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i N this ©XAMWYRd for amplifying at least one single-stranded, targeted nucleic acid in a biological specimen
suspected of containing a mixture of nucleic acids using a polymerase chain reaction comprising:
A. contacting the specimen with a purification reagent comprising a nonporous, nonmagnetic particle
having directly attached thereto a nucleic acid fragment complementary to a nucleic acid sequence
§5 of the targeted nucleic acid, under conditions suitable to form an insoluble hybrid,
B. separating the hybrid from the remainder of the specimen, and
C. amplifying the nucleic acid sequence of interest using a polymerase chain reaction with or without
denaturation from the insoluble hybrid.
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Claims
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1. A method for amplifying at least one single-stranded, targeted nucleic acid in a biological specimen
suspected of containing a mixture of nucleic acids using a polymerase chain reaction comprising:
A. contacting the specimen with a purification reagent comprising a nonporous, nonmagnetic particle
having directly attached thereto a nucleic acid fragment complementary to a nucleic acid sequence
55 of the targeted nucleic acid, under conditions suitable to form an insoluble hybrid,
B. separating the hybrid from the remainder of the specimen, and
C. amplifying the nucleic acid sequence of interest using a polymerase chain reaction with or without
" denaturation from the insoluble hybrid.



1. A’method for anplifying at |east one single-stranded, targeted nucl eic
acid in a biological specinen suspected of containing a mu@ |ﬂu!|l"|ru""fnr
acids using a polynerase chain regpioiges 12PBRri sing: A ¢
specimen with a purification reagent conprising a nonporous, nonrragne ic
particle having directly attached thereto a nucleic acid fragnent
conpl emend arymetiwdgomihe deteatiomofi al lenstcpae argstediSnucteic acid drévinghtwo tcomplententinnsiohdsi c
aci d, under psantiint & isipgicel spediten susperctod rof entainingon Uitese 9y pvdleir agls, teppethodi ng
t he hybr| d feropfisindie remai nder of the specinmen, and C. anplifying the
nucl ei ¢ aci d A«¢lquatpgthe pompiamentacystrangds Hdhe-sPRRiMevrer ase chain reaction wth or
Wi 1Dout5 denat Bregetpcypg e BH‘?P'Fﬁ% Withhg PH"G‘B‘F'%‘ "RRABRL] °Ef“P’ 8'“9 a “EP&’S%&"IT“W"E"" particle

11 1111 11 vmggchp "g" od piciac {TR0TIROt Sl "‘Eﬂ’ t°a "% 5 8pid Spquence

the 500 g
E?Biﬁéf%?“% % A gguuslo az@ ﬁ&?ﬁ Jeming e f°va o EQ% Craee cne
ot hod 2ompr | £, (SRR b ok i SRTRLGHE Bl ﬁmm o SRR
@ ﬂ HE g\ﬂ | C

5 e Speci h™a purl eagent conp |S|ng

a nonpor OUS E‘%ﬁf?gﬁ& E&np‘i@&ttﬂecdeﬁat&??d’ia@gte&j hJc%E:thM with Tm%Fé?ﬂ@eéoh@ biithdPs, Bne of

nucl ei ¢ acid WHfichd I&Q%%Qh&k}é dcid sBquBhts |ofinfere8iCang! thd RIS iPdomplafen-
targeted nuclgiyqo the 'o or BT the AAGHtddInOBSic &dit dobB keiorrPhyb@iZ8H PRdIcRSP thd MfsEand
hybridss C. segasénalprifers ahtEthddoaipletheitirp Auddieacidet@midsider of the specinen to
provi de puri f F.eomiingr fisttand sedond @xtension ipebductof the priméds irt e aybridizeg) ptoiact, whishi d
and separ at i nextenéien prodncts, Whbreseparaipd tarethbiacomplemagsieat sofve @srtemiplates for gyathesls of

nucl ei ¢ aci d, th&extansion producta @f the primged, € of t he denatured targeted nucleic acid
with first an@ seeatatingithg piirnesexiensiomerodicts\ilomdhe teraplatesqnl vehich tiep were tspntheligednucl ei ¢
acid s#quenceH.spntagting:the saparated exténsion praducts\end thi targsted ougidicasishwithagditjonal dirst 4nd

ot her strand Fondipdmers,rgastiiagiinremplfication aicheisreeificycleig agid seauenes io fermzempismetiuct s

of the first @drogucts, second priners and the conpl enent ary nucI e| c aC| d

strands, F. f'o?eﬁf' 9M°P§F‘°’eﬁ’fﬁ"%‘ﬁ'c?fﬂ‘i‘ﬁ°‘%%"éﬁ%%’f?’ 6‘8’?4(5‘{%’“‘6?”

t he hybrl di ze 'é'i?fé’ﬁ%’fs&’ﬁ B?itf&'f g’ 'E@ °P‘f°l?ﬁ‘fdf’he| r
QPRISTENBY RS Buct s

conpl effent s, ? ? tF‘ﬁP'é%"‘: O H‘P’Hﬂg '°5’f
f th t t
fenpl :t 2;' gﬁré de oﬁn &%e XG%BS'Q%HW%HQ%COE e ;9%?‘;&'3%{ the
separated exte SI on pro uc s e targeted nucleic acid with addltlonal

first gnds Ser Méindd’as Bimed mrc?aﬁﬁ“l BHJHﬂnW«h@r&mHefsbé‘cﬁﬁeh%rBfe bloB& orSd8fmed. f i C
nucl ei c acid sequence to form conplemen- tary products, 1. separating the

primer exd emfsd méihdalas Slifiod infah B cialhes 1010 BINhEIBIR Rloddryetddl rAElSIE heid is GIVAEINAL N step H,
J. contacting at | east one priner extension product separated in step H

W th an .| genméetheaiisiciiinedn any of claifps @ €3 whdreli the Iardetddaiuaiélc hed is Hainarc Léukdtyt@nd

I S congl enenbtigenyDiAereto to forma conpl enentary product of the probe and
the primer extension product, and K detecting the conpl enentary product

f ormed i ré. siTegpomathaiisasanlpimeaddn emt of chaimsf 1 olfewhpreinstbe taegetstl nudieic acid igdiumen Bigiobiei c
acid in theD¥fpecimen. 30 3. The nmethod as clained in claim1l or claim2
Whérein the specinmen is whole blood or semen. 4. The nmethod as clained in
any of “c|Rateptanspighe3 \herein the target ed nucl ei ¢ acid |s H V-1 DNA. 5. The
met hod as, clalrre in any of clains 1 o where in the t eted nucl ei c aC|d

H T ré\g\phleeru%fnn zel mg Riglpgis
5 fumen bef égis'ﬁa'e? I%""ﬁ%\’wgﬂpﬁ?ﬂ%”ﬁ g‘f" R o

clalmslto Ime lfe %ﬁ: ]
Pat ent anspr EI'BZ{ dlex %ﬁm r§ En swjnz mzlto Ea por6ses, cht

ei nzel str ~ngi g ,;g jg gf
angenonmen Wi

Anwendung e ré%.srf R .ars > ns%;t E&%&rﬁ’ﬁa g @h‘%\ﬁ Zl% '"°sqm g.r
Probe mt eingiyps h@mtuamiee%eﬁmbeuaummme.&m.nm das um‘ a~t erm m cht
pordseg, ni ché. cENiRBhssaREREenE Vbrl IHIBRSSe aﬁ’nﬂhfﬂ@& uFhloF AWondiiRPHING! PBlyrérhsoRifionre-

Nukl ei nsgur ef aki@Ridder SRS DerRUIr@GIROT dom dnfslicRérybridiuk| el nsdur esequenz der

Zi el - Nukl ei nsgure, unter Bedi ngungen, die zur Bildung eines unl6sli- chen
Hybr i des 2gewériyhred zus iBagiimmoey mitégstensi@iner Bisl-Nukivins3uber mitlzwsDkongbiameittysii SitingenPdiebe
abt rennt, uincbiree bioldgischeraProle)vorhanden sid, bn aleM\arigbrommenl wmre, dag) sie reine\Mischingt wwnesse

anpl i fészi er Nykleins¥uzan eAthaltencheidpmonaner Pol yner asenkettenre- aktion mt oder

ohne Denat ur i &digrkgmplementiicamSirfnge dri der Resbe depbipried,
B. die Probe mit einem Reinigungsreagenz in Kontakt bringt, das umfaBt ein nicht por8ses, nicht

magnetisches Teilchen mit einem direkt hieran gebundenen Nukleinsdurefragment, das komplemen-

3

EN:Q:'—-

m_
=]

9



2. Verfahren zur Bestinmmung m ndestens einer Ziel-Nukleinsgure mt—zwer——
konpl ementgren Str~ngen, die in einer biologischen Probe ”mn

von der angenommen wi rd, daB si eggpRgg V¥SB1ung von ss m’,ﬂ"m”m
enthal ten, bei demm man: A die konplenentgren StrAnge in tHer® Priob# s
denaturiert, B. die Probe nit einenmm Reinigungsreagenz I n Kontakt bringt,
das unfa~t ammmnmhuuumlsﬂmequemu dshh Zieliukleintius: ey Bedingunbem dimiztr Bildurgreinedi r ekt
hi eran gebunu@sishenNiyktides pesitmetsindagnent , das konpl enen- 9 L rM S

tar ist eined dpkikyheid wglammaerrﬂfometrenm riter Garineung gprginigter ZialNuleinsture, bei
Bedi fi gungerdemdha® zur Bi | dung ei nes unl oslichen gbl’l des ee| net sind, C

das Hybrid Rriag Brrigeenatyyert ”'Iﬂ"r @?ﬁé’“??'@%'@mp&ﬁ‘ﬁwm ﬂ'ﬁdﬂ'@ H'f'?j‘fsé'r"e

Zi &t - Nuk| ei rPbgnptebei gem '“G% gnat ur| er

unl osl i che IFORBP@F?B?]F?’ i m F‘Ef g‘)’m ':grbel
dem man E. rln Ierr\?{\(iggg 8%7 w eH tra%ﬁh{5 Ie ns ure u %3@ dun i‘

zwei t en Pri ukten von rst r[d m' zwel Iﬁ%&? qkomglg téq

Nukl e¥nsaur e gq) ) J |Ll;eresse und der o@elrrcew ,Ig ,p;nantl r |st (igm
anderen Str Qlnd ZWél K Qer PHMoF In. dainl IJbikiohON PIBYIKE bifkbis Wodet 88

Pr odukt en VQge &Jﬁé}dﬁs&hénwam S TR KRADIoRohTE btk WiRdibn < QETYoBIEE BT 66

Nukl ei nsaur eghhésd vord@h, Exdaﬁshon meFPmﬁHr%feﬁbnlkB%eK%iJeﬁl hakt ensi onspr odukt e

der Pgimer i@ dwm%hsﬂ)hﬁirdﬂm&@ﬁbn%@dbﬂﬁlatm bl @bnen 88 Rprthetléigt wurden, trennt, bei
Ext ensi onsprgegidne, wenn sie von i hren Konpl enenten getrennt werden, als

Tenpl at e f orH.diiee algetiénien Exténsionsipdtiukix urd KieOZisiNukisindiine Nmitl @uskt2lichere erstbh aune n
kénnen, bei =sifenPeitherhin Kontakt bribgt, whtee ARplifiderueydee szitisther Nutleinsimresengerdcumter
Tenpl at en, &Bifung doreplergantiires Protiidst bel dem manwir den, trennt, be! demman H die
akhgetaennt erl. ExtReneiesiansionspchdiitie vemdendinede? iSoife- Nudebilsietas domelemantérenuBrodukien chen
ersten und ZwedtthehdePymarern i n Kont akt bringt, unter Anplifizierung der
spezi fi schen” mndmwm?mqgﬁmmsmmweﬁassm%u Aityfekld poetipnh warden isbrglgeiner e,
bei dem man Qligonpideotidsonde koptakiigit.dieofUr dier Beslimmung Jpaskiert gt wdedagy, Koreplamentdr fsb
Stufe H gebu‘i"i?é?'@ﬁ"%’??ﬁ I"%‘H%?Y‘Eﬂ"ﬁé‘?ﬁ PF‘?"B'&%?K’PE%"E’? s PB‘B‘?"”G@WP'P?B'H"‘H“"S' und

de¥ °F’>‘r'r‘ d
tordon =1 Syt 3l SRR o P o O
az

Best i mmung IRing He b g%' u konpl enmentir ist, unter Bildung eines
konpl engnt und
25 b%ﬂgﬂ%ﬁﬁ*‘skﬁ%ﬁ?m% By 2 S SOl Sape 1
ein Anzeichen flr das Vorliegen der Zi eI Nukl ei nsaure in der Probe

besti My, orral& f2Mbifdh G ARsphidiT bIS B, bbi dafhedie ABINAkIbIAAUrE HVIEINAdGM di e Probe
ganzes Bl ut oder Sanmen oder Sperna 30 ist. 4. Verfahren nach ei nem der
Anspr acte Verfahrén sach bifém 86 Mnsbriehei Bik 8Nbekdemi dis ZisiFNukibthsdurenahbshiichés Lebkozyten-
Ver f adgr en maigén-onA@M der AnsprlUche 1 bis 3, bei demdie Ziel-Nukleinsaure
menschl i ches Leukozyten- 35 Antigen-DNA ist. 6. Verfahren nach ei nem
der Anss Uédniahran hich eBem lier Ardpriichei 1ebiZ8,chlei dduk e iZishiukiomsivpnmeristhlictiee $-Globin-
fl-G obi n-DEMNAL.i st. 40 Revendl catlons 1. Proc~d6 d' anplification d au noins
wa~aci de nucl 6i que nonocat 6nai re ci bl e dans un spdci nen bi ol ogi que
soupg@nigvendicedenseni r un mdl ange d' aci des nucl ei ques en uti | i sant une

r~action en chahne de p rase, npr enant : A Ia m se en
cont act 1duPr8 dél"r?@ﬁ"'f %ﬂ’ F‘G‘ﬂ%t“f‘fa"lﬁ‘é '?'FW f"?°6tﬁ"at'f?)Frf£’?°e gﬁ gRgcimen
particul e 'i‘l?] F%‘{RQ‘?-S‘ f’° ﬁ?S‘F?"'I’rH@ H‘é'P?Q? cidos picleiaygs en vhills pcgion ?ha@?I e,

un fragne quenc

nucl 615 Pque d él\oll:u %8? &g cﬁn n t| u é |men ec un qr ac’ilp %aa%ungcd:& iom(s nlznt une arﬁ:ulle %én & la
formation d'R Ld& q c, 'IF %ﬁ cb sste du
spdci men, rhg%@ ,aformaﬂon un hy a o~ quence d ach de nuc ~| que

i nt ~r essant &s. %@é&ﬂﬁ pyﬁm&brﬁggu Fe QL 5&@"“%51 e{)hal ne de poI ynerase avec Oou sans
denatgyr at i org, q@mpiifithtibh bl 5dagéncs! lalaBide guclé%uQQn”fé}&sﬂ%J bn lempBfRinE Gld RBctitn 3k
NDI NS UN aci@nddeCdolymBidss dvbdousars/d®hdturbtRh Ye [HybMife ifsBGBM. ~NENt ai res prdsents
dans un speci nen bi ol ogi que soupgonne de contenir un m-l ange d' aci des
nucl 6i q@espProdédé pour la détection d'au moins un acide nucléique cible ayant deux brins complémentaires
présents dans un spécimen biologique soupgonné de contenir un mélange d'acides nucléiques, le
55 procédé comprenant :
A. la dénaturation des brins complémentaires dans le spécimen,
B. la mise en contact du spécimen avec un réactif de purification comprenant une particule non
poreuse et non magnétique ayant, directement fixé sur elle, un fragment d'acide nucléique complé-

10



95 . proc6d6 conprenant: A. la d~naturation des brins c ment ai res
dans |l e specinen, B. la mse en contact du speci nen avec gm“mmymémm
purification conprenant une parti gplos3ggq?1 B3r euse et non

directenment fix6 sur elle, un fragnent d'acide nucleique conpl4- 1 EP 0
388 171 Bl c L S nentaire d' une sequence

d' aci de nucl 6mentarecttunt ‘séqubrdte diacidé auclfinee dé Bdcile ndcidigue cbible, dama dps Canditions genve--
nant a l|a for neat & Brioradation dioy hybrideeinolvblel ubl e, C. | a separation de |' hybride
du reste du sﬁdeﬁépemqafdslﬂhmedef@uvsﬂﬁ¢Uanépﬂm&ﬂ@dm@em'éwqweé'lﬂtﬁ'%legmelPP'i'fé D.

| a denat ur at i Bnladgiénaturation dp dl@ybé@e ptda sénaeation ﬁ’tbf‘rﬂgd\ﬁ“tf@@g'ﬁﬁ?nwed'l'ﬁﬁ Rlerdni'agigee

i nsol ulsl e de nucliapejeibls cl ei que cj bl e, . la m se e contact de

| " ati de nucl eFqglaemies Br @%ﬁ&?d?‘é""a\"}’é iaue 'b rdé é"eé‘t“"ﬂr% cf’ftud‘éeé fgoe,
dont 1'une es?’“‘t‘ ?’Eh‘é‘ﬁt" ‘?°E'p °']“’[¥ 4 é°° léﬁ“ té‘f“@fgante
et I'autre esty b? é ts 0 %ncoBrdia@l Qu‘f"#: scio IUGCO I@éent i-
nucl ei gue ci bP8 ”ﬂf% YL °§Lpf°5'f' r‘ree? a%g DTS L IR A0S G rem i
Seconde anor CEsla rm%ﬁ dQ ézlr rqat @&!oﬁl? pJ&&lHtL %‘eﬁgﬁs ﬁ%?laﬁg;ﬁ&t@d S Ia]'&odmt hybrld{ées

F. la formati Nl 6k WP it it i

| e produit hy n{h deq,; wdte;‘de idA abEaNdre, qui, une fol's separes de Ieur

conpl enent, PEUN @& araliéH 365 lprodfits FebdohsioA 'dfdke dbSmaicds '%Q'Sl@sqdﬁlespis%wéts Synthéti-
d' extepsi on degs, anor ces, | a separation des produits d' extension d' anorce

des matrices RAUa hies GNQbﬂt&s dbis pradilits RteRtensjont $Bparés ett do I'acide nudifique ditle hvac Nasse
en contact deprefiRdéti $ssonde QoS isdppléMenalios] Srégitant @n | una campiification | doi I Lséquendsl e
avec | es pr end'edidd natiéigeourdameandas peduits ugydiémestakedl r es, resul tant en une
anpl i fi cati onl de sémraiéqdesnpeduils ditesion Ltdmeicg Ldes podvits’ campi$émenteirss Joronds idans
cQopl erent ai r&&tapeH, | a s~paration des produits d' extension d' anorce des
produi ts conpd-Bengise 2nroenfact dlawrmeingl ym produit d'exdtpnsion d'amorge s5pass dans) I'Stgpe | yoqringe en
contact d'au PR9Pnligonvcisotidigun qui estmqsﬁ% PQS’ﬁ 'addéé?mﬂn@é ot GEFEP! enigife de celyi-ghafin
avec une sondée femegwherequgs?mreﬁmfaﬁ %ﬂﬂp it etpnsiondodaperes.phn et est
conpl ement ai r & t?f@?'léi’” Rrpdult gpmil “F?)P'f??rdaﬂsh 8d §n fantwrindicatinn e g présepre | o
sonde & du p?‘?)'(fﬁ'f’?" e @W%F?B‘ﬁ efBed™elpr ce, et K. la détection du produi t
ggr’r}t)l gg}é al r%f d ﬁﬁ: rle\gp%caa% Qlf Ig reandlcagon 2, g?l:psll%gtlal ea%j)lécc:]lri;\edgst dF sah c%.%&gte 25
revendlcatlon a revendi cation 2, dans |loquel |e sp~cinmen est du sang
conpl et, O ' I
revend%cafl mesr Bﬁl gq#glé?ngl%lrj%g fi@rz‘a&glgg@gr}lfc?@? Eﬂgﬁgﬁ%ﬁ?gﬁé e C'Fle,ggl\?ed
H V-1. 5. Procede sel on | " une quel conque des revendications 1 & 3, dans
| equel | ' QiCcipaRsdaUBIOR irGHaCubibdhh&d &S troveiidationBN 203, as! 1gBEratide hRiéR0€ Yible eLdsai N.
35 6. Procedggpmsehfigens'dd Racddpe hamenfjue des revendi cations 1 & 3, dans | equal
| " aci des nucl ei que ci ble est de |I' ADN de , -gl obi ne humai ne. 40 45 50 55

6. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 & 3, dans lequel I'acide nucléique cible est de

I'ADN de g-globine humaine.

40
45
50

55

11



