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\5— ou 2 en tant gqu'amorce pour linitiation de la ses supplémentaires, jusqu'a obtenir une
synthése d'une quantité suffisante pour 6tre quantité suffisante pour étre détectée, de
détectée, de produits d'allongement de 'amor- produits d'allongement des amorces utili-
ce au contact d'un acide nucléique codant sées,

pour la villine humaine présent dans la sé- 45 e/ la détection de la présence des produits
quence codante présentée 2 la figure |, ou & d'allongement caractéristiques de la présen-
partir d'une sequence d'ARNm de transcription ce de 'ADN ou de I'ARNm de la villine

du géne de la villine humaine ou & partir des - humaine.

séquences complémentaires des précédentes,
présentes dans. un échantilion biologique, ces 50 6. Procédé selon fa revendication 5, caractérisé

séquences agissant alors comme matrices res- en ce que les nucléosides triphosphates sont
pectivement complémentalres desdites amor- marqués radioactivement et que la détection
ces. , de la présence de I'ARNm recherché corres-

' pond & la détection de la radioactivité¢ des

5. Procédé pour détecter in vitro, la présence soit 55 produits d'allongement synthétisés, aprés éli-
d'un acide nucléique codant pour la villine mination des nucléosides triphosphates non in-
humaine soit diun brin d'’ARNm de transcrip- corporés lors de la polymérisation 2 partir des

tion du géne de la villine humaine dans un . amorces.
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cyt osked. eNadieip beid @hgsend becco@ingad Claim 1, 35 reagents necessary for the production of
characterized in that its sequence comprises more elongation products used in turn as
from 20 to 40 nucleotides. matrix for additional syntheses until a de-
tectable quantity of the elongation products

3. Use of the nucleic acid fragments according to of the primers used is obtained,
. any one of the Claims 1 or 2 as primers for the 40 o/ detection of the presence of the elonga-
N initiation of the synthesis of a detsctable quan- tion products characteristic of the presence

" tity of elongation products of the primer in : of the DNA or mRNA of human villin.
contact with a nucleic add coding for human .
villin present in the coding sequence present- 6. Procedure according to Claim 4, characterized
ed in Figure ), or from a mRNA sequence 45 in that the nucleoside triphosphates are radio-
resulting from the transcription of the gene for actively labelled and that the detection of the
human villin :or from sequences complemen- presence of the mRNA under investigation cor-
tary to the foregoing, these sequences then responds to the detection of the radioactivity of
acting as cormplementary matrices of the said the elongation products synthesized, after re-
primers. 50 moval of the nuclegside triphosphates not in-
, corporated during polymerization from the
4. Procedure for in vitro detection of the presence primers.

of either a nucleic acid coding for human villin .
or an mANA strand resulting from the tran- 6. Procedure according to Claim 4, characterized
scription of the gene for human villin in a 65 in that the nucleoside triphosphates are deox-
biological sample suspected to contain this yribonucleoside triphosphates and in that the

mRNA, comprising the following steps : polymerization-inducing agent is a DNA poly-
o : merase or a reverse franscriptase.
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suspect aﬂrr&sﬁorﬂmgtoahélDMammBMgmﬁw ting fromeinBuplek hrawsteligl, dasavsfdeinver-gene
for human villin, after it has been nade accasgérmgeprodukt diased arsten Mastdisers,

f i st Pptentamsprizast i tuted by a nucleic acid fveghenntwade oritdlemdUrtdas eetser  of
the Clains 1 or 2, in the presence of smucl eodicbe Villin i hotierensien t Nukleinsigretrang

pol ymér i Mulleingsinrefragent rigdusehe gekepnzeichunder  condiodpront deseantapreehiondgn S hybri-
hybr i di zngt idah e 8thijeéth Nukigotdepypfefbrundnd t he mm'edm&e wqwe@fm iglpgizghon 'éﬁ‘fd t he

pol yrrer |d25tsw%8qqumm"me§°r F?'Fé‘Pd'?’f?brl di zed t o {8 e nuck el c
conpl enedsp “' i it ARRME 1y or de tcf”?t ng
bet ween ‘{e :2:# ‘Efﬁcf"eagfp'? hi & first 33 p! s %b'r"? a ?ﬁ"ﬂ'@?_ with
t he nucl‘@l o ‘f‘h a '8?75‘65{ ‘F’S’ '"hunan vill ef/\npf’ hg e nachzuwe
ragmen welches zu einem d sende NSm zu “tren
vorausgagangenen genau komplementér ust ¢/ das Zusammenbrmgen des Verlénge-
_ und daher die gleiche Zahl Deoxynukleotide rungsproduktes, das mit einem zweiten Aus-
X,\, enthiilt, oder in jedem entsprechenden RNS- 40 16ser (in dem Sinne, der diesem Ausdruck
' Fragment, das die gleiche Zahl Ribonukieoti- weiter oben gegeben wurde) erhalten wur-
den enthdit. de, welcher sine Nukleotidensequenz (1)
hat, die derjenigen der ersien Ausldser
2. Nukleinsgurefragment gem#8 Anspruch 1, da- nicht komplementér ist und (2) komplemen-
durch gekennzeichnet, daB seine Sequenz 20 45 tér zu einer Sequenz des vorher gebildeten
bis 40 Nukleotide umfaft. : Verlangerungsproduktes ist,
\ d/ gegebenenfalls, die Wiederholung der
3. Anwendung der. Nukleinsdurefragmente gemis Schritte a/, b/ und ¢/ in Gegenwart der er-
irgendeinem der Anspriiche 1 oder 2 als Aus- sten, und zweiten, Uberschlissig angewand-
I8ser fiir das Einleiten der Synthese einer fiir 50 ten Ausidser und der Reagenzien, die zur
den Nachweis ausreichenden Menge von Ver- Herstellung neuer Verlangerungsprodukte
l&ngerungsprodukten des Ausldsers im Kontakt erforderlich sind, welche selbst als Matrix
mit einer flir das vorhandene menschliche Vil- filr zusétzliche Synthesen verwendet wer-
lin kodierenden Nukleins3ure, die in der in den, bis eine zum Nachweis ausreichende
Figur | dargesteliten Kodiersequenz vorhanden 55 Menge von Verldngerungsprodukten der an-
ist, oder ausgehend von einer RNSm fiir die gewandten Ausldser erhalten wird,
Transkription des menschlichen Villingens oder e/ der Nachweis der flir das Vorhandensein

- von den Komplementirsequenzen der vorheri- ' der DNS oder der RNSm des menschlichen
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14 correspondi ng MRNA when fhey are present in the bio
denaturation of the duplex obtained in step a/ so as to separ "H I"""Il””"
el ongation product oftthe priners ERBAPT BRE BRNA to be det &8t ed

pl aci ng of the elongation product obtained in contact with a second prl mer

(in the se%ﬁnsgéh\ée%n Q?C e’H[f’Fé ngeﬁLu%[sexpr essi on) having a nucl eoti de sequence

(1) not co Re first primer and (2) conplenentary to
a sequence 0 the previously forned el ongation product, d/ optionally, the

repeti t4 ORe@bhreh NGomab ERRpidh 4PbadBdll g/ 1N the presence of the first and
second pr iHakeichkbteéhsi dib m&g@a@n&s{dg@ rgagents necessary for the production
of nore ekéa@gabhgm,ear“@mé@tusd Useddr Nkt urn as matri x for additional syntheses
until a debectialahe vanaiabasbiy &k deliented ongati on products of the priners used
i S obt ai netismedentl tlb@@ibis or Bhdidalaritypraesence of the el ongati on products

char act er isgittetisieden t Veriipgaagsmaivaé bite DNA or nmRNA of human villin. 5/.

Met hod aepiehidnatly EneriGh@dlenbdi, dec Payradt eriozed in t hat the nucl eosi de

t ri phosphake®sg ausalen Adslizam tnicticuigeromiyet | ed and that the detection of the
presence oén TriphospiRtpdkiensiden. | nvesti gati on corresponds to the detection of
the radi oactivity of the elon i on products synthesized, after renoval of
t he nuctedsifaient 9amh onseruthe 4. g@'&""!‘ r#or por at ed during pol ynerization from

t helpr i ner"%""e?'c""%@qqdﬂa ArinkePBATY ‘1569'0 aﬁ5m 4, characterized in that the

nucl eosi d ”'?"P? '°%ﬂ"8" dé' r“P onudeosi de triphosphates and in that
t he' pol yn ? E‘ﬁ' ?Pg F"Eea DNA pol ymerase or a reverse
transcri p °y Frasel\/éc hdg AR ?’ffﬂ@f‘sto either of the Claims 4 or 5 for the

detection &”eh?"gn{)r or netastasis, a{acterl zed inthat it is perfornmed

n{a;bipp he transcription of the villin gene
pos\s‘ bI§/) %’Eg%@%%&i%&%ﬂ%ﬁgm ble to the prinmers used. 8/. Probe
for the d%h@ﬁ&ét&hﬁhsﬂda&%hy SrRfbichfty, @bs t he restriction fragnents of the hunman
genome chaf ak lombd BiBshid Aurdngérlind dirdC QMg | Ses a nucl ei ¢ acid fragnment accordi ng
to either epdnieine véchantidi® IradskrigiondMNsmNucdsei ¢ acid fragnent, characterized in
that it caepviissas adn dngamhdiéh Avsdsai dudes and in that its seque’nce is
cont ai ned ganglittegemiacht ivlv@erDNA sequence coding for the gene for human villin,
with the exception of 1 5 the sequence coding for the "head piece", or
i (@, DN fSoedgrfindencagintels\des Belphahisuary t o one of those previously
ment i oned danh desifilftiensiraameste gdee npenpehlichen ai s t he same nunber of nucl eoti des,
or in any QB dpstyrehigagnIREh ey defnin®n cont ai ni ng the same nunber of
ri bonucl ed¥aomed Wﬁ"?h'*f'? %Wé%t"gﬂé'f" ' in addition, distinct froma fragnent
cor r espondPrAsPEcher edendentdlti ng f or gel sdi ne.

9. Nukleinsdurefragment, dadurch gekennzeich- 35
net, daB es mindestens 8 Nuklectiden umfafBt,
und daB seine Sequenz entweder in der kodie-
roendon DNS-Sequenz enthalten ist, mit Aus-
- nahme der kodierenden Sequenz flir das
. "Head piece” Teil des menschiichen Villin- 40
) gens, oder in einem DNS Fragment, welches
zu einem der vorausgegangenen genau kom-
plementdr ist und daher die gleiche Zaht Deox-
ynukleotide enthdlt, oder in jedem entspre-
chenden RNS-Fragment, das die gleiche Zahi 45
Ribonukleotiden enthalt, wobei sich dieses
Fragment auBerdem von einem Fragment un-
terscheidet, welches der das Gelsolin kodie-
renden DNS entspricht.
: 50
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