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PATENTKRAV 

1. Fremgangsmåte for detektering av en målnukleinsyresekvens fra et DNA

eller en blanding av nukleinsyrer ved hjelp av en POCH ("PO Cleavage and 

Hybridization")-analyse på et fast substrat, omfattende: 5 

(a) hybridisering av målnukleinsyresekvensen med et oppstrøms 

oligonukleotid og et probe-oligonukleotid (PO); hvor det oppstrøms 

oligonukleotidet omfatter en hybridiserende nukleotidsekvens som er 

komplementær til målnukleinsyresekvensen; PO omfatter en måldel som 

omfatter en hybridiserende nukleotidsekvens som er komplementær til 10 

målnukleinsyresekvensen; PO har et enkelt-merke; det oppstrøms 

oligonukleotidet befinner seg oppstrøms for PO; det oppstrøms 

oligonukleotidet eller dets utvidede steng induserer spalting av PO ved et 

enzym som har en 5'-nukleaseaktivitet;  

(b) å bringe resultatet fra trinnet (a) i kontakt med enzymet som har 5'-15 

nukleaseaktiviteten under betingelser for spalting av PO; hvor PO 

hybridiseres med målnukleinsyresekvensen, PO spaltes av enzymet som 

har 5'-nukleaseaktiviteten for å fremstille et enkelt-merke inneholdende 

fragment;  

(c) utførelse av en hybridiseringsreaksjon ved å bringe resultatet av trinn 20 

(b) i kontakt med et innfangende oligonukleotid (CO) som er immobilisert 

på det faste substratet; hvor CO omfatter en nukleotidsekvens som er 

hybridiserbar med PO; hvor hybridiseringsreaksjonen utføres under 

betingelser slik at det enkelt-merke inneholdende fragmentet ikke 

hybridiseres med CO, og et uspaltet PO hybridiseres med CO for å danne et 25 

uspaltet PO/CO-dupleks; og  

(d) deteksjon av forekomst av spaltingen av PO ved å måle et signal fra 

enkelt-merket på det faste substratet; hvorved forekomsten av PO-

spaltingen indikerer tilstedeværelsen av målnukleinsyresekvensen. 

NO/EP2705163



2

2. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor nukleotidsekvensen som er

hybridiserbar med PO i CO, omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med måldelen av PO. 

5 

3. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor PO er et 3'-merket PO som i sin 3'-del

ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke er 

komplementær til målnukleinsyresekvensen eller et 5'-merket PO som i sin 5'-

del ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke 

er komplementær til målnukleinsyresekvensen, og nukleotidsekvensen som er 10 

hybridiserbar med PO i CO omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med merkingsdelen av PO. 

4. Fremgangsmåte ifølge krav 3, hvor enkelt-merket er posisjonert slik at

enkelt-merket ikke forblir på et fragment som inneholder en merkingsdel, 15 

hvilket fragment frigjøres ved spalting av PO. 

5. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor PO er et 3'-merket PO som i sin 3'-del

ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke er 

komplementær til målnukleinsyresekvensen eller et 5'-merket PO som i sin 5'-20 

del ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke 

er komplementær til målnukleinsyresekvensen, og nukleotidsekvensen som er 

hybridiserbar med PO i CO omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med en del av merkingsdelen og en del av måldelen av PO. 

25 

6. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor PO og/eller CO er blokkert ved sin 3'-

ende for å stanse dens forlengelse. 

7. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor det oppstrøms oligonukleotidet har en
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delvis overlappende sekvens med måldelen av PO. 

8. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor enzymet som har 5'-

nukleaseaktiviteten er en termostabil DNA-polymerase som har en 5'-

nukleaseaktivitet eller FEN-nuklease.  5 

9. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor fremgangsmåten videre omfatter å

gjenta trinnene (a)-(b), (a)-(c) eller (a)-(d) med denaturering mellom 

repeterende sykluser. 

10 

10. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor trinnene (a)-(d) utføres i en

reaksjonsbeholder eller i atskilte reaksjonsbeholdere. 

11. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor målnukleinsyresekvensen omfatter

minst to typer målnukleinsyresekvenser. 15 

12. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor målnukleinsyresekvensen omfatter

en nukleotidvariasjon. 

13.  Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1-12, hvor 20 

fremgangsmåten utføres i nærvær av en nedstrøms primer. 

14. Fremgangsmåte for detektering av en målnukleinsyresekvens fra et DNA

eller en blanding av nukleinsyrer ved hjelp av en POCH ("PO Cleavage and 

Hybridization")-analyse på et fast substrat, omfattende: 25 

(a) hybridisering av målnukleinsyresekvensen med et oppstrøms 

oligonukleotid og et probe-oligonukleotid (PO); hvor det oppstrøms 

oligonukleotidet omfatter en hybridiserende nukleotidsekvens som er 

komplementær til målnukleinsyresekvensen; PO omfatter en måldel som 
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omfatter en hybridiserende nukleotidsekvens som er komplementær til 

målnukleinsyresekvensen; PO har et interaktiv dobbelt-merke omfattende 

et donormolekyl og et akseptormolekyl; det oppstrøms oligonukleotidet 

befinner seg oppstrøms for PO; det oppstrøms oligonukleotidet eller dets 

utvidede streng induserer spalting av PO ved et enzym som har en 5'-5 

nukleaseaktivitet;  

(b) å bringe resultatet fra trinnet (a) i kontakt med enzymet som har 5'-

nukleaseaktiviteten under betingelser for spalting av PO; hvor PO 

hybridiseres med målnukleinsyresekvensen, PO spaltes av enzymet som 

har 5'-nukleaseaktiviteten for å separere det interaktive dobbelt-merket, 10 

hvorved et donorholdig fragment og et akseptorholdig fragment 

frembringes;  

(c) utførelse av en hybridiseringsreaksjon ved å bringe resultatet av trinn 

(b) i kontakt med et innfangende oligonukleotid (CO) som er immobilisert 

på det faste substratet; hvor CO omfatter en nukleotidsekvens som er 15 

hybridiserbar med PO; hvor hybridiseringsreaksjonen utføres under 

betingelser slik at minst ett av det donorholdige fragmentet og det 

akseptorholdige fragmentet ikke hybridiseres med CO, og et uspaltet PO 

hybridiseres med CO for å danne et uspaltet PO/CO-dupleks; hvor et signal 

fra det uspaltede PO/CO-duplekset er differensiert fra et signal som er 20 

tilveiebrakt på det tidspunkt da minst ett av det donorholdige fragmentet 

og det akseptorholdige fragmentet ikke hybridiseres med CO; og  

(d) deteksjon av forekomst av spaltingen av PO ved å måle et signal fra 

det interaktive dobbelt-merket på det faste substratet; hvorved 

forekomsten av PO-spaltingen indikerer tilstedeværelsen av 25 

målnukleinsyresekvensen. 

15. Fremgangsmåte ifølge krav 14, hvor nukleotidsekvensen som er

hybridiserbar med PO i CO, omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 
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med måldelen av PO, og det interaktive dobbelt-merket er lokalisert i den 

utstrekning at et signal fra donormolekylet stanses av akseptormolekylet når 

det uspaltede PO/CO-duplekset dannes, hvor trinnet (d) utføres ved å 

detektere et signal fra akseptormolekylet. 

5 

16. Fremgangsmåte ifølge krav 14, hvor PO er en 3'-merket PO som i sin 3'-

del ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke 

er komplementær til målnukleinsyresekvensen eller en 5'-merket PO som i sin 

5'-del ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som 

er ikke-komplementær til målnukleinsyresekvensen; og nukleotidsekvensen 10 

som er hybridiserbar med PO i CO, omfatter en nukleotidsekvens som er 

hybridiserbar med merkingsdelen av PO, og det interaktive dobbelt-merket er 

lokalisert i den grad at et signal fra donormolekylet stanses av 

akseptormolekylet når det uspaltede PO/CO-duplekset dannes, hvori trinnet 

(d) utføres ved å detektere et signal fra akseptormolekylet. 15 

17. Fremgangsmåte ifølge krav 14, hvor nukleotidsekvensen som er

hybridiserbar med PO i CO, omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med måldelen av PO, og hybridiseringsreaksjonen i trinn (c) utføres under 

betingelser som er slik at det donorholdige fragmentet ikke hybridiseres med 20 

CO; hvor det interaktive dobbelt-merket er lokalisert i den utstrekning at et 

signal fra donormolekylet ikke stanses av akseptormolekylet når det uspaltede 

PO/CO-duplekset dannes, og trinnet (d) utføres ved å detektere et signal fra 

donormolekylet. 

25 

18. Fremgangsmåte ifølge krav 14, hvor PO er en 3'-merket PO som i sin 3'-

del videre omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke er 

komplementær til målnukleinsyresekvensen eller en 5'-merket PO som i sin 

5'-del ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som 
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er ikke-komplementær til målnukleinsyresekvensen; nukleotidsekvensen som 

er hybridiserbar med PO i CO, omfatter en nukleotidsekvens som er 

hybridiserbar med merkingsdelen av PO; det donorholdige fragmentet 

omfatter merkingsdelen som er hybridiserbar med CO, og i 

hybridiseringsreaksjonen i trinn (c) hybridiseres det donorholdige fragmentet 5 

med CO; hvor det interaktive dobbelt-merket er lokalisert i den grad at et 

signal fra donormolekylet stanses av akseptormolekylet når det uspaltede 

PO/CO-duplekset dannes og trinnet (d) utføres ved å detektere et signal fra 

donormolekylet. 

10 

19. Fremgangsmåte ifølge krav 14, hvor PO er et 3'-merket PO som i sin 3'-

del ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke 

er komplementær til målnukleinsyresekvensen eller et 5'-merket PO som i sin 

5'-del ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som 

ikke er komplementær til målnukleinsyresekvensen, og nukleotidsekvensen 15 

som er hybridiserbar med PO i CO omfatter en nukleotidsekvens som er 

hybridiserbar med en del av merkingsdelen og en del av måldelen av PO. 

20. Fremgangsmåte ifølge krav 14, hvor fremgangsmåten videre omfatter å

gjenta trinnene (a)-(b), (a)-(c) eller (a)-(d) med denaturering mellom 20 

repeterende sykluser. 

21. Fremgangsmåte ifølge krav 14, hvor trinnene (a)-(d) utføres i en

reaksjonsbeholder eller i atskilte reaksjonsbeholdere. 

25 

22. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 14-21, hvor

fremgangsmåten utføres i nærvær av en nedstrøms primer. 

23. Fremgangsmåte for detektering av en målnukleinsyresekvens fra et DNA
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eller en blanding av nukleinsyrer ved hjelp av en POCH ("PO Cleavage and 

Hybridization")-analyse på et fast substrat, omfattende: 

(a) hybridisering av målnukleinsyresekvensen med et oppstrøms 

oligonukleotid og et probe-oligonukleotid (PO); hvor det oppstrøms 

oligonukleotidet omfatter en hybridiserende nukleotidsekvens som er 5 

komplementær til målnukleinsyresekvensen; PO omfatter en måldel som 

omfatter en hybridiserende nukleotidsekvens som er komplementær til 

målnukleinsyresekvensen; det oppstrøms oligonukleotidet befinner seg 

oppstrøms for PO; det oppstrøms oligonukleotidet eller dets utvidede 

streng induserer spalting av PO ved et enzym som har en 5'-10 

nukleaseaktivitet;  

(b) å bringe resultatet fra trinnet (a) i kontakt med enzymet som har 5'-

nukleaseaktiviteten under betingelser for spalting av PO; hvor PO 

hybridiseres med målnukleinsyresekvensen, PO spaltes av enzymet som 

har 5'-nukleaseaktiviteten for å fremstille et spaltet fragment;  15 

(c) utførelse av en hybridiseringsreaksjon i nærvær av et 

interkaleringsmiddel ved å bringe resultatet av trinn (b) i kontakt med et 

innfangende oligonukleotid (CO) som er immobilisert på det faste 

substratet; hvor CO omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med PO; hvor hybridiseringsreaksjonen utføres under betingelser slik at 20 

det spaltede fragment ikke hybridiseres med CO, og et uspaltet PO 

hybridiseres med CO for å danne et uspaltet PO/CO-dupleks; og  

(d) detektering av forekomst av spaltingen av PO ved å måle et signal fra 

interkaleringsmiddelet på det faste substratet; hvorved forekomsten av PO-

spaltingen indikerer tilstedeværelsen av målnukleinsyresekvensen. 25 

24. Fremgangsmåte ifølge krav 23, hvor nukleotidsekvensen som er

hybridiserbar med PO i CO, omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med måldelen av PO. 
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25. Fremgangsmåte ifølge krav 23, hvor fremgangsmåten videre omfatter å

gjenta trinnene (a)-(b), (a)-(c) eller (a)-(d) med denaturering mellom 

repeterende sykluser. 

5 

26. Fremgangsmåte ifølge krav 23, hvor trinnene (a)-(d) utføres i en

reaksjonsbeholder eller i atskilte reaksjonsbeholdere. 

27. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 23-26, hvor

fremgangsmåten utføres i nærvær av en nedstrøms primer. 10 

28. Fremgangsmåte for detektering av en målnukleinsyresekvens fra et DNA

eller en blanding av nukleinsyrer ved hjelp av en POCH ("PO Cleavage and 

Hybridization")-analyse på et fast substrat, omfattende: 

(a) hybridisering av målnukleinsyresekvensen med et probe-oligonukleotid 15 

(PO); hvor PO-et omfatter en måldel som omfatter en hybridiserende 

nukleotidsekvens som er komplementær til målnukleinsyresekvensen; PO 

har et enkelt-merke; 

(b) å bringe resultatet fra trinnet (a) i kontakt med et enzym som har 5'-

nukleaseaktiviteten under betingelser for spalting av PO; hvor PO 20 

hybridiseres med målnukleinsyresekvensen, PO spaltes av enzymet som 

har 5'-nukleaseaktiviteten for å fremstille et enkelt-merke inneholdende 

fragment;  

(c) utførelse av en hybridiseringsreaksjon ved å bringe resultatet av trinn 

(b) i kontakt med et innfangende oligonukleotid (CO) som er immobilisert 25 

på det faste substratet; hvor CO omfatter en nukleotidsekvens som er 

hybridiserbar med PO; hvor hybridiseringsreaksjonen utføres under 

betingelser slik at det enkelt-merke inneholdende fragmentet ikke 

hybridiseres med CO, og et uspaltet PO hybridiseres med CO for å danne et 
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uspaltet PO/CO-dupleks; og  

(d) deteksjon av forekomst av spaltingen av PO ved å måle et signal fra 

enkelt-merket på det faste substratet; hvorved forekomsten av PO-

spaltingen indikerer tilstedeværelsen av målnukleinsyresekvensen. 

5 

29. Fremgangsmåte for detektering av en målnukleinsyresekvens fra et DNA

eller en blanding av nukleinsyrer ved hjelp av en POCH ("PO Cleavage and 

Hybridization")-analyse på et fast substrat, omfattende: 

(a) hybridisering av målnukleinsyresekvensen med et probe-oligonukleotid 

(PO); hvor PO-et omfatter en måldel som omfatter en hybridiserende 10 

nukleotidsekvens som er komplementær til målnukleinsyresekvensen; PO 

har et interaktiv dobbelt-merke som omfatter et donormolekyl og et 

akseptormolekyl;  

(b) å bringe resultatet fra trinnet (a) i kontakt med et enzym som har 5'-

nukleaseaktiviteten under betingelser for spalting av PO; hvor PO 15 

hybridiseres med målnukleinsyresekvensen, PO spaltes av enzymet som 

har 5'-nukleaseaktiviteten for å separere det interaktive dobbelt-merket, 

hvorved et donorholdig fragment og et akseptorholdig fragment 

frembringes;  

(c) utførelse av en hybridiseringsreaksjon ved å bringe resultatet av trinn 20 

(b) i kontakt med et innfangende oligonukleotid (CO) som er immobilisert 

på det faste substratet; hvor CO omfatter en nukleotidsekvens som er 

hybridiserbar med PO; hvor hybridiseringsreaksjonen utføres under 

betingelser slik at minst ett av det donorholdige fragmentet og det 

akseptorholdige fragmentet ikke hybridiseres med CO, og et uspaltet PO 25 

hybridiseres med CO for å danne et uspaltet PO/CO-dupleks; hvor et signal 

fra det uspaltede PO/CO-duplekset er differensiert fra et signal som er 

tilveiebrakt på det tidspunkt da minst ett av det donorholdige fragmentet 

og det akseptorholdige fragmentet ikke hybridiseres med CO; og  
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(d) deteksjon av forekomst av spaltingen av PO ved å måle et signal fra 

det interaktive dobbelt-merket på det faste substratet; hvorved 

forekomsten av PO-spaltingen indikerer tilstedeværelsen av 

målnukleinsyresekvensen. 

5 

30. Fremgangsmåte for detektering av en målnukleinsyresekvens fra et DNA

eller en blanding av nukleinsyrer ved hjelp av en POCH ("PO Cleavage and 

Hybridization")-analyse på et fast substrat, omfattende: 

(a) hybridisering av målnukleinsyresekvensen med et probe-oligonukleotid 

(PO); hvor PO-et omfatter en måldel som omfatter en hybridiserende 10 

nukleotidsekvens som er komplementær til målnukleinsyresekvensen; 

(b) å bringe resultatet fra trinnet (a) i kontakt med et enzym som har 5'-

nukleaseaktiviteten under betingelser for spalting av PO; hvor PO 

hybridiseres med målnukleinsyresekvensen, PO spaltes av enzymet som 

har 5'-nukleaseaktiviteten for å fremstille et spaltet fragment;  15 

(c) utførelse av en hybridiseringsreaksjon i nærvær av et 

interkaleringsmiddel ved å bringe resultatet av trinn (b) i kontakt med et 

innfangende oligonukleotid (CO) som er immobilisert på det faste 

substratet; hvor CO omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med PO; hvor hybridiseringsreaksjonen utføres under betingelser slik at 20 

det spaltede fragment ikke hybridiseres med CO, og et uspaltet PO 

hybridiseres med CO for å danne et uspaltet PO/CO-dupleks; og  

(d) detektering av forekomst av spaltingen av PO ved å måle et signal fra 

interkaleringsmiddelet på det faste substratet; hvorved forekomsten av PO-

spaltingen indikerer tilstedeværelsen av målnukleinsyresekvensen. 25 

31. Anvendelse av et kit i henhold til en fremgangsmåte ifølge et hvilket som

helst av kravene 1-27, hvor kittet omfatter: 

(a) et probe-oligonukleotid (PO) omfattende en måldel som omfatter en 
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hybridiserende nukleotidsekvens som er komplementær til 

målnukleinsyresekvensen;  

(b) et oppstrøms oligonukleotid som omfatter en hybridiserende 

nukleotidsekvens som er komplementær til målnukleinsyresekvensen; hvor 

det oppstrøms oligonukleotidet befinner seg oppstrøms for PO; det 5 

oppstrøms oligonukleotidet eller dets utvidede steng induserer spalting av 

PO-et ved et enzym som har en 5'-nukleaseaktivitet; og  

(c) et innfangende oligonukleotid (CO) som er immobilisert på det faste 

substratet; hvor CO består av en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med PO, hvorved en PO som ikke er spaltet av enzymet som har 5'-10 

nukleaseaktiviteten, hybridiseres med CO for å danne et uspaltet PO/CO-

dupleks. 

32. Anvendelse ifølge krav 31, hvor PO har et enkelt-merke eller et interaktiv

dobbelt-merke. 15 

33. Anvendelse ifølge krav 31, hvor PO er et 3'-merket PO som i sin 3'-del

ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke er 

komplementær til målnukleinsyresekvensen eller et 5'-merket PO som i sin 5'-

del ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke 20 

er komplementær til målnukleinsyresekvensen, og nukleotidsekvensen som er 

hybridiserbar med PO i CO omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med merkingsdelen av PO. 

34.  Anvendelse ifølge krav 31, hvor PO er et 3'-merket PO som i sin 3'-del 25 

ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke er 

komplementær til målnukleinsyresekvensen eller et 5'-merket PO som i sin 5'-

del ytterligere omfatter en merkingsdel som har en nukleotidsekvens som ikke 

er komplementær til målnukleinsyresekvensen, og nukleotidsekvensen som er 
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hybridiserbar med PO i CO omfatter en nukleotidsekvens som er hybridiserbar 

med en del av merkingsdelen og en del av måldelen av PO. 

35. Anvendelse ifølge krav 31, hvor kittet videre omfatter et enzym som har

en 5'-nukleaseaktivitet. 5 

36. Anvendelse ifølge krav 31, hvor det oppstrøms oligonukleotidet har en

delvis overlappende sekvens med måldelen av PO. 

10 
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