TIDIGARE ANSOKNINGSDATA:
(A) ANSOKNINGSNUMMER:
(B) REGISTRERINGSDATUM:
(C) KLASSIFICERING:

(viii) OMBUD/AGENTINFORMATION:
(A) NAMN: Bencen, Gerard H
(B) REGISTRERINGSNUMMER: 35 746
©) REFERENS/INNEHALLSFORTECKNING NR: GP-100.Cl

(ix) TELEKOMMUNIKATION INFORMATION:
(A) TELEFON: (904) 375-8100
(B) TELEFAX: (904) 372-5800
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 1:
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 13 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjar

(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKVIDNR 1:

TGGGGATTCC CCA 13

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 2:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 13 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGT: linjar

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iti) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 2:

AAGGGACTIT CCC . 13

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 3:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 13 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(i) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ
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(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 3:
AGGGGACTTT CCG

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 4:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 15 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGT: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 4:
GCTGGGGACT TTCCA

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 5:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 15 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 3:
ACAAGGGACT TTCCG

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 6:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 13 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI.: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iiiy HYPOTETISK: NEJ

13

15

15
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(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 6:

CCGGGTTTTC CCC 13

(2) INFORMATION FOR SEKV IDNR 7:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 27 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iif) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKVIDNR 7:
AAGGGACTTT CCGCTGGGGA CTTTCCA 27

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 8:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 27 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 8:
AAGGGACTTT CCGCTGGGGA CTTTCCG 27

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 9:
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 26 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ
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(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 9:
GCTGGGGACT TTCCAGGGAG GCGTGG 26

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 10:

@

(i)
(i)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 26 baspar

B) TYP:“nukleinsyra

() STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 10:

GCTGGGGACT TTCCAGGGGA GGTGTG 26

(2) INFORMATION FOR SEKVIDNR 11:

(@

(ii)
(iif)
(iv)
(xi)

SEKVE}\ISEGENSKAPER:

(A) LANGD: 26 baspar

(B) TYP:”nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjar
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 11:

GCTGGGGACT TTCCGGGGAG CGTGGC . 26

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 12:

(i)

(i)

SEK VENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 26 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjér

MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ



78
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 12:

GCTGGGGACT TTCCGGGGARG GCGCGG

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 13:
1) SEK VENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 26 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
© STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjdr

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(i) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 13:

ce GACT TTCCAEGAG GCGTGG

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 14:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 26 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(®) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTL: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(x1) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 14:

GCTGGGGACT TTCCAMBEGA G

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 15:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 26 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGT: linjar

(i) MOLEKYLTYP: cDNA

26

26

26
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(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 15:
GCTGGGGACT TTCCAGGGAG GCGTGG

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 16:
() SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 26 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjar

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 16:

GCTGGGGACT TTCCAGGGAG GCTGCC

(2) INFORMATION FOR SEKVIDNR 17:
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 33 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(@) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjar

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(i) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV IDNR 17:
TTTCCAGGGA GGCGTGGCCT GGGCGGGACT GGG )

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 18:
1 SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 33 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTL: linjér '
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(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(x1) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 18:
CGTGGCCTGS GCGGGACTGG GGAGTGGCGT CCC

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 19:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 45 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTL: linjédr

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 19:
CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCT 45

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 20:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 46 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGT: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 20:
CAGCAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGRGGTS TGGCCT 46

(2) INFORMATION FOR SEKV IDNR 21:
(1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 46 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

33
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(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(xi)

SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 21:

CATCARGGGA CTTITCCGCTG GGGACTITCC AGGGGAGGTG TGGCCT 46

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 22:

()

(i1)
(iif)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 46 baspar

®B) TYP:“nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 22:

CARCAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGAGGTG TGGCCT 46

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 23:

(1)

(ii)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 45 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

MOLEKYLTYP: cDNA

(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv)
(xi)

ANTISENS: NEJ

SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 23:

CTACARGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCAT 45

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 24:

(1)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 44 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
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(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(xi)

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 24:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTICC GGGGAGCGTG GCCT 44

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 25:

®

SEK VENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 44 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjar

(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv)
(xi)

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 25:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC GGGGAGGCGC GGCT 44

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 26:

(©)

(if)
(iif)
(iv)
(x1)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 45 baspar

B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 26:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTITCC AGAGAGGCGT GGACT 45

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 27:

(@)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 46 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

©) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTL: linjér
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(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(x1)

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 27:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGAGGCG TGGACT 46

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 28:

(@)

(i)
(ii)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 46 baspar

(B) TYP: .nukleinsyra

© STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 28:

CTACAGGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGGGAG 46

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 29:

(@)

(i)
(i)
(iv)
(xi)

SEKVI%NSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 43 baspar

B) TYP:"nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjar
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 29:

CTACAGGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCTG CCT 43

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 30:

@

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 48 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

© STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
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(ii) MOLEKYLTYP: cDNA

(iti) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(xi)

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 30:

CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGG

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 31:

®

(i)
(iif)
(iv)
(xi)

SEKVE_NSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 45 baspar

B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 31:

PTTCCAGGGA GGCSTGGCCT GGGCGGGACT GGGGAGTGGC GTCCC

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 32:

@

(i)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 59 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(9] STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjir

MOLEKYLTYP: cDNA

(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 32:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGGS

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 33:

®

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 59 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGT: linjér

48

45

5%
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(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 33:
TTTCCGCTGG GGACTTTCCA GGGAGGCGTG GCCTGGGCGS GACTGGGGAG TGGCGTCCC

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 34:

(©)

(i)
(ii)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 70 baspar

B) TYP: nukleinsyra

©) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 34:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGGGA

GTGGCGTCCC

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 35:

@

(i)
(iif)
(iv)
(xi)

SEKVE_NSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 61 baspar

B) TYP:_.nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 35:

TATCACCGCC AGTGGTATIT ATGTCAACAC CGCCAGAGAT AATITATCAC CGCAGATGGT

T

59

60

70

60

61



86

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 36:

(M)

(ii)
(iii)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 64 baspar

(B) TYP:__nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 36:

TATCACCGCA AGGGATAAAT ATCTAACACC GTGCGTGTTG ACTATTTTAC CTCTGGCGGT

GATA

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 37:

(1)

(i)
(i)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 70 baspar

(B) TYP:"nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 37:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGGGA

GTGGCGTCCC

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 38:

@

(i)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 37 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI.: linjér

MOLEKYLTYP: cDNA

(i) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

60

64

60

70
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SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 38:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGG

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 39:

@)

(i1)
(i)
(iv)
(ix)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 22 baspar

(B) TYP:”nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI. linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 39:

CGGGACTGGG GAGTGGCGTC CC

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 40:

(©)

(ii)
(iif)
(iv)
(xi)

SEKVE__NSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 103 baspar

(B) TYP:.nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI.: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 40:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGTAT CACCGCCAGT GGTATTTATG

TCAACACCGC CAGAGATAAT TTATCACCGC AGATGGTTCT GCA

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 41:

)

(i)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 62 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

MA

(iii) HYPOTETISK: NEJ

37

22

60

103
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(iv) ANTISENS: NEJ

(x1)

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 41:

GAACCATCTG CGGTGATAAA TTATCTCTGG CGGTGTTGAC ATAAATACCA CTGGCGGTGA

A

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 42:

®

(ii)
(iif)
@iv)
- (xi)

SEKVE_NSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 71 baspar

B) TYP:"nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 42:

GATCCAACCA TCTGCGGIGA TAAATTATCT CTGGCGGTGT TGACATAAAT ACCACTGGCG

GTGATACTGC A

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 43:

®

(i1)
(iif)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 63 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTL: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 43:

GTATCACCGC CAGITGGTATT TATGTCAACA CCGCCAGAGA TAATTTATCA CCGCAGATGG

TG

60

62

60

71

60

63
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 44:

()

(ii)
(ii)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 21 baspar

(B) TYP:'_nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjdr
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ]

ANTISENS: NEJ

SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 44:

GATCCGGGGG GATACCCCCC G

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 45:

®

(i)
(i)
(iv)
(x1)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 91 baspar

(B) TYP:"nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 45:

CGGGACTGGG GAGTGGCGTC CCTATCACCG CAAGGGATAA ATATCTAACA CCGTGCGTGT

TGACTATTTT ACCTCTGGCG GTGATAGCAT G

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 46:

(i)

(i)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 53 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjar

MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

2]

60

91
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_SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 46:

CTAAGGGCGT AACCGAAATC GGTTGAACCG AAACCGGTTA GTATARAAGC AGA

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 47:

®

(i1)
(i)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 54 baspar

(B) TYP:__nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTL: linjar
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 47:

AAAAGGGAGT AARCCGAARAARC GGTCGGGACC GARAACGGTG TATATAAAAG ATGT

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 48:

®

(i1)
(iif)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 54 baspar

(B) TYP:“nukleinsyra

(8] STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTL: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 48:

AGTAGGGTGT ARCCGAARGC GGTTCAACCG AAAACGGTGC ATATATAAAG CAAA

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 49:

@

(i)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 24 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ

53

54

54
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(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 49:

GCTTCAACCG AATTCGGTTG CATG 24

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 50:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 24 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGT: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 50:

TGTGCAACCG ATTTCGGTTG CCTT 24

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 51:
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 24 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
© STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGT: linjédr

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(i) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 51:

TATGCAACCG AAATAGGTTG GGCA 24

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 52:
) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 24 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOG!: linjér

(ii) MOLEKYLTYP: cDNA
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(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(xi)

SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 52:

TGCCTAACCG PTPTCGGTTA CITG

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 53:

®

(i)
(iii)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 24 baspar

(B) TYP:"nukleinsyra

© STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 53:

GGACTAACCG TTTTAGGTCA TATT

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 54:

@

(i)

(iif)
(iv)
(xi)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 52 baspar

(B) TYP:"nukleinsyra

(03] STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGL: linjér
MOLEKYLTYP: cDNA
HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 54.

GACGACTATC CAGCGACCAA GATCAGAGCC AF&CACCGGR AACCCCTGCC AC

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 55:

)

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 53 baspar

(B) TYP: nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

24

24

52
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(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 55:

GACGACACGG TATCCGCTAC TCAGCTTGTT AAACAGCTAC AGCACACCCC CTC 53

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 56:
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 60 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
© STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGT: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 56:

GACGACGACC TGCAGACACC ACAGACACCG CCCAGCCCCT TACAAAGCTG TTCTGTGCAG 60

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 57:
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 68 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(®) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 57:
CATACCAAAG CCGTGGCCTT GEGCACCORS GAAASACAAC CACTANGTTG TTOCACAGAG 60
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2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 58:
1 SEK VENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 77 baspar
(B) TYP: nukleinsyra

© STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjar

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iii) HYPOTETISK: NEJ]
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 58:
CARTGAADT GRTIGTATG ACTCTATGTG CAGTACCAGY ACCGTATICC AGCACCGTGT 80

COGTGGGCAC CGCAARS 7

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 59:
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 80 baspar
B) TYP:.nukleinsyra

(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjar

(i) MOLEKYLTYP: cDNA

(i) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(i) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV IDNR 59

ACAGACAACG ATAACCGACC ACCACAAGCA GCGGCCAAAC ACCCCGCCTT GGACAATAGA 60

ACAGCACGTA CTGCAACTAR 80

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 60:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 266 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(C) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: ¢cDNA

(i) HYPOTETISK: NEJ
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(iv) ANTISENS: NEJ
(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 60
CATATGCAAT ACARTGCATT ATACAAACTG GACACATATA TATATTTGTG AAGAAGCATC
AGTARCTGTG GTAGAGGGTC AAGTTGACTA TTATGGTITA TATTATGTTC ATGARGGAAT
ACGAACATAT TTTGTGCAGT TTAAAGATGA TGCAGAAAAR TATAGTAAAR ATAAAGTATG

GGAARGTTCAT GCGGGTGGTC AGGTAATATT ATGTCCTACA TCTGTGTTTA GCAGCAACGA

AGTATCCTCT CCTGAAATTA TTAGGC

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 61:
() SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 95 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
(@) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 61

AGGATGTATA AAAARACATG GATATACAGT GGAAGTGCAG TTTGATGGAG ACATATGCTA

TTAGGCAGCA CTTGGCCAAC CACCCCGCCG CGACC

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 62:
) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 81 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
© STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iii) HYPOTETISK: NEJ]
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 62

CATGTTTTTT TATACATCCA TATCACCGCC AGTGGTATTT ATGTCAACAC CGCCAGAGAT

AATTTATCAC CGCAGATGGT T

60

120
180
240

266

60

95

60

81
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 63:

(1) SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 322 aminosyror

(B) TYP: aminosyra

(D) TOPOLOGTI: linjér
(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(V) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 63

1

15

Met Ala Asp Asp Asp Pro Tyr Gly Thr Gly Gln Met Phe Bis Leu Asn
5 10

Thr Ala Leu Thr Bis Ser 7le Phe Asn Ala Glu Leu Tyr Ser Pro Glu

20 25

30

Ile Pro Leu Ser Thr Asp Gly Pro Tyr Leu Gln Ile Leu Glu Glmn Pro
40 )

35 45

Lys Gln Arg Gly Phe Arg Phe Arg Tyr Val Cys Glu Gly Pro Ser Bis

50 55 60

Gly Gly Leu Pro Gly Ala ser Ser Glu Lys Asn Lys Lys Ser TYyr Pro

65 70 75

80

Gln Val Lys lle Cys Asn Tyr val Gly Pro Ala lys Val Ile Val Gln

85 50

85

Leu Val Thr Asn Gly Lys Asn Ile gis Leu Bis Ala His ser Leu Val

100 105

Gly Lys Bis Cys Glu Asp Gly val Cys Thr val Thr Ala
115 120 125

Asp Met Val Val Gly Phe Ala Asn Leu Gly Ile Leu BHis
130 135 140

Lys Lys Val phe Glu Thr Leu Glu Ala Arg Met Thr Glu
145 150 155 '

Arg Gly Tyr Asn Pro Gly Leu Leu Vval His Ser Asp Leu
165 170

Gln Ala Glu Gly Gly Gly Asp Arg Gln Leu Thr Asp Arg
180 185

fle Ile Arg Gln Ala aAla val Gln Gln Thr Lys Glu Met
195 200 205

110

Gly Pro Lys

val Thr Lys

Ala cys Xle
160

Ala Tyr Leu
175

¢lu Lys Glu
190

asp Leu Ser



val
Phe
225

Lys

val
Gly
Arg
305

Ile

Glu Gln Pro LY

Pro Se

val Arg Leu Met
210

Thr Arg Arg Leu
Ala Pro Asnm Ala
245

Gly cys val Thr
2690

Gln Lys Asp Asp
275

Gly val Trp Glu
290

Gln Phe Ala Ile

Thr

Phe

Glu

230

ser

Gly

Ile

Gly

val
310

Tthr Ala Phe
215

pro Val val

Asn Leu Lys

Glu Glu
265

Gly
Gln Ile Arg
280

Phe
295

Gly Asp

Phe Lys Thr

97

Leu Pro Asp
220

ser Asp Ala
235

Ile Val Arg
250

Ile Tyr Leu

phe Tyr Glu

Phe ser Pro
300

Pro Lys Tyr
315

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 64:
6)) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 325 aminosyror
(B) TYP:aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjéir

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

ser Thr Gly Ser
Ile Tyr Asp Ser
240

Met Asp Arg Thr
255

Leu Cys Asp Lys
270

Glu Glu Glu Asn
285

Thr Asp Val Bis

Lys Asp Val Asn
320

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 64

5

20

35

50

Met Ala Glu Asp Asp Pro T¥T Le

pro Gln Met Ala Leu Pro Thr Al

25

40

r Bis Gly Gly Leu PIo Gly Ala Ser
70 '

60

75

u Gly Arg Pro Glu Gln Met Phe Bis
10

15

Leu Asp Pro Ser leu ohr His Thr Ile Phe Asn Pro Glu val Phe Gln

30

a Asp Gly Pro Tyr leu Gln Ile Leu
45

s Gln Arg Gly Phe Arg Phe Arg Tyr vVal cys Glu Gly
55

Ser Glu Lys Asn Lys Lys

80



ser Tyr
Ile Val
Ser Leu
Gly Pro

130

val Thr
145

Ala Cys
Ala Tyr
Glu Lys
Asp Leu

210

Thr Gly
225

Tyr Asp

Asp Arg

Cys Asp

Glu Glu Asn Gly Gl

290

98

pro Gln val Lys Ile Cys Ash TYyr Val
85 90 -

¢ln Leu val Thr Asn Gly Lys Asn Ile
100 105

val Gly Lys Bis Cys Glu Asp Gly Ile
118 120

Glu Asp Cys Val Bis Gly Phe Ala Asn
135

Lys Lys Lys val phe Glu Thr leu Glu
150 155

1le Arg Gly Tyr Asn PIo Gly Leun Leu
165 170

Leu Gln Ala Glu Gly Gly Gly Asp Arg
180 185

Glu Leu Ile Arg Gln Ala Ala Leu Gln
195 200

Ser Val val Arg Leu Met rhe Thr Ala
215

ser Phe Thr Arg Arg Leu clu Pro val
230 235

Ser Lys Ala Pro Asn Ala ser Asn Leu

245 250

Thr Ala Gly Cys Val Thr Gly Gly Glu
260 265

Lys val Gln Lys ASP Asp Ile Gln Ile
275 280

295

Gly

Bis

Cys

Leu

140

Ala

val

Gln

Gln

Pro Ala Lys Val

Leu

Thr

125

Gly

Arg

His

Leu

Thr

~ 205

Phe

Leu

220 -

val

lys

Glu

Arg

300

ser

1le

Ile

phe
285

His

110

val

Ile

Met

Pro

Gly

1580

Lys

Pro

Asp

val

Tyr
270

Ty

95

Ala His

Thr Ala

Leu Bis

Thr Glu
160

Agsp Leu
175

Asp Arg

Glu Mst

Asp Ser

Ala Ile

240

Arg Met
255

Leu Leu

Glu Glu

y Vval Trp Glu Gly Phe Gly Asp Phe Ser Pro Thr

Asp Val Bis Arg Gln Phe Ala Ile val Phe Lys Thr Pro 1Lys TYr Lys

305

310 315

aAsp Ile Asn Ile Thr

325

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 65:

(1)

(i)
(i)

SEK VENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 268 aminosyror
(B) TYP:aminosyra

(D) TOPOLOGI: linjir

MOLEKYLTYP: peptid

HYPOTETISK: NEJ

320



(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

99

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 65

Met Glu Pro Ala Asp Leu Leu Pro

1

Glu Gln Glu

Pro Lys Gln
35

Ala Gly Ser
50

pPro Thr Ile
65

ser Leu val
val Gly Arg
Asp Arg ser

115

Lys Arg Glu
130

Asn Pro Phe
145

Ser Ala Val Ar

Leu Cys Pro

Ala Pro Ser Thr Ala Glu Leu Arg lle Leu Pro Gly

195

Gly ser Cys Gln Gly Gly

210

Gln Lys Glu Asp Ile Glu val Arg Phe

225

Lys Gly Ser Phe Ala Ala Ala Asp Va

5

Pro Gly Gly
20

Arg Gly Met

Ile Pro Gly

Asn
70

Arg Val

Thr Lys
85

Asp

Bis Cys Gln

100

Ile Bis Ser

Teu Glu Ala

ASn Val rro
150

165

180

Ala

Arg

Glu

85

Bis

Pro

Bis

Phe

Ala

135

Met

Thr
Phe
40

Bis

Tyr

Pro

Gly

Gln

120

val

Glu

200

215

230

. 245

Leu

Pro

25

Arg

ser

Arg

Bis

TYIr
105
Asn

Ala

Glu

g Leu Cys Phe Gln val Trp Val Asn Gly Pro
170

TYr Leu Gln Pro Glu Trp Gly
10 : 15

phe Val Glu Ile Leu Glu Gln
30

Tyr Lys Cys Glu Gly
45

Arg ser

Thr asp Ser Ala Arg Thr fis

60

Gly Pro Gly
75

Arg val Arg val
: 80
Glu Leu
95

Gly Pro Eis Pro His

90

Glu Leu
110

Tyr Glu Ala ser Pro

Leu Gly Ile Gln Cys Val Lys

125

Glu Arg Ile Arg Thr Asn Asn
140

Arg Gly Ala Glu Tyr Asp Leu
155 160

Gly Gly
175

1eu Pro Pro Val Leu Ser Gln Pro Ile Tyr Asp Asn Arg
185

190

Asp Arg Asn Ser
205

asp Glu Ile Phe Leu Leu Cys Asp Lys Vval

220

Trp Ala Glu Gly Trp Glu Ala

235 240

1 BRis Arg Gln Val Ala Ile Val
250

255

Phe Arg Thr Pro PIo Phe Arg Glu Arg Ser Leu Arg
265

260



100

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 66:

6] SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 263 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGT: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 66

Met Asp Asp Leu Phe Pro Leu Ile Phe Pro Ser Glu Pro

1 5 10

ser Gly Pro Tyr val Glu Ile Ile Glu Gln Pro Lys Gln

20 25

Arg Phe Arg Tyr lLys Cys Glu Gly Arg ser Ala Gly Ser

3s 40

45

Glu Arg ser Thr Asp Thr Thr Lys Thr Bis Pro Thr Ile
50 55 60

Gly Tyr Thr Gly Pro Gly Thr val Arg Ile Ser Leu val

68 70 75

pro pro Bis Arg Pro Bis PIO Bis Glu Leu Val Gly Lys

85 90

Asp Gly Tyr Tyr Glu Ala Asp Leu Cys Pro Asp Arg Ser

100 105

phe Gln Asn Leu Gly Ile Gln Cys val Lys Lys Arg Asp

115 120

125

aAla Ile ser Glm Arg Ile Gln Thr Asn Asn Asn Pro Phe

130 135

140

1le Glu Glu Gln Arg Gly Asp Tyr Asp Leu Asn Ala Val

145 150 155

Phe Gln val Thr Val Arg Asp Pro Ala Gly Arg Pro Leu

165 170

Pro Val Leu Ser His Pro 1le Phe Asp ABnh Arg Ala Pro

180 185

Glu Leu Lys Ile Cys Arg val Asn Axrg Asn Ser Gly ser

195 200

205

Ala

Arg

30

Ile

Lys

Thr

Asp

Ile

110

Leu

Bis

Arg

Leu

Asn
190

Cys

Gln Ala
15

Gly Met

Pro Gly

Ile asn

Lys Asp
80

cys Arg
95

Bis Ser

Glu Gln

val Pro

Leu Cys
160

Leu Thr
175

Thr Ala

Leu Gly



Gly asp Glu Ile Phe
210 215
Glu Val

225 230

Gln Ala Asp Val Bis Arg Gln val
245

Tyr Ala Asp Pro Ser Leu Gln
260

¢yr Phe Thr Gly Pro Gly Trp Glu

101

Leu Leu Cys Asp LyS val Gln Lys Glu Asp Ile

220

Ala Arg Gly Ser Phe Ser
235 240

Ala Ile Val phe Arg Thr Pro Pro

250 255

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 67:

@

SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 263 aminosyror

(B) TYP: aminosyra

(D) TOPOLOGTI: linjér

(i)
(i)
(iv)
)

HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

MOLEKYLTYP: peptid

FRAGMENTTYP: intern

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 67

Met Asp Glu Leu phe Pro Leu lle
1 5

ser Gly FPro TYr val Glu Ile Ile
20

Arg Phe Arg Tyr Lys cys Glu Gly
35 40

Glu Arg ser Thr Asp Thr Thr Lys
50 55

Gly Tyr Thr Gly Pro Gly Thr Vval
65 70 '

Pro Pro Eis Arg Pro Bis Pro His
85

Asp Gly Phe Tyr Glu Ala Glu Leun
100

Phe Gln Asn Leu Gly Ile Gln Cys
115 . 120

Ala Ile Ser Glm Arg Ile Gln Thr
130 135

phe Pro Ala Glu Pro Ala Gln Ala
10 1s

Glu Gln Pro Lys Gln Arg Gly Met
25 30

Arg Ser Ala Gly Ser Ile Pro Gly
45

ohr Bis Pro Thr Ile Lys Ile Asn
60

Arg Ile Ser Leu val Thr Lys Asp
75 80

Glu Leu Val Gly Lys Asp Cys Arg
S0 95

cys Pro Asp Arg Cys Ile RHis Ser
105 110

val Lys Lys Arg Asp Leu Glu Gln
125

Asn Asn Asn Pro Phe Gln val Pro
140



Ile
145
Phe
PYO
Glu
Gly
210
Glu
225
Gln
byt
(2) INF
@)
(i1)
(iid)
(iv)
)
(xi)
Met Phe Pro As
1
val Asp

Gln Gln Gln Leu Ala Gln Ser T

val Lys Ile Th

Glu Cys Glu Gly Arg Ser ala Gly Ser Ile

102

Glu Glu Gln Arg Gly Asp Tyr Asp Leu Asn Ala Val Arg Leu Cys

150 155 160

Gln val Thr val Arg Asp Pro Ser Gly Arg Pro Leu Arg Leu Pro

165 170 175

val Leu Pro His Pro Ile Phe Asp Asn Arg Ala Pro Asn Thr Ala

180 185 190

teun Lys Ile Cys Axg val Asn Arg Asn Ser Gly Ser Cys Leu Gly
195 200 205

Asp Glu Ile Phe Leu Leu Ccys Asp Lys Val Gln Lys Glu Asp lle

215 220

val Tyr Phe Thr Gly Pro Gly Trp Glu Ala Arg Gly Ser Phe Ser

230 235 240

Ala asp Val BHis Arg Gln val Ala Ile val Phe Arg Thr Pro Pro

245 250 . 255

Ala Asp Pro Ser Leu Gln

nly Gln Gln Ser Leu Aen Tyr Asn Gly Leu Pro

260

ORMATION FOR SEKV ID NR 68:
SEKVE_NSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 299 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjar
MOLEKYLTYP: peptid
HYPOTETISK: NEJ
ANTISENS: NEJ
FRAGMENTTYP: intern
SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 68

5 10 15

20 25 .30

35 40 45

50

65

55 60

70 75 80

n Gln Asn Asn Gly Ala Ala Pro Gly Gln Gly Pro Ala

Ala Gln Gln

hr Lys Asn Val Arg Lys Lys Pro Ty

r Glu Gln Pro Ala Gly Lys Ala Leu Arg Phe Arg TYr

Pro Gly val Asn Ser Thr



Pro Glu

Arg Ala

Pro Bis

130

Leu Gly

145

Arg Phe

Gln val

Pro Pro

210

Leu val
225

Thr Gln

val Arg

Gly Asp

Lys Thr
290

(2) INF
@

Asn Lys Thr Tyr Pro Thr Ile
85

val val val val Ser Cys val
100 105

Pro His Asn Leu Val Gly Lys
118 120

Leu Glu Ile Asn Ser Glu Thr
135

Tle Gln Cys Val Lys Lys Lys
150

Glu Glu Ile Arg Val Asp Pro
165

Gln Pro Ser Ser Ile Asp Leu
180 185

phe Met Glu Ser Glu Gln Lys
195 200

val val ser Glu Pro Ile Phe
215

Ile Cys Arg Leu Cys Ser Cys
230

Ile Ile Leu Leu Cys Glu Lys
245

Phe Phe Glu Glu Lys Asn Gly Gln ser

260 265

Phe Gln Bis Thr ASp val His Lys Gln Thr

275 280

pro Arg Tyr Bis Thr Leu Asp Ile Thr

295

103

Glu Ile
90

Thr Lys

Glu Gly

Met Arg

asp lle
155

Phe Lys
170

Asn ser
CGly Arg
Asp Lys
ser Ala

235

val Ala
250

(A) LANGD: 261 aminosyror

(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjdr

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

val
Asp
Cys
Ala

140

Glu

Thr

val

Phe

Lys

220

Thr

Lys

val

ORMATION FOR SEKV ID NR 69:
SEK VENSEGENSKAPER:

Gly
Thr
Lys
125
val
Ala
Gly
Arxg
Thr
205
Ala

val

Glu

TCp

Ala
285

TYYX

Pro

110

Lys

Phe

Ala

Phe

Leun

190

Ser

Met

Phe

Asp

Glu
270

Ile

Lys
9%

TYT
Gly
ser
Leu
ser
175
cys
Pro
ser

Gly

Ile
255

Gly

Arg

val

Asn

Lys

160

Bis

Phe

Leu

Asp

Asn

240

sar

Ala Phe

Thr Phe



104

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 69

Met Asp Phe Leu Thr Asn Leu Arg Phe Thr Glu Gly Ile Ser Glu Pro

Tyr Ile

Tyr Lys

Thr Asp
50

Gly Lys

Lys Pro

Tyr Glu

Leu Gly

Leu Arg
130

Bis Asn
145

Ala Phe

Leu Ile

Leu Arg

Asp Glu

210

val Arg
225

Ala Asp

Leu Gly

Glu

cys
35

Asn

val

His

Ala

Ile

115

Ile

Ile

Leu

Ser

Ile

195

Ile

Phe

val

ABp

Ile
20
Glu

Asn

Lys

Pro

Glu

100

Gln

ser

Asp

Pro

Asn
180

cys

Phe

val

Bis

Ile
260

Phe

Gly

Lys

Ile

Bis

85

Phe

cys

Lys

Glu

Asp

165

Pro

Arg

Leu

Leu

Arg

245

Thr

10 . 15

Glu Gln Pro Arg Gln Arg Gly Thr Arg Phe AXg
25 30

Arg ser Ala Gly Ser Ile Pro Gly Glu His ser
40 45

Thr Phe Pro Ser Ile Gln Ile Leu Asn Tyr Phe
55 60

Arg Thr Thr Leu Val Thr lys Asn Glu Pro Tyr
70 75 80

Asp Leu Val Gly Lys Gly Cys Axg Asp Gly Tyr
90 LE]

Gly Pro Glu Arg Gln val Leu Ser Phe Gln Asn
105 110

val Lys Lys Lys Asp Leu Lys Glu Ser Ile Ser
120 125

Lys Asn Pro Phe Asn val Pro Glu Glu Gln Leu
135 140

Tyr Asp Leu Ash val val Arg Leu Cys Phe Gln
150 185 160

¢lu His Gly Asn Tyr Thr Leu Ala Leu Pro Pro
170 175

Ile Tyr Asp Asn Arg Ala Pro Asn Thr Ala Glu
) 185 190

val Asn Lys Asn Cys Gly Ser val Lys Gly Gly
200 205

Leu Cys Asp Lys val Gln Lys Asp Asp lle Glu
215 220

Gly Asn Trp Glu Ala Lys Gly Ser Phe Ser Gln

230 235 240

Gln val Ala Ile val Phe Arg Thr Pro Pro Phe
250 255
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Glu val Arg Phe Val Leu Gly Asn Trp Glu Ala Lys Gly Ser Phe Ser
225 230 235 240

Gln Ala Asp Val His Arg Gln val Ala Ile val Phe Arg Thr Pro Pro
245 250 255

phe Leu Gly Asp Ile Thr
260

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 71:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 314 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTL: linjar

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 71

Met Ser Asn Lys Lys Gln Ser Asn Arg Leu Thr Glu Gln His Lys Leu
1 5 10 15

ser Gln Gly val Ile Gly Ile Phe Gly Asp Tyr Ala Lys Rla His Asp
20 25 30

Leu Ala val Gly Glu val ser Lys Leu Val Lys Lys Ala Leu Ser Asn
35 40 45

Glu Tyr Pro Gln Leu ser Phe Arg Tyr Arg Asp Ser Ile Lys Lys Thr
50 55 60

Glu Ile Asn Glu Ala Leu Lys Lys Ile ASp Pro Asp Leu Gly Gly Thr
65 70 15 80

Leu Phe val Ser Asn Ser Ser Ile Lys Pro Asp Gly Gly Ile val Glu
85 90 95

val Lys Asp Asp Tyr Gly Glu Trp Arg val val Leu val Ala Glu Ala
. 100 105 110

Lys Bis Gln Gly Lys Asp Ile Ile Asn 1le Arg Asn Gly Leu Leu val
115 120 125

Gly Lys Arg Gly Asp Gln Asp Leu Met Ala Ala Gly Asn Ala Ile Glu
130 135 140

Arg Ser Bis Asn Ile Ser Glu Ile Ala Asn Phe Met Leu Ser Glu Ser
145 150 155 160



Bis

Asn

Asn

Ser

val

225

Leu

Ser

Phe

Arg
aes

Phe

Ile

Ser

Asn

210

val

Thr

Lys

Ile

Glu
290

Asp

Pro

Ser

Gly

195

phe

Asn

Ala

Phe

Tyr
275

Ile

Leu

TYyr

lle

180

Ser

Leu

Leu

Ala

val

260

Thr

Met

Phe

val

165

Thr

Glu

Thr

Glu

Asn

245

Asn

Gln

Phe

Glu

Leu

Arg

Ser

Glu

TYyr
230
Tyr
Bis

Gly

Asp

Gln
310

Phe

Pro

EBis

Asn

215

Asn

cly

Lys

ASp

lle
295

Leu

Leu

Asp

Phe

200

Ile

Ser

Met

Asp

Gly

280

Ser

Thr

Glu

Gly

165

Pro

Ser

Gly

Pro

1ys

265

Arg

Thr

serx

107

Gly

170

Arg

Tyr

Ile

Ile

Ile

250

ser

Glu

Thr

Lys

Ser Asn

val val

val Leu

Thr Arg

220

Leu Asn

235

Asn Serxr

Ile Met

Trp ASp

ser Leu
300

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 72:
SEKVE_NSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 17 aminosyror

(i)

(if)
(iii)
(iv)
v)

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 72

(B)

TYP: aminosyra

(D) TOPOLOGTL: linjér

MOLEKYLTYP: peptid

HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

FRAGMENTTYP: intern

cys Asp Thr Asp

1

Thr

Phe Leu

Asn Leu
190

Phe Leu
205

Pro Asp

Arg Leu

Asn Leu

Leu Gln
270

ser Lys
285

Arg val

Asp Arg Ris Arg 1le Glu Glu Lys Arg Lys8
5 10

Thr Glu
175

Glu TYr
Glu Gly
Gly Arg
Asp Arg

240
cys Ile
255
Ala Ala

Ile Met

Leu Gly

Arg Ly®

15
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 73:
@A) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 168 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 73

Gly Asp Pro Gly Lys 1ys
1 5

Gly Lys Val Tyr Gly Lys
20

Bis Thr Gly Glu Arg Pro
35

Arg Phe Thr Arg Ser ABD
50

Gly Glu Lys Lys Phe Ala
65 70

Ser Asp His Leu Ser Lys
85

Gly Pro Gly val Ala Leu
100

Ala Gly Ser Glu Gly Ser
115

Thr Asn Met Val Ala Met
130

Leu Ala Asn Ser Gly Ile
145 150

Ile Asn Ile Ser Gly Asn
165

Lys Gln
Thr Ser

Phe Met
40

Glu Leu
55

Ccys Pro

Bis Ile
ser Val

Gly Thr
120

Glu Ala
135

Asn Val

Gly Phe

Bis Ile Cys His Ile Gln Gly Cys
10 . 15

Eis Leu Arg Ala Eip Leu Arg Trp
25 30

cys Thr Trp ser Tyr Cys Gly Lys
45

Gln Arg Bis Lys Arg Thr Bis Thr
60

Glu Cys Pro Lys Axg Phe Met Arg
75 80

Lys Thr Bis Gln Asn lLys Lys Gly
90 95

Gly Thr Leu Pro Leu Asp Ser Gly
105 110

Ala Thr Pro Ser Ala Leu Ile Thr
125

Ile Cys Pro Glu Gly Ile Ala Arg
140

Met Gln Val Ala Asp Leu Glm Ser
155 160

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 74:
6)) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 181 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjdr

(i) MOLEKYLTYP: peptid
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(i) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ
(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 74

ser Gly Ile val Pro Gln Leu Gln Asn Ile Val ser Thr val Asn Leu
1 5 ) 10 15

Gly Cys Lys Leu Asp Leu Lys Thr Ile Ala Leu Arg Ala Arg Asn Ala
20 25 : 30

Glu Tyr Asn Pro Lys Arg Phe Ala Ala val Ile Met Arg Ile Arg Glu
as 40 45

Pro Arg Thr Thr Ala Leu Ile Phe Ser Ser Gly Lys Met val Cys Thr
50 55 60

Gly Ala Lys Ser Glu Glu Gln Ser Arg Leu Ala Ala Arg Lys Tyr Ala
€5 70 75 80

arg val val Gln Lys Leu Gly Phe Pro Ala Lys Phe Leu Asp Phe Lys
85 90 95

Ile Gln Asn Met val Gly Ser Cys Asp Val Lys Phe Pro Ile Arg Leu
100 105 110

Ala Glu Ile Tyr Glu Ala P
he Glu Asn Ile Tyr Pr
o Ile L
165 170 . fgg ol

Phe Arg Lys Thr Thr
180

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 75:
(i) SEK VENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 85 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGT: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ
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(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 75

Ser Cys Phe Ala Leu Ile Se
: r Gly Thr Ala Asn Gln Val Lys C
S 10 ! 115'8 o

Arg Phe Arg val Lys L 3
y8 Asn Bis Arg His Arg Tyr
G
20 2 Tyr Glu J;gn Cys Thr

Ala ser Leu Asp Phe
85

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 76:
@ SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 87 aminosyror
(B) TYP:aminosyra
(D) TOPOLOGTL: linjér

(ii) MOLEKYLTYP: peptid
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 76

Gly Asn Gly Asn Gln Val Lys

cys Pro Cys Leu Leu 7le Gly Thr Ser
10 15

1 5

cys Tyr Ser Phe Arg val Lys Arg Trp Bis Asp Arg Asp Lys Tyr His
20 25 30

gis Thr Thr Thr Trp TIP Ala val Gly Gly Gln Gly Ser Glu Arg Pro
k)3 40 45

Gly Asp Ala Thr val Ile val Thr Phe Lys Asp Gln Ser Gln Arg Ser
50 55 60

n Gln val Pro Leu Pro Pro Gly Met Ser Ala His Gly

Bis Phe Leu Gl
75 80

65 70

val Thr Met Thr Val Asp Phe
85
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 77:
1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 84 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTL: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 77
pro Pro val Ile Cys Leu Ly® Gly Gly Bis Asn Gln Leu Lys Cys Leu
1 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Lys Ser Lys Bis Ser Ser Leu Phe Asp Cys 1le Ser
25 30

Thr Thr Trp Ser Trp val Asp Thr Thr Ser Thr cys Arg Leu Gly Ser
a5 40 45

Gly Arg Met Leu Ile Lys Phe Ala Asp Ser Glu Gln Arg Asp Lys Phe
50 55 60

Leu Ser Arg Val Pro Leu Pro ser Thr Thr Gln val Phe Leu Gly Asn
65 70 75 ‘ 80

Phe Tyr Gly Leu

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 78:
(1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 84 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjér
(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern
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(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 78:

pro Pro val Ile Leu val Arg Gly Gly Ala Asn Thr Leu Lys Cys Phe
l L) 10 15

Arg Asn Arg Ala Arg val Arg Tyr Arg Gly Leu Phe Lys Tyr Phe Ser
20 25 30

ohr Thr Trp Ser Trp val Ala Gly Asp Ser Thr Glu Arg Leu Gly Arg
35 40 45

Ser Arg Met Leu Ile Leu Phe Thr Ser Ala Cys Gln Arg Glu Lys Pro
50 55 60

asp Glu Thr val Lys TYr Pro Lys Gly val Asp Thr Ser Tyr Gly Asn
€5 70 75 80

Leu Asp Ser Leu

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 79:
() SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 84 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 79

Pro Pro Val val Cys val Lys Gly Gly Ala Asn Gln Leu Lys Cys leu
1 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Lys ala Ser Thr Gln Val Asp Phe Asp Ser Ile Ser
20 25 30

Thy Thr Trp Bis TIp Thr Asp Arg Lys Asn Thr Glu Arg Ile Gly Ser
35 40 45

Ala Arg Met Leu Val Lys Phe Ile Asp Glu Ala Gln Arg Glu Lys Phe
50 55 60

Leu Glu Arg Val Ala Leu PXo Arg Ser Vval Ser val phe Leu Gly Gln
65 70 75 80

Phe Asn Gly Ser



113

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 80:
(i) SEK VENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 84 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjdr

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 80

Thr Pro Ile val Gln Leu Gln Gly Asp Ser Asn Cys Leu Lys cys Phe
1l 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Asn Asp Lys Tyr Lys His Leu Phe Glu Leu Ala Ser
20 25 30

ser Thr Trp Bis Trp Ala ser PIo Glu Ala Pro Bis Lys Asn Ala Ile
35 40 45

val Thr Leu Thr Tyxr Ser Ser Glu Glu Gln Arg Gln cln Phe Leu Asn
S0 55 60

ger val Lys Ile Pro Pxo The Ile Arg Bis Lya Val Gly Phe Mat Ser
11 70 1% €9

Las Bis Leu Leu

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 81:
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 84 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjér
(i) MOLEKYLTYP: peptid
(i) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern
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(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 81
ohr Pzo Ile Val Gln Phe Gln 6ly Glu Ber Asn Cys Leu lys gs Phe
l S 19 .

Arg Tys Arg lLem Asb Arg Asp Ris hrg Ble Las Phe Asp Leu Ile Ger
20 25 30

gar Thr 7rp Bis Trp Als Gsr Bar tys ala Pzo Ble lye gis Ala Ila
35 40 45
val 7ht Val Thr TYT Aop Ber Glu Glu Gla Arg Glo Giu rbe Leu Anp
50 55 60

val Val Lys Ile Pro Pro Thr Ile Ber Bis Lys Leu Gly Phe Mot ger
€5 20 kL] ' 80

Leu Bip Loy Loy

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 82:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 80 aminosyror
(B) TYP:aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(i) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

v) FRAGMENTTYP: intern

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 82

Thr Pro Ile Ile His Leu 1ys Gly Asp Arg Asn Ser Leu Lys Cys Leu
1 S 10 15

Arg Tyr Arg Leu Arg Lys Bis Ser Asp His Tyr Arg Asp Ile Ser Ser
2 25 30

ohr Trp Bis Trp Thr Gly Ala Gly Asn Glu Lys Thr Gly Ile Leu Thr
35 40 45

val Thr Tyr Bis Ser Glu Thr Gln Arg Thr Lys Phe Leu Asn Thr val
50 55 60

Ala Ile Pro Asp Ser val Gln Ile Leu val Gly Tyr Asn Thr Met Tyr
€5 70 75 80
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 83:
1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 80 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjdr

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEI]

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 83

Thr Pro Ile val His Leu LyS Gly hsp Ala Asn Thr Leu Lys Cys Leu
1 5 10 15

Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr Ala Val Ser Ser .
20 25 . 30

Thr Trp Bis Trp Thr Gly Bis Asn Tyr LyS His Lys Ser Ala Ile Val
a5 40 45

Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gla Phe Leu Ser Gln
50 55 60

val Lys Ile Pro Lys Thr 1le Thr val Ser Thr Gly Phe Met Ser Ile
65 70 75 80

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 84:
1) SEKVE_NSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 81 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGT: linjar
(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern
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(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 84

Ala Pro Ile val His Leu Lys Gly Glu ser Asn Ser Leu Lys cys Leu
1 S 10 15

Arg Tyr Arg Leu Lys Pro Tyr Asn Glu Leu Tyr Ser Ser Met Ser Ser
20 ‘25 30

Thr Trp Bis Trp Thr Ser Asp Asn Lys Asn Ser Lys Asn Gly Ile val
35 40 : 45

ohr val Thr Phe val Thr Gly Gln Gln Gln Gln Met Phe Leu Gly Thr
50 55 60

val Lys Ile Pro Pro Thr vel Gln Ile ser Thr Gly Phe Met Thr Leu
65 70 5 80

val

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 85:
() SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 21 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 85 ‘

Gly Ile val Glu Gln cys Cys Thr ser lle Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 86:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 30 aminosyror
(B) TYP:aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ
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(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 86

phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe TyXr Thr Pro Lys Thr
" 20 25 30

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 87:
() SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 21 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(x1) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 87

Gly Ile val Glu Gln Cys cys Ala ser Val Cys sSer Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 : 15

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 838:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 30 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjdr

(iiy MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 838

Phe Val Asn Gln Bis Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Teu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 89:
@ SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 24 aminosyror

(B) TYP: aminosyra

(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 89

Gln Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His Val Gly Cys lle

b 5

Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys
20

10 15

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 90:
(1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 33 aminosyror

(B) TYP: aminosyra

(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 90
Asp Ser Trp Met Glu Glu val Ile Lys Ile Cys Gly Arg Glu Leu Val

1 5

10 15

Arg Ala Gln Ile Ala Ile Cys Gly Met Ser Thr Trp Ser Lys Arg ser

20 2

Leu

5 30

2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 91:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 24 aminosyror

(B) TYP: aminosyra

(D) TOPOLOGI: linjar
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(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iify HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ
v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV IDNR 91

Glu Glu Lys Met Gly Thr Ala Lys Lys Cys Cys Ala Ile Gly Cys Ser
1 5 10 15

Thr Glu Asp Phe Arg Met val cys
20

2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 92:
() SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 40 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 92

Arg Pro Asn Trp Glu Glu Arg Ser Arg Leu Cys Gly Arg Asp leu Ile
1 S 10 18

Arg Ala Phe Ile Tyr lLeu Cys Gly Gly Thr Arg Trp Thr Arg lLeu Pro
20 25 30

Asn Phe Gly Asn Tyr Pro Ile Met
35 40

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 93:
(1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 182 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGL: linjar

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iiiy HYPOTETISK: NEJ



(iv) ANTISENS: NEJ
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(v) FRAGMENTTYP: intern

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 93

Pro Thr Leu Gln Asd Tle Val Ser Thr Val

ser Gly
1

Asp Cys
Glu Tyr

Pro Lys
50

Gly Ala
€5

Arg Ile
Ile Gln
Glu Gly
Leu Phe

130

" Leu Ile
145

Asp Glu

Phe Arg

(2) INF
®

(ii)
(iif)
(iv)
)

Ile val

Lys Leu
20

Asn Fro
35

Thr Thr

Lys Ser

val Gln

asn Ile

100

Leu Ala
115

Pro Gly
Phe Vval

Thr Tyr

Lys 1le
180

5

Asp Leu
Lys Arg
Ala Leu

Glu Asp
70

Lys Leu
85

val Gly
TYr Ser
Leu Ile

ser Gly
150

Lys Ala
165

Gln Gln

Lys

Phe

1le
58

Phe
Gly
ser
Ris
TYyX
135

Lys

Phe

Ala
Ala
40

Phe

Ser

Phe

cys

Ala

120

Arg

Ile

Glu

10

Tle Ala Leu Gln Ala Arg
25 30

Ala val Ile Met Arg Ile
45

Ala ser Gly Lfs Met val
60

Lys Met Ala Ala Arg Lys
75

Pro Ala Lys Phe Lys Asp
90

Asp Val Lys Phe Pro Ile
105 110

Ala Phe Ser ser‘ryr Glun
125

Met Lys val Pro Lys Ile
140

val Ile Thr Gly Ala 1ys
155

Asn Ile Tyr Pro Val Leu
170

ORMATION FOR SEKV ID NR 94:
SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 84 aminosyror

(B) TYP: aminosyra

(D) TOPOLOGI: linjér

ANTISENS: NEJ

HYPOTETISK: NEJ

MOLEKYLTYP: peptid

FRAGMENTTYP: intern

Asn Leu
15

Asn Ala

arg Glu

cys Thr

Tyr Ala
80

Phe Lys
95

arg Leu

Pro Glu

val Leu

Met Arg

160

ser Glu
178
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(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 94

AsSh Ser Asn Ser ohr Pro Ile val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr
1 5 10 i5

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys Bis Cys Thr Leu Tyr Thr
20 25 30

Ala val Ser Ser Thr Trp Bis Trp Thr Gly Bis Asn val Lys BRis Lys
35 40 45

ser Ala Ile val Thr lLeu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln
50 55 60

Phe Leu Ser Glm val Lys 1le pro Lys Thr Ile Thr val ser Thr Gly
65 70 5 80

Phe Met Ser Ile

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 95:
@) SEK VENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 84 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTL: linjér

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(i) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 95

Asp Ser Aen Thr Thr Pro Ile Val Eis Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr
1 S 10 is

| Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys Bis Cys Thr Leu Tyr Thr
20 25 30

Ala Val ser Ser Thr Trp gis Trp Thr Gly His Asn val Lys His Lys
35 40 45

ser ala Ile val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln
50 55 60

phe Leu Ser Glm Val Lys 1le Pro Lys Thr Ile Thr val ser Thr Gly
65 70 75 80

Phe Met ser Ile
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2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 96:
() SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 83 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjar

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iify HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 96

ser Gly Asn Thr Thr Pro Tle Ile Bis Leu Lys Gly Asp Axg Asn ser
b 5 10 15

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Leu Arg Lys Bis ser Asp His Tyr Arg
20 25 30

Asp lle ser Ser Thr Trp Bis Trp Thr Gly Ala Gly Asn Glu Lys Thr
a5 40 45

Gly Ile Leu Thr val Thr Tyr Bis Ser Glu Thr Gln Arg Thr Lys Phe
50 55 60

Leu Asn Thr val ala Ile Pro Asp ser val Gln Ile Leu Val Gly Tyr
€5 70 75 80

Met Thr Met

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 97:
(1) SEKVE_NSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 84 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGT: linjar
(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ]
(iv) ANTISENS: NEJ

V) FRAGMENTTYP: intern
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(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 97

ger Gly Asn Thr Ala Pro Ile Vval gis Leu Lys Gly Glu Ser Asn ser
1 5 10 15

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Leu LyS Pro Tyr Lys Glu Leu TYyr Ser
20 25 30

ser Met Ser Ser Thr Trp Bis TIp Thr ser Asp Asn Lys Asnh Ser Lys
35 40 45

Asn Gly Ile val Thr val Thr Phe val Thr Glu Gln Gln Gln Gln Met
50 55 60

Phe lLeu Gly Thr val Lys Tle Pro Pro Thr Val Gln Ile ser Thr Gly
65 70 75 80

Phe Met Thr Leu

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 98:
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 89 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
D) TOPOLOGI: linjér

(i1) MOLEKYLTYP: peptid

(iiiy HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 98

ser Gly Asn Thr Ser Cys phe Ala Leu Ile Ser Gly Thr Ala Asn Gln
1 5 10 15

val Lys Cys Tyr Arg phe Arg Val Lys Lys Asn His Arg His Arg TyTr
20 25 30

clu Asn Cys Thr Thr Thr Trp Phe Thr val Ala Asp Asn Gly Ala Glu
as 40 45

Arg Gln Gly Gln Ala Gln Ile Leu Ile Thr Phe Gly Ser Pro Ser Gln
50 55 60

Arg Gln Asp Phe Leu Lys Bis val Pro Leu Pro Pro Gly Met Asn Ile
65 70 75 80

ser Gly Phe Thr Ala Ser Leu Asp Phe
85
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 99:
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 7 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjdr

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(V) FRAGMENTTYP: C-terminal

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 99

ser Asn Lys Lys Thr Thr Ala
1 5

2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 100
) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 4 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjar

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 100:

asn Ser Aasn Thr
1

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 101
@) SEK VENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 4 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGT: linjar

(i) MOLEKYLTYP: peptid
(i) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ
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W) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 101

ser Gly Asn Thr
1

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 102
@) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 6 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjar
(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ
v) FRAGMENTTYP: intern

(xi) SEK VENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 102

ser Ser Gly Ser Ser Gly
1 5

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 103
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 15 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGT: linjar
(i) MOLEKYLTYP: peptid
(iiiy HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ
(v) FRAGMENTTYP: intern

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 103

¢ys Tyr Pro Glu 1le Lys Asp Lys Glu Glu val Gln Arg Lys Arg
1l 5 10 15
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 104
® SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 66 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGT: linjar

(i) MOLEKYLTYP: protein
(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

) FRAGMENTTYP: N-terminal

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 104

Met Glu Gln Arg lle Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln
1 5 10 . 15

Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ile Eis Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr 1le Asn Ala Asp Gly

35 40 45
Ser val Tyr Ala Glu Glu val Lys Pro Phe Pro Sex Asn Lys 1ys Thr
50 55 50
Thr Ala

65

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 105
) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 66 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjér
(i) MOLEKYLTYP: protein
(iii) HYPOTETISK: NEJ]
(iv) ANTISENS: NEJ
) FRAGMENTTYP: N-terminal

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 105

Met Glu Gln Glu Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln
1 5 10 15
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Thr Lys Thr Ala Lys ASP Leu Gly val Tyr Gln ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30 '

Ala Ile Bis Ala Gly Arg LYS fle Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly
35 40 45

ser val Tyr Ala Glu Glu val Lys Pro Phe Pro ser Asn Lys Lys Thr
50 55 60

Thr Ala
65

2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 106
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 66 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTL: linjér

(i) MOLEKYLTYP: protein
(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: N-terminal

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 106

Met Arg Gln Arg Ile Thr Leu Lys Asp TYyTr Ala Met Arg Phe Gly Gln
1 L} 10 15

Thr Lys Thr Ala Lys AsSp Leu Gly val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly

35 40 45
ser val Tyr Ala Glu Glu val Lys Pro Phe Pro sSer Asn Lys Lys Thr
50 55 60
Thr Ala

65

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 107
1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 96 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGT: linjar

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iii) HYPOTETISK: NEJ
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(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: N-terminal

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 107

ser Thr Lys Lys Lys Pro leu Thr Gln Glu Gln Leu Glu Asp Ala Arg
1 5 10 : 1%

Arg Leu Lys Ala Ile Tyr Glu Lys Lys Lys Asn Glu Leu Gly Leu Ser
20 25 30

Gln Glu Ser val Ala Asp Lys Met Gly Met Gly Gln Ser Gly val Gly
35 40 45

Ala Leu Phe Asn Gly Ile Asn Ala Leu Asn Ala Tyr Asn Ala Ala Leu
50 55 60

Leu Ala Lys Ile Leu LYy8 val Ser val Glu Glu Phe Ser Pro Ser Ile
65 70 75 80

Ala Arg Glu Ile Tyr Glu Met Tyr Glu Ala Val Ser Met Glu Pro Ser
85 90 95

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 108
(1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 96 aminosyror
(B) TYP:aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjar

(i) MOLEKYLTYP: peptid

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: N-terminal

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 108

ser Thr Lys Lys Lys Pro lLeu Thr Gln Glu Gln Leu Glu Asp Ala Arg
1 5 10 15

Arg Leu lys ala Ile Tyr Glu Lys 1ys Lys Asn Glu Leu Gly Leu Ser
20 25 30

Gln Glu ser val Ala Asp LYyS Met Gly Met Gly Gln Ser Gly Vval Gly
35 40 45

Ala Leu Phe Asn Gly Ile Asn Ala Leu Asn Ala Tyr Asn Ala Ala Leu
50 55 60

Leu Ala Lys Ile lLeu Lys val Ser val Glu Glu Phe Ser Pro ser Ile
€5 70 75 80



T

Ala Arg Glu lle TYZX
85

129

90

) SEK VENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 180 aminosyror
TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGL linjar

(ii)
(iit)
(iv)
v)
(x1)

cly Ile
1l

Glu Asn

Tyr Ala

Tyr Gln
50

leu Thr
65

Phe Pro

Asn Ser

Leu Lys

Ala val

130

ser Ala
145

Phe Leu

Phe Met

(B)

val Glu

Tyr cys
20

Met Arg
35

ser Ala

1le Asn

Ser Asnh

Asn Thr
100

cys Leu
115

Ser Ser
I1le val

ser Gln

ser lle
180

ANTISENS: NEJ

MOLEKYLTYP: protein

HYPOTETISK: NEJ

Gln cys Cys Thr ser

5

Asn Met

phe Gly

Ile Asn

Ala Asp
70

Lys LyS
85

Thr Pro

Arg TYT

Thr Trp

Thr Leu

150

val Lys
165

ser
Gln
1ys
55

Gly
Thr
Ile
Arg
Bis
135

Thr

Ile

Met Glu
25

Thr Lys
40

Ala Ile

ser val

Thr Ala

val His
108

Phe Lys
120

Trp Thr

Tyr Asp

Pro Lys

FRAGMENTTYP: N-terminal

Glu Met Cys Glu Ala Val Ser Met Glu

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 109

95

SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 109

1le Cys Ser Leu TyX Gln

10

Gln Arg

Thr Ala

Bis Ala

Tyr Ala
75

Ser Asn
90

Leu Lys
Lys His
Gly His
ser Glu

155

Thr Ile
170

Ile

Lys

15

thr Leu Lys
30

Asp Leu Gly

45

Gly
60

Glu
Lys
Gly

cys

Ash
140

Trp

Thr

Arg Lys Ile
Glu val Lys

Lys Thr Thr
95

Asp Ala Asn
110

Thr Leu Tyr
125

val Lys Bis

Gln Arg Asp

val ser Thr
175

Pro Ser

Leu

Asp

val

Phe

Pro

80

Ala

Thr

Thr

Lys

Gln

160

Gly
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(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 110
(1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 113 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjéir

(i) MOLEKYLTYP: protein
(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: N-terminal

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 110

Gly Ile val Glu Gln Cys Cys Thr §er Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn Met Ser Met Glu Gln Arg Ile Thr Leu Lys ASp
20 25 30

Tyr Ala Met Arg phe Gly Gln Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly val
35 40 45

Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys Ala Ile gis Ala Gly Arg Lys Ile rhe
50 55 €0

teu Thr Ile Asn Ala Asp Gly Ser val Tyr Ala Glu Glu val Lys Pro
65 70 75 80

Phe Pro ser Asn Lys Lys ohr Thr Ala Ser Asn Lys Ly® Thr Thr Ala
85 90 95

Cys Asp Thr Asp Asp Arg BHis Arg Tle Glu Glu Lys Arg Lys Arg Lys
100 105 110

Thr

(2) INFORMATION FOR SEKVIDNR 111
) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 292 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGL: linjar
(i) MOLEKYLTYP: protein
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: N-terminal
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(x1) SEK VENSBESKRIVNING: SEKVIDNR 111

Phe Val Asn Gln Bis

1

5

Leu val Cys Gly Glu

Met

Thr

Ala
65

ser

Thr

Gly

Tyr
145

Arg

val
Gln
Gly

225

Phe

Ile

Glu

Arg

Glu

Lys
50

Ile

val

Ala

Ile

Lys

130

Asn

Thr

Lys

val

Asn

210

Leu

Pro

Phe

Ile

Lys
290

20

Gln Glu

35

Thr Ala

Eis

Tyr

Ser

val

115

Leu

Pro

Thr

Ser

Gln

195

Met

val

Gly

val

TYT
275

Thr

Ala

Ala

Asn

100

Pro

Asp

Lys

Ala

Glu

180

1ys

val

Leu

Leu

ser
260

Glu

Thr

Ile

Lys

Gly

Glu

85

Lys

Gln

Leu

Arg

Leu

165

Glu

Leu

Gly

Thr

Ile
245

Gly

Ala

Leu Cys Gly ser Bis Leu val Glu Ala

hrg

Thr

Asp

Arg

70

Glu

Lys

Leu

Lys

Phe

150

Ile

Gln

Gly

serxr

His

230

Tyr

Lys

Phe

Gly

Leu

Leu

55

Lys

val

Thr

Gln

Thr

135

Ala

Phe

Ser

Phe

cys

215

Gln

Arg

val

Glu

Phe

Lys

40

Gly

Ile

Lys

Thr

Asn

120

Ile

Ala

Ser

Arg

Pro

200

Asp

Gln

Met

val

Asn
280

Phe
25
Asp

val

Phe

Pro

Ale

105

Ile

Ala

val

ser

Leu

185

Ala

vVal

Phe

Ile

10

3

TYIr

Leu

Phe

90

Ser

val

Leu

1le

Gly

170

Ala

L1ys

Lys

Ser

Lys
250

Thr

Ala

Gln

Thr
75

Pro

Ser

Ser

Arg

Met

155

Lys

Ala

Phe

Phe

Ser
235

Pro

Leu Thr Gly

265

Ile Tyr Pro

Pro

Met

Ser
60

Ile
ser
Gly
Thr
Ala
140
Arg
Met
Axg
Leu
Pro
220

TYX

Arg

Ala

lle

Lys

Arg

45

Ala

aAsn

Asn

Serxr

val

125

Arg

Ile

val

Lys

AsSp

205

1le

Glu

Ile

Lys

Leu
285

Thr
30

Phe

Ile

Ala

Lys

Serx

110

Asn

Asn

Arg

Cys

TYIX

190

Phe

Arg

Pro

val

val
270

Lys

Leu
15

Met
Gly
Asn
Asp
Lys
95

Gly
Leu
Ala
Glu
Thr
175
Ala
Lys
Leu

Glu

Leu
255

TYr

Ser

Gln

Lys

Gly

80

Thr

Ser

Gly

Glu

Pro

160

Gly

Arg

Ile

Glu

Leu
240

Leu

Arg Ala

Gly

Phe



132

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 112
(1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 273 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGTI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: protein

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: N-terminal

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKVIDNR 112

phe val Asn Gln Bis Leu Cys Gly Ser Bis Leu Vval

1

Leu val Cys

Met Arg Gln
35

Thr Lys Thr
50

Ala Ile Bis
65

ser val Tyr

Thr Ala Ser

Gln Bis Ile
115

Ser Bis Leu
130

Met Cys Thr
145

Leu Gln Arg

Pro Glu Cys

Gly
20

Arg
Ala
Ala

Ala

Asn
100
Cys
Arg
Trp

Bis

Pro
180

5

Glu

Ile

Lys

Gly

Glu
85

Lys

His

Ala

Ser

Lys

168

Lys

Arg Gly Phe

Thr

Asp

Arg

70

Glu

Lys

Ile

Bis

TYE

150

Arg

Arg

Leu

Len

55

Lys

val

Thr

Gln

Leu
135

cys

Thr

Phe

Lys

40

Gly

Ile

Lys

Thr

Gly

120

Arg

Gly

His

Met

Phe
25

Asp
val
Phe

Pro

Ala
105

cys
Trp
rys
Thr

Arg
185

10

Tyr Thr Pro
Tyr Ala Met

TYr Gln Ser
60

Leu Thr Ile
75

Phe Pro Ser
90

Gly Asp Pro
Gly Lys Val
gis Thr Gly

140

Arg Phe Thr
185

Gly Glu Lys
170

ser Asp His

Glu Ala

Lys Thr
30

Arg Phe
45

Ala Ile
Asn Ala

Asn Lys

Gly Lys
110

'Tyr Gly

125

Glu Arg

Axrg Ser

Lys Phe

Leu Ser
190

Leu TY?
15

Met se1

Gly Glr

Asn Lyt

Asp Gly
80

Lys Tht
95

Lys Lyt

Lys Th:

Pro Phe

Asp Gt
164

aAla cyi
175

Lys Bit
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1le Lys Thr gis Gln Asn Lys Lys Gly Gly Pro Gly val Ala Leu Ser
195 200 205

val Gly Thr Leu Pro lLeu Asp Ser Gly Ala Gly Ser Glu Gly Ser Gly
210 215 220

Thr Ala Thr Pro Ser Ala Leu Ile Thr Thr Asn Met val Ala Met Glu
225 230 235 ’ 240

Ala Ile Cys Pro Glu Gly Ile Ala Arg Leu Ala Asn Ser Gly Ile Asn
245 250 255

val Met Gln Val Ala Asp Leu Gln Ser Ile Asn Ile ser Gly Asn Gly
260 265 270

Phe

) INFORMATION FOR SEKV ID NR 113
(1) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 421 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGT: linjér

(i) MOLEKYLTYP: protein
(i) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

(v) FRAGMENTTYP: N-terminal

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 1 13

Gln Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys gis val Gly Cys 1lle
1 5 10 15

Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys Met Ser Met Arg Gln Arg Ile Thr
20 25 30

Leu Lys Asp TYTr Ala Met Arg Phe Gly Gln Thr Lys ‘Thr Ala Lys Asp
35 40 45

Leu Gly val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn lys Ala Ile His Ala Gly Arg
50 55 €0

Lys Ile Phe Leu ohr Ile Asn Ala Asp Gly ser val Tyr Ala Glu Glu
€5 70 75 80

val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr Thr Ala Ser Asn Lys Lys
85 90 95

Thr Thr Ala Met Ala Asp Asp Asp Pro Tyr Gly Thr Gly Gln Met Phe
100 105 110



Bis

Ser

Glu
1458

Pro

ser

Ile

Ser

Gly

225

val

Ala

Glu
Asp
305

Thr

Tyr

Asp

cys

Glu
385

Leu

Pro
130

Gln

Ser

TYyX

val

Leu

210

Pro

Thr

cys

Lys
290
Leu
Gly
ASp
Arg
ASp

370

Glu

Asn
115

Glu

Pro

Bis

Pro

Gln

195

val

Lys

Lys

Ile

Leu

275

Glu

Ser

Ser

Ser

Thr

355

Lys

Asn

Asp Val Ris

Asp val Asn

Thr

Ile
Lys
Gly
Gln
180
v.oa
Gly
Asp
Lys
Arg
260
Gln
Ile
val

Phe

Lys
340

-Ala

val

Gly

Arg

Ile
420

Ala

Pro

Gln

Gly
165
val
val
Lys

Met

Lys
245
Gly
Ala

1le

val

Thr
325

Ala

Gly

Gln

Gly

Gln
405

Thr

Leu

Leu

Arg

150

Leu

Lys

Thr

His

val

230

val

Tyr

Glu

Axg

Arg

310

Arg

Pro

cys

Lye

val

3%0

Phe

Thr

s5er

135

Gly

Pro

Ile

Asn

cys

215

val

Phe

AsSD

Gcly

Gln

295

Leu

Axg

ASD

val

Asp

375

TP

Ala

His
120

Thr

Phe
Gly
cys
Gly
200
Glu
Gly
Glu
Pro
Gly
280
Ala
Met
Leu
Ala
Thr
360
ASp

Glu

Ile

Ser

asp

Axrg

Ala

Asn

185

Lys

Asp

Phe

Thr

Gly

265

Gly

Ala

Phe

Glu

Ser

345

Gly

Ile

Gly

val

134

Ile

Gly

Phe

ser
170

Tyr

Asn

Gly

Ala

Leu

250

Leu

Aep

val

Thr

Pro

330

Asn

Gly

Gln

Phe

Phe
410

Phe

Pro

Arg

155

ser

val

Ile

val

Asn

235

Glu

Leu

Arg

Gln

Ala
315
val
leu
Glu
Ile
Gly

395

Lys

Asn

Tyr
140
TYD
Glu
Gly

His

cys
220
Leu
Ala
val
Gln
Gln
300
Phe
val
Lys
Glu
Axg
380

Asp

Thr

Ala
125

Leu

val

Lys

Pro

Leu

205

Thr

Gly

Arg

Bise

Leu

285

Thr

Leu

Ser

1le

1le

365

Phe

Phe

Pro

Glu

Gln
cys
Asn
Ala
190
His
val
Ile
Met
ser
270
Thr
Lys
Pro

Asp

val
350

Tyr
TYE
ser

Lys

Leu

Ile

Glu

Lys

175

Lys

Ala

Thr

Leu

Thr

255

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

335

Arg

Leu

Glu

Pro

Tyr
415

TYyr

Leu

Gly
160

Lys

val

Bis

Ala

His

240

Glu

Leu

Arg

Met

Ser
320

1le

Met

Leu

Glu

Thr

400

Lys



(2) INF

Met

Thr

Ser

Thr

€5

Phe

Phe

Ile

Glu

Lys

145

Lys

Ala

@

(i)
(i)
(iv)
™)

(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV IDNR 114

135

ORMATION FOR SEKV ID NR 114

SEKVE_NSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 391 aminosyror

(B) TYP: aminosyra

(D) TOPOLOGI: linjar

MOLEKYLTYP: protein

HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

FRAGMENTTYP: N-terminal

Arg Gln Axrg Ile Thr Leu Lys Asp
5

Lys

1le

val

50

Ala

Bis

Gln

Leu

Gly
130
Lys

val

Bis

Thr

His

35

TyT

Met

Leu

Pro

Glu
115

Pro

Ser

Ile

Ser

Ala

20

Ala

Ala

Ala

ABP

Glu

100

¢ln

Ser

Tyr

val

Leu
180

Lys Asp

Gly Arg

Glu Glu

Glu Asp
70

Pro Ser
85

Met Ala

pro Lys

Bis Gly

pro Gln
150

Gln Leu
165

val Gly

Leu

Lys

val

55

ABp

Leu

Leu

Gln
Gly
135
val

val

Lys

Gly

Ile

40

Lys

Pro

Thr

Pro

Arg

120

Leu

Lys

Thr

Bis

val

25

Phe

Pro

Tyr

His

Thr

105

Gly

Pro

Ile

AsSn

cys
185

Tyr Ala Met Arg

10

Tyr Gln Ser

Leu Thr Ile

Ala

Asn

" 45

Phe Pro Ser
60

leu Gly Axg
75

Thr Ile Phe
90

ala Asp Gly
rhe Arg Phe
Gly Ala ser

140

Cys Asn TYr
155

Gly Lys Asd
170

Glu Asp Gly

ASn
Pro
Asn
Pro
Arg
125
Ser
val

1le

Ile

Phe

Ile

30

Ala

Lys

Glu

Pro

TYL

110

TYX

Glu

Gly

His

cys
190

Gly
15

Asn
Asp
Lys
Gln
Glu
95

Leu
val
Lys
Pro
Leu

175

Thr

Gln

Lys

Gly

Thr

Met

80

val

Gln

cys

Asn

Ala

160

His

val



Thr

Leu

Thr
225

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

305

ATg

Leu

Glu

PIo

Tyr
ags

Ala

His
210
Glu

Leu

Arg

Met

Gly Pro
195

val Thr

Ala cys

Ala Tyr

Glu Lys
260

Asp leu

‘275

ser
250

Ile

Mot

Leu

Glu

Thr
370

Lys

Thr Gly

Tyr Asp

Asp Arg

cys Asp
340

clu Glu
355

Asp Val

asp Ile

Glu

Lys

Ile

Leu
245

Glu

ser

ser

ser

Thy

325

Lys

Asn

His

Asn

Asp

Lys

Arg

230

Gln

Leu

val

Phe

Lys
310
Ala
val
Gly

Arg

Ile
390

cys val
200

Lys Val
215

Gly Tyr

Ala Glu

1le Axg
val Arg
280

Thr Arg
295

Ala Pro

Gly Cys

Gln Lys
Gly val
360

Gln Phe
375

Thr

Bis

Phe

ABD

Gly

Gln
265

Leu

Axg

Asn

val

ABp
345

Trp

136

Gly

Glu

Pro

Gly
250

Ala

Met

Leu

Thr
330
Asp

Glu

Ile

Phe Ala

Thr Leu
220

Gly Leu
235

Gly Asp

Ala Leu

the Thr

Glu Pro
300

Ser Asnh
318

Gly Gly
Ile Gln

Gly Phe

val Phe
380

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 115
SEKVENSEGENSKAPER:

@

(i1)
(i)
(iv)
v)

(A) LANGD: 391 aminosyror

(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjér

HYPOTETISK: NEJ

ANTISENS: NEJ

MOLEKYLTYP: protein

FRAGMENTTYP: N-terminal

Asn
205

Glu

Leu

Arg

Gln

Ala

285

val

Leu

Glu

Ile

Gly
365

Lys8

Leu

Ala

val

Gln

Gln
270

Phe

val

Lye

Glu

Arg

350

Asp

Thr

Gly

Arg

His

Leu
255

Thr

Leu

Ser

Ile

Ile

a3s

Phe

Phe

Pro

Ile

Met

Pro
240

Gly

Lys

Pro

Asp

val
320

TYX

TYr

ser

Lys
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(x1) SEKVENSBESKRIVNING: SEKV ID NR 115

Met Glu Gln Glu Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln
1 5 10 15

Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly val Tyr Glm Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ile His Ala Gly Arg 1ys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly
35 40 45

ser val Tyr Ala Glu Glu val Lys Pro Pbe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
50 55 60

chr Ala Met Ala Glu Asp Asp Pro Tyr Leu Gly Arg Pro Glu Gln Met
65 70 75 80

Phe His Leu Asp Pro Ser Leu thr Ris Thr Ile Phe Asn Pro Glu val
85 90 9s

Phe Gln Pro Gln Met ala Leu Pro Thr Ala Asp Gly Pro Tyr Leu Gln
100 105 110

Ile Leu Glu Gln Pro LyS8 Gln Arg Gly Phe Arg Phe Arg Tyr Val Cys
115 120 125

Glu Gly Pro Ser gis Gly Gly Leu Pro Gly Ala Ser Ser Glu Lys Asn
130 135 140

Lys Lys Ser Tyr Pro cln val Lys Ile Cys Asn Tyr Val Gly Pro Ala
145 150 155 160

Lys val Ile Val Gln Leu val Thr Asn Gly Lys Asn Ile Bis Leu His
165 170 175

Ala Bis Ser Leu val Gly Lys Bis Cys Glu Asp Gly Ile Cys Thr val
180 185 180

Thr Ala Gly Pro Glu Asp Cys val Bis Gly Phe Ala Asn Leu Gly Ile
195 200 205

Leu Bis val Thr Lys lys Lys val Phe Glu Thr Leu Glu Ala Arg Met
210 215 220

Thr Glu Ala Cys Ile Arg Gly Tyr asn Pro Gly Leu Leu Val His Pro
225 230 235 240

Asp Leu Ala Tyr Leu Gln Ala Glu Gly Gly Gly Asp Arg Gln Leu Gly
245 250 255

Asp Arg Glu 1ys Glu Leu Ile Arg Gln Ala Ala Leu Gln Gln Thr Lys
260 265 270

Glu Met Asp Leu Ser val val Arg Leu Met Phe Thr Ala Phe Leu Pro
275 280 285



Asp Ser Thr
290

Ala Ile Tyr
305

Arg Met Asp

Leu lLeu Cys

Glu Glu Glu
355

Pro Thr Asp
370

Tyr Lys ASp
385

Gly ser Phe
Asp Ser Lys
310

Arg Thr Ala
325

Asp Lys Val
340

Glu Asn Gly

val Bis Arxg

Ile Asn Ile
390

138

Thr Arg Arg Leu Glu Pro Val val Ser Asp
295 300

Ala Pro Asn Ala Ser hsn Leu lys Ile Val
318 320

Gly cys val Thr Gly Gly Glu Glu Ile Tyr
330 335

Gln Lys Asp Asp Ile Gln Ile Arg Phe Tyr
345 350

Gly val Trp Glu Gly Phe Gly Asp Phe Ser
360 365

Gln Phe Ala Ile val Phe Lys Thr Pro Lys
375 380

Thr

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 116
(i) SEKVENSEGENSKAPER:

(A) LANGD: 241 aminosyror

(B) TYP: aminosyra

(D) TOPOLOGTI: linjdr

(i) MOLEKYLTYP: protein

(iii) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ

W) FRAGMENTTYP: N-terminal

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKVIDNR 116

1

Thr Lys Thr

Ala Ile Bis
35

ser val Tyr
50

Thr Ala Ser
65

Gln Bis Ile

Ala Lys Asp
20

Ala Gly Aarg

Ala Glu Glu

Asn Lys lys
70

cys Bis Ile
. BS

Met Arg Gln Arg Ile Thr leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gin
5

10 15

Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
25 . 30

1ys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly
40 45

val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
55 60

ohr Thr Ala Gly Asp Pro Gly Lys Lys Lys
75 80

Gln Gly Cys Gly Lys Val Tyr Gly Llys Thr
90 8s



ser

Met

Leu

139

Bis Leu Arg Ala His Leu Arg Trp Bis Thr Gly Glu Arg Pro Phe
100 105 110

cys Thr Trp ser Tyr Cys Gly Lys Arg Phe Thr Arg Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Arg Bis Lys Arg Thr Eis Thr Gly Glu Lys Lys Phe Ala Cys
130 135 140

pro Glu Cys Pro Lys Arg Phe Met Arg Ser Asp Bis Leu Ser Lys Bis

145

Ile

val

150 155 160

Lys Thr His Gln Asn Lys Lys Gly Gly Pro Gly val Ala Leu Ser
165 170 175

Gly Thr Leu Pro Leu Asp Ser Gly Ala Gly Ser Glu Gly Ser Gly
180 185 190

7hr Ala Thr Pro Ser Ala Leu Tle Thr Thr Asn Met val Ala Met Glu

195 200 205

Ala Ile Cys Pro Glu Gly Ile Ala Arg Leu Ala Asn Ser Gly Ile Asn

val
225

Phe

210 215 220

Met Gln val Ala Asp Leu Gln Ser Ile Asn Ile Ser Gly Asn Gly
230 235 240

(2) INFORMATION FOR SEKV ID NR 117
() SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 10 baspar
(B) TYP: nukleinsyra
©) STRANGEGENSKAPER: dubbel
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: cDNA
(iii) HYPOTETISK: NEJ
(iv) ANTISENS: NEJ

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKVID NR 117

GGGAMINYCC

(2) INFORMATION FOR SEKVIDNR 118
(i) SEKVENSEGENSKAPER:
(A) LANGD: 72 aminosyror
(B) TYP: aminosyra
(D) TOPOLOGI: linjér

(i) MOLEKYLTYP: protein

10
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(ili) HYPOTETISK: NEJ

(iv) ANTISENS: NEJ
(v) FRAGMENTTYP: N-terminal

(xi) SEKVENSBESKRIVNING: SEKVIDNR 118

Met Glu Pro Val Asp Pro Arg Leu Glu Pro Trp Lys Bis Pro Gly Ser
1 5 10 15

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

His Cys Gln val Cys Phe 1le 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 S5 60

Bis Gln Ala Ser Leu Ser Lys Gln
65 70
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PATENTKRAYV

1. Probnukleinsyra (PNA) innehéllande tva olika sekvenser som ar:

(a) en enkelstrdngad sekvens (1/2 TBR) som kan, under hybridiserande betingelser,
bilda en hybrid (TBR) med en nukleinsyra (TNA); och

(b) en enkelstrangad sekvens (1/2 BBR), som kan, under hybridiserande betingelser,
bilda en hybrid (BBR) som &r en enkelstringad sekvens som foreligger i en
booster-nukleinsyra (BNA);

varvid TBR kan binda med hog affinitet till en substans (TBA), som kan sérskilja

mellan en parad hybrid (TBR) och en hybrid som har oparade nukleotider, och

varvid BBR kan binda med hog affinitet till en substans (BBA), som kan sérskilja

mellan en parad hybrid (BBR) och en hybrid som har oparade nukleotider.

2. PNA enligt krav 1, varvid TBR innehéller en eller flera igenkénnande stillen for
ett nukleinsyrabindande protein, ett DNA-bindande protein, ett DNA-RNA-
hybridbindande protein eller ett RNA-bindande protein.

3. PNA enligt krav 2, varvid TBR ér ett igenkznningsstille for ett nukleinsyra-
bindande protein, som foreligger i genomet i en patogen, eller #r ett bindningsstalle
associerat med ett patogent tillstind i ett ryggradsdjursgenom eller &r ett igenkén-
nande stélle for ett nukleinsyrabindande protein, som foreligger i genomet hos den

organism, som kontaminerar en fermentationsprocess.

4. PNA enligt krav, vari TBR é&r HIV-LTR eller en del dérav.

5 TForfarande for att bestimma eller lokalisera en specifik TNA-sekvens, omfattan-

de stegen:

(a) hybridisering av TNA med PNA enligt krav 1;

(b) hybridisering av PNA med BNA som innehaller 1/2 BBR, vars sekvens ar
komplementir till en 1/2 BBR-sekvens i PNA;

(c) sitta till produkterna fran steg (a) och (b) som innehéller en TBR och en BBR

till en yta, vétska eller ett medium som innehaller en TBA;
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(d) sttta till BBAs till blandningen med (c), vari BBA innehaller:
| (i) en molekyl eller en del av en molekyl, som selektivt kan binda till en
BBR;
(ii) en bestdmbar indikator; och

(e) bestimma signal alstrad av indikatorn fist vid BBA.

6. Forfarande enligt krav 5, vari indikatorn &r ett protein, inkluderande enzymer
som kan katalysera reaktioner, som leder till produktion av firgade reaktionsproduk-

ter; en radionukleotid; fargade kulor.

7. In vitro-forfarande for forstarkning av signalen som erhélles genom bindning av
PNA enligt krav 1 till en TNA, som omfattar bindning av BNAs till PNA-TNA-
hybriden och bindning av mérkta BBAs till BNAs.

8. Forfarande for att bestimma eller lokalisera specifika nukleinsyrasekvenser med

hog grad av kinslighet och specificitet som omfattar:

(a) sitta PNAs sasom definieras i krav 1, som innehéller en 1/2 BBR ochen 1/2
TBR, till ett prov som innehaller eller antas innehélla TNAs, som innehaller 1/2
TBR-sekvenser, for att bilda ett komplex som har malbindande regioner, TBRs,
bildade genom hybridisering av komplementéra 1/2 TBRs som foreligger i
PNAs respektive TNAS;

(b) binda de TBRs som bildas i steg (a) till en immobiliserad TBA for att bilda ett
TBA-TNA-PNA-komplex;

(c) sitta booster-nukleinsyror, BNAs, som innehaller booster-bindande regioner,
1/2 BBRs, till komplexet bildat i steg (b) s att 1/2 BBRs i BNAs hybridiserar
med 1/2 BBR-sekvenserna som foreligger i PNAs eller till 1/2 BBRs som fore-
ligger i BNAs som redan bundit till PNA, for att bilda BBRs, sé att TBA-TNA-
PNA-(BNA), komplex bildas;
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(d)L satta hamalsnukleinsyror, HNAs, innehéllande 1/2 BBR-sekvenser till kom-
plexet som bildades i steg (c) s4 att 1/2 BBRs i HNAs hybridiserar med eventu-
ell tillgingliga 1/2 BBR-sekvenser som foreligger i BNAs i komplexet i steg
(c), varvid forlangningen av BNAs pA TBA-TNA-PNA-(BNA),-komplexen i
steg (c) skyddas for att bilda TBA-TNA-PNA-(BNA),;-HNA-komplex;

(e) satta booster-bindande sammansiattningar, BBAs, lankade till indikatorenheter,
till TBA-TNA-PNA-(BNA),-HNA-komplex bildade i steg (d) for att bilda
TBA-TNA-PNA-(BNA-BBA),-HNA-komplex; och

(f) bestamma de signaler som produceras med indikatorenheterna lankade till
TBAs, TNAs, BNAs, BBAs eller HNAs i TBA-TNA-PNA-(BNA-BBA),-
HNA-komplexen i steg (e);

varvid TNA innehaller:

(i) en eller flera specifika 1/2 TBR-nukleinsyrasekvenser, varvid nérvaron
eller frAnvaron av ett speciellt prov skall bekréftas;

BNA innehéller:

(i) en 1/2 BBR, sésom visas i fig 1(IIb), som har en sekvens som &r komple-
mentir till en 1/2 BBR-sekvens i en PNA och som kan, under hybridise-
rande betingelser, bilda en hybrid, BBR med PNA;

(i) en OSA, som &r ingen vidhéftad bérare eller indikator eller en vidhiftad
birare eller annat medel for lokalisering, inkluderande, men inte begrén-
sad till, vidhafining till parlor, polymerer, och ytor och/eller indikatorer;

(i) ytterligare hybridiseringsstallen, 1/2 BBRs for andra BNAs; och

(iv) sekvenser, 1/2 BBRs, som kan hybridisera till BNAs som redan hybridise-
ras till PNA;

BBA innehéller:

(i) en molekyl eller en andel av en molekyl som selektivt kan binda till en
BBR; och

(i) en OSA som inte ar vidhaftad bérare och/eller indikator, eller en vidhéftad
barare eller andra medel for lokalisering, inkluderande, men inte begrén-

sad till, vidhaftning till parlor, polymerer och ytor och/eller indikatorer;
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och TBA innehéller:
(i) enmolekyl eller en del av en molekyl som selektivt kan binda till en
TBR; och
(i) ingen vidhaftad barare och/eller indikator, eller en vidhiftad barare eller
annat medel for lokalisering, inkluderande, men inte begransat till, vid-

haftning till parlor, polymerer och ytor och/eller indikatorer.

9. Hybridiseringsférfarande i fast fas for bestdémning av narvaron av en malpoly-
nukleotid med anvindning av en PNA som definieras i krav 1, omfattande: immobi-
lisering av en malpolynukleotid, om den finns i ett testprov, direkt eller via en mel-
lanliggande infingande struktur, pa en fast fas vid et infangningsstille; fore, under
eller efter immobiliseringen, vidhaftning av en bestimbar markér till maélpolynuk-
leotiden, om den féreligger; och bestimning av markdren, om den finns, vid infang-
ningsstéllet; varvid immobiliseringen omfattar anvandning av en malbindande sam-
mansattning (TBA), som binder endast till en unik hybrid av maélnukleinsyran, och
en probnukleinsyra (PNA) som innehaller en 1/2 BBR som kan binda en booster-
nukleinsyra (BNA) som innehaller en enkelstrangad komplementér 1/2 BBR som,
vid hybridisering med 1/2 BBR i PNA, bildar en BBR som kan binda mirkta boos-
terbindande sammansattningar (BBAs), varvid termerna TBA, BNA, BBR och BNA

ar som definieras 1 krav 1.

10. Diagnostiskt eller rattsmedicinskt testkit for bestaimning av en malnukleinsyra-
sekvens i ett prov av nukleinsyra, som omfattar forsta och andra nukleinsyraprober
och forsta och andra nukleinsyrabindande proteiner,

varvid den forsta proben har en sekvens som &r komplementar till malsekvensen och
ytterligare sekvens;

det forsta bindande proteinet 4r specifikt for den forsta prob-mélduplexen;

den andra proben &r komplementér till den ytterligare sekvensen pé den forta
proben; och

det andra bindande proteinet binder specifikt till den forsta prob-andra prob-

duplexen, och ar méarkt med en bestimbar markor.
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11. Kit enligt krav 10, vari den forsta proben &r komplementar till HIV LTR och,
efter hybridisering av den forsta proben med HIV LTR, bildas ett bindningsstille for
NF-kB eller en subenhet dérav, SP1, TATA-bindande protein, HIV-bestimning I, 11,
I eller IV, eller HIV-lock.

12. Kit enligt krav 11, vari det forsta bindande proteinet &r NF-kB eller en subenhet
darav, SP1, TATA-bindande protein, HIV-bestimning I, IT, I eller IV, eller HIV-
lock.

13 Kit enligt ndgot av kraven 10-12, vari den forsta proben, forutom att den &r
komplementr till HIV LTR, innehaller en sekvens som kodar for bakteriofag lamb-
da vénstra eller hogra operatorn, och en andra prob innehaller sekvens komplemen-
tar till den bakteriofag lambda vénstra eller hogra operatorsekvensen, sa att vid
hybridisering av de forsta och andra proberna bildas ett bindningsstille for bakterio-
fag lambda CI-repressorproteinet, bakteriofag lambda cro-proteinet eller ett derivat

eller homolog dérav.

14. Kit enligt krav 13, vari det andra bindande proteinet #r bakteriofag lambda CI-
repressorproteinet, bakteriofag Jambda cro-proteinet eller ett derivat eller en homo-

log dérav.
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