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Una es~rategia que nos ha parec~do atrac~iva para 1a 
detecciOn de biancos que no son abundan~es. ha sido ei inciuir 
decectores en ~oiécuias replicabies que.pueden ser 
exponencialmente amplifica.das despues de un ensayo de 
hib=Ldación de Aciccs nuciéícos. Para demcstrar ia viabi1Ldad de 

esta idea, cons~::=-'.li.::...os 1=<-~~~s rec~:nbinantes que conti.enen insertos 

con secuenc:i.as aei:.ec-.:.c-ra.s p::esentes en P ~ fal.ci.pa:::-i."m y deraost:.ramos 

que est:.os R...~A.s pueder. l":.ibri.dar co:1 un bl.a'!<cc d~l. parásito e. 

1.gual:netlte ser r'-~Pl icadcs en !"crma ex.FoLenclal con la repl.i.casa 

del fago Qtl. La =~pl.i.:::a:sa de). f"ago Q~ reconoce t:.err.:yl.ad.os de RNr-.. 
en for':"!":a ~;-:-::.::1Q:T".~O=t~e:-.-::e e.spe=i.=ica y p•_1ede i~i.cia= unu =-~acción 

de repli.cac~cn a par:ir do una so!a ~o~écula. Otro ~emplad~ 
nat:.u:-al. pa.ra la .:::epJ.ica!l:.:t d~ QP, ez el. xnv-1 que cor.siste de 221. 

bases nucleo~ídicas. 
La cons-=.r·.;c:::i.ón de ?.!'lA.s r:-e:::.:>nbina;"'.~es se hi;:::.o posibl.e por l.a 

di.sponibi..li.c!ad c:!e. un pl.ásm!.do que contiene la sec·...i~:-ic:ia de CONA 

de MDV-l, gue sirve corno temp~ado para ia s{ntes!s del RNA de 

esta mol.éculu cu3.nd? s~ incuba in -.:i<:: ::-o cor. 1.a RNA pol.i.merasa de 

T7. La ~nserc~6n de secuencia.s detec~c~az dentro deL plásmido 
descri~o, !.la~a:i-J pT7t-~::iv • .:i·~:>~rc '.".:!e la S'2'Cuf!.ncia de !<rr.~-1 crea 

ter.i.pl.ad=s q0e F'..;eden :::.er i..:.sad:::i!:; para 1-a s.i:-.tes.!.s ce ;.;or-.das de RNA 

repl.i.cabl~s. 

Nos h~mo5 ~nteresu~o pcsteri~rm~n~e 8n le pctenciaiicad de 

Los ru:As rec~~bin~nces a~plifiC3ble5, p~ra de~arroliar un ensayo 

sensible que s~3 :i~i: Pn l~ d~t~ccion d~ =0trGvi=uses patogenLcos 

ta1es co~o el HIV-1, el cual presenta una ~nfecsió~ ca~ 

caract.eristic:as -:al.es q_u.::? ha=:er: importante .la det.ecci.ón de sus 

genes .o mensaje:;cs. ?O! ra as:te !::tn~ constru.!.mc:::~ B R!':As 

recambin3.nt.es q-u~ conti~:-.~n a.i.·~~~rsas s~ct...:enci<:'ls de~cc:=.ora::; 

co:npl.~rr..,ent.ari;s <l \;.na regi.6:1 C::lnscrvada de1. gene poi. del. mfU;A del. 

vi.rus H!V-1. S5cos :?.!;As fw.<::?rcn estudiados '?'n cuant:.o a sus 

propL~dac~s replicati.vas utilizand~ ia re?l.icasa cte Q~. varios de 
el.les :nos<:.raron se= buenas r..oléculas repl.i.cant:.es con propiedades 
c~néticas símiia=es a las de Mnv-1. aigunas otros mostraron 



p=op~edades del.etogén~cas y o~r~s no =ep~icaron. Co~ base en los 
:esu1tad~s c~tenidos de este estudio, hicim~s u~ anál1sis 

corr:pa:o.ti.·;o d~ 1.os d:..s::!.nt.;:>s P-1-!l ... s recorr.bi.nantes. cor.. La ay':..l::ia de 

progra~a~ ¿~ co~putddo=d• co~ e1 fin de encon~rar 1as 
ca:acteri~t:.i.cas qu~ s~n ·.:!t::?t-:?:::-:r-• .!..!":.ante!:. en .!~ :e.¡::lic.:i.bil.id.aci. Con 

los enfoques ~cili:a~os ~o ~ud~~os elucida~ :~ies 

ca:acteris~icas. 

ne ~!l."::.:e 1.os ::t.".;:...s ::-e.=:or'1!:..! nar..tes obt:cni-:i=>s# e1egiroos aq-...:el. 
q·..;<:! pl.::!O ::~r ;:-::::~!;._c"J::!:. . .::-::--. :-.a;:~:::: <:>:'..!..c!.~:-:.::!3. p::¡ra usarlo co~o 

scnd¿ e~ ~~. ~n~~~·~ du a2te==~en. 2sto ru:A s~ :e~oroi~ó HI~20. 

sol~c!6~: Se p=e?~~J~on ~~~~t~a~ cc~te~~e~~o d!~erentes 

ca:1t..i.Q.3c,¿5 d.12 bl::i:-.:::::o ~?.:¡.; de: r:.:v-~) ·~:--. f"c:::;-1~ :::.e di.!.:..:.cJ.ó¡"l. ser!.::ida. 
Las con=en:ra~ion~s qu~ 5~ incluyeren flu~tu~ron ~~c=e 10 2 y 1C9. 

Ltna ve:;:. q·...i~ se h·..:.=:::._~::-c-:1 ;::-:=:,r!l.'\ÜO .!.es :=.;:::-:-:pl.ejo=- r.:::.b::-idos 

b1~n-=o-scnca, ~sto5 p~~ieron s~p~r~r~o d~ :a s~no~ no hibr~dada 

mediant~ e1 ~so de p3rtic~Lns ?ara;~a~~~~ic~s un~das 

CC\:dlen:emc:'!:e a u>1c: s::.nC¿, de cap'::·J::~, la -::•.J¿_: es ::::apaz d~ ::'orma= 

un h~brido débil c~n otrd regi~n d~1 blan=~- ?•JEt~=!ormente 1a 
sonda uni~a 31 bla~c~ f~~ se2ara~~ de es~~ ~- a~.p~i~ica~a por 
.!..ncuoacié::. cc:-i :a r .... ~!:!.c::>.:>a C"=< Q~. :.a c~""l.L:.i.d<'.i".:!. d(:> ';;..;-:,;,._ sint--=ci:::ac:io 

e:-i c~da =eac:::::~0~ ~~e s~~~2~~nte para ~~= ~~~ic~ sin el uso de 

muesc=a, podi3n s~r cst~~~dcs 3 p~rt_ir de: :ia~p~ ~u~ trans~urr~ó 
?a.r.J qu0 un;:, :::ic'::·~::r.iir.a.::!"'- :::,'.!no:...:. :!.ad de ?<~;;.,. ¡:::-·..::::.: •:=r:i s ! .:-1-_e-:. i:.:=.ars;;.·. 

i!crnos ~~~~~3~0 ~~e e: .!.~~~te de ~e~~~bil~~ad logra¿o c~r=~~ponde 

a !O~OCO Moléculas d~ bla:1co. 

h~br~dac~on repljc~~le$ hdrán posib1e el deF~rroi1o de ensayos 



OBJET:t\."O 

E1 o~jetivo p=inci?a1 de este trab~jo consiste ~n b~scar una 

fo:rna de acop:i.a:::- 1.a e.x.'t.rao=:iina.::..-ia a!':":pli ~~cacion de RN_; po= la 

rep1~casa de aP a bioe~sayos de detecci.On a1tarnen~e cspec!~~cos~ 

ta1es como la hibr~dacicn de ácidos nucleicos. La finalidad que 

se pers~gce ==n eilo es l~ de inc:ementa= cuali~ati~a~ente la 
sen~ibilidad de este ~ipo de ensayos. Co~cret~~ente se desea ia 

construcción de sondaz q~~ una ve~ u~ida~ a su b:anc~, generen 

una set'\.<::!l er:. !O!':'rr..a de ?._";A. rep!.icable: qt.:e pw~da ar..pli~i.car!;e de 

manera e~p~ne~cia~. 
A•...i.:'".<-"".".le S'? har'l. C?r.~-:.iC.e.rado ·.rar!.<:>s e.::oquel':l.iS F."lra e~::c f:.n, 

este traba~o conteffip:~ ~~p~ci~ic~~enc~ ~es ~igu~cnt~z obJe~1vos 

par":.i-::u!..a:e!: ~ 

- Cons~ruir ~cl.ec~11.as de Rl~A recorr.b.:..nu:--:.::.e que sean 

bifunciona:ez. ya que p~~ u"°3 ~a:::-te s~r~r. sendas de hibridación y 

por otra parte serán te~pl3~os s•~scept:..b~c& d~ rep!..icación con 1a 
rep1icasa del fagn cp. 

- Dcr.lost:=a.::- L"'.1. ·.r!.a.b:..lJ...dad d·:! ~ti.!..i.L;:...r s::;ndas c!c hibridaci..:!ln 

rep1icable~ p~=~ d~tcc~~r peq~ena~ C3n~idade~ de un mru:A de 
HIV-1. 

1.a repl.ica!::a con sus -=.e:-:-:?:._'lc!c:s. ?>_:::--;.ic-._:.:.,¿)ro.:.0nte en c;:anto al 

estudia de los aspc~tc~ d2 ~s~~~=tu:::-3 5~=~ndarLa ~- ~erciari~ del 

RNA cor..-:> re=;:uisi.t.:...'.i ::is.-=.--~ el ~·:!c-:>nc::ir:"J'....-:>:ot:..· r:ic::: l.:i enz.ima.. Si b~.o!~ 

es~e n~ es ~~ ~b~e~!~o p~a~~=a~c p~ra ~l pre~crte ~=~b3jc, 

repl.ica::ivas d-2 algur.a..:; ::::-0-::::-:>bi:--. .:i..n:.~:::s_ E~ rcs"..:J.t.:.':10 d""- 8!3t..: 

anál.is:..s p::-d~~a ser ~ti~ par3 cor:=¿lasi0nar l~s prcpiedad8s 

replica~iva~ c2 Cbda ~cl~=~:n =en su corrC~?o~dien~e cstr~ccura 
secundaria pr~~~cha en !·~=r~ ce~rica, u~~:~zando pr~?=arnas d~ 

compu~ació~. Pos~b1crne~~e e~te enfoque ~os pc:~iCJ obtenc:= 
concl.usio~es en :eiación a ios as?~Ctos rne~cionados. 



:tNT'RODIJCC:tON 

:t SONOAS MOLECULARES 

A> Genera1idades 

En 1a bio1oq~a mo1ecu1ar se presentan muchas situaciones en 
1as cua1es hay 1a necesidad de deeerminar 1a presencia o ausencia 
de una mo1écu1a espec~fica entre una gran cantidad de moléculas 
no re1acionadas. Para este fin 1as sondas de ácidos nuc1éicos han 
tenido un pape1 esenc~a1. Un sonda de DNA. (o RNAl sirve en 
términos generales para demostrar 1a presencia de una secuencia 
homó1oga en una muestra dada con~eniendo otros ácidos nuc1eicos. 
Fosterio=mente a 1os repor~es de Gi11espie y Spiege1man 
(Gi11espie et a1, 1965) y a1 de Southern (Southern et a1, 1975), 
e1 uso de sondas se ha extendido para diversos propósitos hacia 
todas 1as ramas de 1a bio1og~a. E1 uso mas genera1i:ado de 1as 
sondas de DNA en la experimentación básica ha sido en 1a 
detección y ais1amiento de secuencias genómicas y seguimiento de 
RNA.s. mensajeros. Se han usado también para estudios de 
ciasificación taxonómica, para estudios de evolución molecu1ar, 
mapeo de genes, mutagenesis, etc; y han tenido ap1icaciones 
biotecno16gicas en e1 area de genética humana y estudios 
epidemio16gicos en parasito1ogía y microbio1ogía. 

Un ensayo de hibridacién, tal co~o lo reportaron 

primeramente Gillespie y Sp~ege1man involuc=a los siguientes 
pasos: a) fijación del DNA de una muestra, pre~Jiamente separadas 
sus cadenas, en una membrana de nit=ocelulosa; b) introducción de 

una secuencia probadora o sonda, que es especificamente afín a 
una secuencia única presente en el material usado como muestra. 
Esta secuencia única es Ce~o~i~ada blanco. La afi~idad específica 
que la sonda ?resenta por el blanco es debida a que las 

secuencias b::a.r.co y sonda sor. ccmplernenta:::::-ias; c) incubación para 
perrni~ir la hibridación de ia sonda con el bianco; d) separación 
de las rnvlécul3s Ce sonda no hibridadas a través de técnicas de 

iavado y; e) detección de ia sonda unida a1 bianco med~ante e~ 
uso de diversas técnicas de generac~ón de senaies, 1as cua1es 
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inf1uyen de una manera importante en ia sensibi1idad de1 ensayo. 
Al.gunas de estas técnicas se describen mas ade1ante. 

Bl Propiedades 

1. Afinidad y Especirieidad 

Es evidente que ei éxito de ias sondas de ácidos nuc1eicos 
depende de su a1ta a~inidad por su b1anco, de su gran 
especificidad. 1a cua1 además puede contro1arse por medio de 
cricerios de astringencia y de 1a faci1idad con 1a que pueden 
prepararse sondas ónicas uti1izando métodos recombinantes o de 
s~ntesis c¡u~mica. 

La afinidad y especificidad de forma~ión de una dob1e hé1ice 
por dos cadenas de DNA son superiores a 1as de cua1quier otro 
tipo de comp1ejo formado por 1a asociación de mo1écuias 
bio1ógicas (Lerman. 1986). La a1ta afinidad de formación de un 
h~brido causa una unión estab1e que persiste aun en un medio en 
e1 cua1 hay muy baja concentración de sonda. Un h~brido de ácidos 
nuc1eicos tiene una afinidad, que expresada como constante de 
disociación, resu1ta mayor c:¡ue 1a de 1as otras uniones no 
cova1en~es que se han caracterizado. Si bien no se han hecho 
estimaciones experimenta1es de ias constantes de disociación de 
cadenas de DNA para molécu1as con 1as caracte=ísticas de una 

sonda rno1ecu1ar típica, a través de cálcu1os teóricos se ha 
determinado que bajo las condiciones de temperatura y 
concent=ación de sai de un expcr~mento d~ hibridación, los 
valores de disociación son cercanos a 10-23 M a 5 e por debajo de 
1a T.M. de una mo1écula de 272 pares de bases (un fragmento de 1a 
~-globina huroa~a). Este valor es mucho mayor c:¡ue e1 del rango de 
reacciones tip~cas antigeno anticuerpo (10-s a 10-9 M) y e$ mayor 
que e1 de las mas altas afinidades que se han reportado para 
interacciones específ~cas de proteinas, p. ej. para ia asociación 
de biotina-avidir.a c10-:~ M) 1 1a unión de1 represor de 1ambda a1 
operador OR (3 x io-9 M) ( Fischer et al, 1980). 
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Una propiedad aun mas atractiva de ios probado:es de DNA y 
RNA es su aita especi~icidad, particuiarmente cuando se piensa en 
su uso para diagnóstico c1~nico. en donde un a1to nive1 
discriminatorio es requerido. Ademas ias sondas mo1ecu1ares 
ofrecen tambien ia interesante posibi1idad de ajusta= 1a 

especificidad para satis~acer 1as necesidades particu1are~ de 
experimento. Cá1cu1os ~eóricos para e1 f=agmento de ~-globina 
sugieren que 1a constante de disociación de 1as dos cadenas se 
incrementa aproximadamente 40 veces para cada base distinta en 

una secuencia de 272 p.b •. De acuerdo a esto, se es?eraria para 
10 bases diferentes un incre~ento en la constan:e de d~sociac~ón 
hasta io- 7 M. Lo anter~or descarta totalmente la posLbi1idad de 
que a un criterio est:icto, dos cadenas q~e d~fieran en esa 

magnitud puedan hibriaar (Fischer et al, 1980). 

2. sensibi1idad 

La sensibi1idad de un ensayo de hibrid3ci6n depende de 

grupo indicador que es incorporado a la sonda. El indicador que 
mas se utiliza en el 1aboratorio es el fosfato radioactivo, el 
cua1 se introduce a 1a r.i.olécula senda med!.antc a1g•..Jna reacción 

bioquímica in vitro. E~te método de detección ~frece un ¡imite de 

sensibilidad que permite la detección de 200,000 biancos. 
Por la conveniencia de utiii=ar mé~odos no radioactivos~ se 

ha imp1ementado también e~ uso de ~nzinaz o ds molécula5 

orgánicas fluorescentes. En estos esque~as de de~ecc~ón no 

radioactivcs se ha logrado incre~entar la s8n3~bi~idad ?Or medie 

de la incorporación de ~n grupo de biot ir.a en el p;::-Ob3.dor !Lar.ge= 

et a1, 1981}. Una. vez que <.!l p:::-cbador ~e ha ur . ..'..do al blanco, una 

enzima es unida ·.ria l.:! i.n-=eracción t!.:>t.i.n.:i-a·.•ic!:i.r.a <:..~ary et a1., 

1983). Sste proc~dirniento pe=~~~B 1~ ac~=ulación de un g:dn 

probador. Las enzimas qu0 se ~=il~=a11 ~~ este tip~ de detec:~On 

sen la ~os!~~asa y la pe=c>:idasa, ~a ;~~ existen e~sayos 

co1orimétricos sens~bles para s~ de~ecc~ón. Los i~m~tes de 
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detección en ios esquemas que empiean a.mp1ificación 1inea1 es de1 
orden de 1,000,COO de molécu1as de b1anco. 

Se han con~ebido también sistemas de generación de se~a~ 
basados en ampl~ficaciOn exponeneia1. Este concepto significaría 
un aumento cuai~tativo de ia sensibi1idad- Un enfoque de este 
tipo q'~e ya se utiii:a, consiste en hacer copias oei bian~o 
u~~iizando un sistema de amp1ifícación in vitro iiamado 
-polyrnerase chain reaction- (PCRl . Esta técn~ca fué reportada por 
Saik~ et ai (Saiki et ai, 1SBS- Erlich et a1, 1988. Saiki et al, 
198$) y consis~e en uti~i=a~ dos so~das que son comp1ementarías 
solo a ias ext~e~os de ia secue~cia bianco, pero que a t~aves de 
u~ p~oceso enz~~ático, sirven corno prime~o para ia repiicación de 
todo el blanco. Cada vez que se repi~e el proceso se obtiene una 
duplicación del número de secuencias blanco~ has~a que se genera 
un número aitc, superior a un millon de copias. 7ai cantidad de 
moléculas pueda detectarse utilizando sondas marcadas 
radioactivaroente. Este método es rnuy sens~ble~ s~n embargo 
presenta el inconveniente de que en ocasiones se generan senales 
falsas positivas, es decir se replican segmentos que no son 

copias verdade:-as del blanco. Otra l.ir::-.ita.ción de este 
procedimiento es que requiere al menos dos sondaE de dcidos 
nucleicos e ~n~ci~c=a tres pasos para cada ciclo~ la cual no 
muy practico. 

Otro sistema de amplificació~ exponenciai de senal que 
podr~a ser supericr, ya que cería mas Oir~cto, es el de 

amplifica= la zenda. Una for~a de hace= esto es unir ia sonda a 
un RNA, el cuai a su vez puede se= copiado en forma exponenciai 
por una RNi' ... pol.i:nerasa. RNA-di=igi.d.a. una. pol.irne:::asa de este tipo 
es ia repi~casa de1 bacteriofago Q~, la cuai puede uti1i=arse .!E_ 

:::!E.E9.. par~ sin~etizar g=andes cantidades del RNA que se utilice 
cornc te~plado, en poco t~e~po. Las c~=acteríst~cas de esca 
poiirr.erasa y ios t.empl.ados que =econoce se descriten e!i l.a 
secc~ón !I en dcnct~ se mencionan las ventajas que presen~a esta 
~écnica de a~pl~f~cacion. 
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C) Sondas moleculares en el diagnóstico de agentes infecciosos. 

El uso de probadores de ONA para el diagnóstico de agentes 
infecciosos, se basa en la premisa de que ~n todo organismo 

existe infor~aciOn que es ún~ca de la especie y que sirve para 
diferenciarlo de organismos muy relacionados. Convenientemente 
para este tipo de ensayos, las secuencias q>je mas rapida~ente 
evolucionan en 1os o=ganismos eucariotes frecuentemente son de 

DNA repetitivo o satélite. Es decir, es muy co~ún que las 
secuencias que se ~til~=an pa=a iCenti=ica= é~?ecies, s~ 

encuentren adem3s altamente =epetidas en el ~=3anis~o y por lo 

canto, hagan posible el desarrollo de ensay~s sensibles. 

Por las propiedades ya antes discut!c¿~ de ~as sondas 

moleculares, los ensayoz de ~etecc~ón ae age11~es ~n~ecciosos por 
hibridación, tienen :a precis~ón que f~ecuenterner.:e consti:uye 

problema cuando se uti1i=an métodos convenc~onales <p.ej 
visualización al ~~crosccp~o) . Ademas h~y que des:acar que los 

sondas molecula=es consticuycn un rnétcdo ~e detección d~recta. En 
la tabla l se presl'?:nt.a t..:n3 s::.n:esis de :as ·.•e-r.tajds que t:ier.e el 

uso de gcndas moleculares para ensayos diagnóst~cos en 
comparación ccn otro método actual de de~ecció~ directa, 

Hasta ahora se ha repo=cad= el aisla~ien~o de Vdr~as 
secuencias repetitivas espcc~~ espec~ficas y su uso para la 

identificación de ~n par6$i~o. Ejemp1cs t!p~ccs son ei de 
detección de P. fa:ciD3=u::- C?ra!'lzer. et -:!:, l.33~', el de ~ 
{Gon=alez et al, 19~4), etc. Sin e~~argo en la a=tua~iCad, la 
util.ización de estos ensayos esta =esc=ir.g~d? ~~1i=a~ente 3l 

1aboratorio de investig~ció~. 
E1 '..lSO futurc -:!e s,:.;::j.~S de :Jn;;, :.-i R-~A er:. el l.ab-,::-ato:::io 

c1~nico dependera d~ que se ~atis~aga~ d~~ co~d~c~cnes 

esenc~ales, e~t=o ~~=as. Es::.a3 son: ~n for~ato práctico y un 

sistema de C:=:::.·.:--::::::i.c.r:, que ~·Je::tualmer.t.e pe=:nita. prescind.ir del 
uso de r3~~oactividad. Un fo=cato ~rá=tic~ incluir~a las 

siguientes caracterist!cas: 
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SONOAS DE ANTlCueRPOS 
DNAoRNA MONOCLONALES 

ESPEC1AC10AO ABSOLl..JTA VARIASl..E 

AFINIDAD MUY ALTA ALTA. 

POTENC<ALJDAO 
DE CUANTIFlCACIOf""1 BUENA A EXCB-EN"Tt POBRE 
DE ORGANISMOS 

CAPACIDAD DE 

DETECC'°"' DE 1-10 FACTIBLE IMPOSIBLE 
CELULAS BACTERIANAS 

CAPACIDAD DE 

DESARROLI.AR ENSAYOS EXCELENT"E EXCa.ENTE 
NO ISOTOPtCOS (8'1 DESARROLLO) (EN a MERCADO) 

POTENCIALIDAD DE 

PRODUCIR SON.DAS CQt\.I .AB$0l..VTA POBRE 
ESPECIFICIDAD VARIABLE 

(AMPLIA O ESTRECHA) 

TABLA 1 COMPAR.ACION DEL USO DE SONDAS MOLECULARES Y ANTICUERPOS 
MONOCLONALES PARA ENSAYOS DE DETeCCION DIRECTA ce AGENTES 

INFECCIOSOS V ENFERMEDADES GENETlCAS. 



1) Un proceso muy simple de preparación de la muest=a tal 
que no involucre puri~icación del DNA ni inmovilización 

de la muestra. 
21 Resultados obtenibles como valores numéricos con una 

distinción clara entre positivo y negativo 
3) Resultados convertibles a núrr.ero de agentes infecciosos 
4) Reprodccibilidad sin i~~er=erencia de las ~rnpurezas de la 

muestra 

Un esquema que se ha desarrollado con estos objeti~os en 
mente ha sido el de la hibr~dación en sandwich (Ranki et al. 
1983), en el cual se u~ili:an dos regiones diferentes de la 

secuencia blanco. Una de estas regiones hibr~da con la sonda de 
detección y la otra híbrida con una sonda llamad~ -de captcr~n, 
que a su vez cst~ •Jnida a ur.a fase só1.ida y de es~a re.a:i.era 
permite el aislamiento del co~plejo de hibridación. Dentro de 
este rnis~o contexto algunas en~idades cc~erciales se han 
interesado en el desarrollo de -kits~ que de ur.a u ctra forma 
logran algunas de las características arriba ~encionada~. Para la 
e1aboración de ~ste trabajo se ha elegido un formato desarrol.lado 
por 1a co~panid Gent:.rak systems denominado -carget cycling­
tvease articulo). La c=r.ilii:i.acion del prcce~~rniento de G~n~rak 
Systems y un sistema de detección que se basa en amplificación 
exponencial de sena~, cuyas bases se des~riben mas adel.an~e, nos 
ha permitido 11.evar a la p:=áccic.::! un eje:c.plo de ur. ensay::::i de 
detección cor. potencia:iGad ce ten~r a?:~cacié~ gc~eral. 

II AMPL!FICAC:!C!'.; DE R!F' ... s co~; :..; ?-?:?LICASA e.e cr.. 

Las ventajas que ?="?Sen1=<J: la ~éc~ica de arnpl::..ficación de RNA 
con 1a replicasa de C~ se pueden resumir d~ la sig~ient:.e manera 
- La replicasn de Q~ es a~ta~cn~e ~specifica para sus propio5 
templados d~ P,::~ ... l!-:!aru:-.a e-=. al, 1965a). 

- Una sola ~.olécula de ~JA p~edc, e~ F=i~Ci?~o ~niciar la 
reacción de replic3ci~r. (Levishcn e~ al, 1963). 
- Debido a que :as dos cad-::-:i.as de :::;-.:¡.;;. s.:..r·.•c:1 =c::'!c ~e~.p1ado para 
l.a replicación, ~~entras haya un exceso de enzi~a la reacción 

- 7 -



ocurre en forma exponencial. y por 1o tanto 1a s~ntesis de RNA es 

m~y rápida íHaruna et a1, 1965b). 
- La cantidad de RNA sintetizada Ctipicamente, 200 ng en 50 u1 en 

15 min> es ~an grande que puede ser medida con ayuda de técnicas 

co1ori:':'le-:.ricas simpl.es <Haruna et al., l.965b). 

Hasta el no~ento, la reacción de replicación con 1a 
replicasa de CP y l.as ca~acter~sticas esencial.es para el 

reconocimiento de sus templ.ados por la enzima, han sido 

ampliame~te estud!adas. Han sido los grupos de Kramer y Mi11s l.os 

q~e han 7rabajadc en ello por algunos ancs. ~os estudios al 

respec:•: se nen ce:itrad~ en propiedades tales como la forma en 

q~e el tereplado CC:itrola la un~ó~ a la pol.irnerasa, la iniciación 
de la reylicac~ón, la velocidad y =icte11qad de polimerización, 1a 

separacion del producto y templado y la terminación de l.a 

sintesi~- A1g~nas de las conclusiones mas importantes a1 respecto 
describen brevemente a continuació~. 

AJ ~a repl~casa de oP-

La re?licasa de cP puede ais!arse de bacterias infectadas 
el !~go oP el cual es su templado natural. Esta enzima esta 

consti~uida de c~acro polipep~.:.dos de los cuales solo u~o es 

codifica:o por el virus, siendo los otros tres codificados por 

E-coli CY.amen, 1970). El pol!péptido que codifica el virus esta 

evidente~er:te i~voluc:ado en e1 r~conoci~~e~~o del templado. 

Act~al~en~~ y3 se ha clonado en plas::1id~ este gene viral y por lo 

tanto, y~ es posible p~ri!icar la enz.:.rna de bac~erias 

trans=crxadas ccn el plásrnidc que .lo co~tie~c (~ills, 1988). Una 
pro~ieciad sobresalie~t:.e d~ esta F.NA-p~li~erasa es que tiene una 
=:t.lt.:.Si::1t-. ":::s?e:::i=icidad ::;.::=:- sus t:.e;.::::la:i::;s (:-iar:..:na et:. al, l965a). 

El proc~so replicat~vo nat~ral que se lleva a cabo por la 
replicasa de oP utilizando corno tomplado el ~ago mencionado 

precede ce 1a siguiente ~a~era: La repli=asa usa la cade~a vira1 

t-> co~o c~~plad= para d~ri~ir la sincesis de .la cadena 

comple::-:.~:;taria (-) . A..":'lbas cadenas sir·..,-en como t:.emplado para la 
s1n~esis de cadenas adicionales. Se obser~a un ~ncre::-:.ento 
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Figuro l. Reloc¡on entre lo cantidad de RNA sintetizado en lo fose lineal y 
lo contldoo lr:lclo\ de templado de RNA. Codo Incremento geometrtco 
en lo car.t1dod lniclol de templado resulto en un Incremento uneol en lo 
cent .dcd de producto cuando IOi reacciones son terrnlnodcs CKromer 
atol.. 197A). 



exponencia1 en e1 ntlmero de RNAs presentes. Even~ua1mente, hay 
suficientes cadenas de 1'NA para saturar .la cantidad de rnolecu1as 
de e~zima disponib1es, a pa:tir de este ~omento las cadenas de 
RNA se inc=e::ien-can en forma 1inea.l (Ha.runa et al., .l965bJ. El 

procese descri~o p~ede .l.leva:se a cabo in vitre. Sin embargo, con 
1as con=~n~raciones de en:ima que se uti.lizan en el. laboratorio 
para una reaccion de rep.licaciOn típica (25 u1), no es posibl.e 
de~ecta: la fase exponencia.l ya que corresponde a un número ~uy 
Ca~o de cadenas de R..~A. Como consecuencia de esto en una g:afica 
que :epresen~e la cinética de esta reacción, la fase exponencial 
se obser·;a cor."10 un "'l.ag ... después del. cual. se observa 
incre~e~~o lineal.. E.l ~lag- es mayor o ~enor dependiendo del 
nú~ero inicial. de cadenas de templado. Esta situación se ilustra 
en la f:J. ;ru:-a l. 

B) Los ~~mp.lados de la repl..icasa de Q~. 

Aae~ás del fago Q~ existen ct:os te~plados naturales que 1a 
repl..ícas~ p~ede reconocer y copiar con las características 
descritas. Estos tempiados se aislaron a través de reacciones de 
replicac~ón hechas in vitro con la repl.!..=asa y en ausencia de 
temp~adc ex6geno. Se desconoce el origen y función de estos RNAs. 
Algunos =e elle3 se han podido secuenciar. Estos son el 
r:lidi·~·ar:..ant:e (!1:>V-1> (Kaciar. ec al, 1972), el microvarian::e (MCV) 
(Mi11s e= a~, 1975) y el nancvaria~~e (Schaff~er et al, 1977). 
Sus ta~anos fluc~uan de 77 3 221 bases. Carac::er~st~cas notorias 
de es~o~ ternp1ados son su alt~ contenido ce bases G y c. asi como 
la aparente presencia de rnuch~ estructura secundaria. De ~ntre 
estos F.NAs el que ha si..d~ ;:i.as prof·..;nda::i.ente escudiado es el 
!-".DV-1. e2. :::ual., por ser ~as peque:"';c q-:Je e.!. =ago OP. ha sido un 

modelo idóneo para el estud1o del ~ec~~.:...s~o de r~9:~c~~ión. 
Utili::ando agen::es químicos y rit:icnu-:::leasas se : le"J'a:::::on a 

cabe es~ud.ios de dobla:-:iento secunda::-i.c y =.":::'.'Ciari.::i de :--..:::·.r-:. Se 
co~p=obC que ia mo.!.éc~~a es ~uy es=-ru=t:urada y se de=.er~i~aron 
.las es'=.:::::"Jc":.u:-az mas expl!estas (!1.:..2.l.s et a.!.. 1976J • =:n 1-3 f!.g:.::::::a 
2 se prcs-e:-.-.:.a la es~rt.:ct:.u=a se:::unC.ar!.a p=cp:.H~st:a para el z-mv-1. 
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F1gura 2. Estructura secundaria del ANA t.A:DV·l (+)predicha por el 
prog;ama Zuker. Las letras oscuras muestran Jas regiones homólogas 
con el ANA(-) de 013 (Nishihara et al., 1 983). 



Otros experimentos de rep1icac~ón in vitro hechos con este 
ternpiado ~ndicaron que una soia cadena de RNA unida a una soia 
rnol6cuia de la enzima basta para que se complete un ciclo 

sín~é~ico (Oobkin et ai. 1979) - ?o: o~ra parte, a través de 1a 
caracterízación de mutantes Oe ~V-1, obteni~as po= ~xperim~ncos 
de replicación y trans~erencia aeriada, en presencia de una 
p:esicn ~e selección, se conc1uyó que la estructur~ secundaria 
que asu~e esta molécu~a ~s necesa~ia pa~a q~e pceda repiicarse 
tK:arne= e~ al 1 1974) _ Asi mis~o, por ~edia de experirne~tos de 
de1eciones en e~ R..~A. se id~r.ci=~~o u~ ~al~~-y-asa como sitio de 
un!..6n a l.a cn-:.i:7ta (Ni..shihé:1~a e-::. al, 199.3). Co:-¡ estos experimentos 

se Ceter~inó ta:nbié~ que ~as ~~es G's ?=~se~tes en el ext=emo 5' 
de MDV-1, qu~ iguairnen-::e se e:'l.cuentran e:. los o'::.ros te:o-.p1.ados 
sec~enciados. asi ~orne en el fago Q~. sor. esenciales para que la 

repl~cac~ón ~nicie~ de donde se conci~ye que las ~res c•s 

p=esentes en e~ ext=c~o 3' zo~ ~n~ispensabi~s ?ª~ª que la 
si.nt:.es~s ocurra de manera ~xponencial. (~-1.i:..l.s e't.. al., 1980). 

C) RNAs reco:nbinan~es. 

Con el fin de explotar la ci~ét.~=a exponenci.al 
ca~act¿ristica cte l~ reac~ic~ d~ l~ re~i~casa de Q~ para ia 
obt.enci6n de gra:-.d~s car.tidad.es de ru.:A. d.~ ut.i.lidad., y 

aprove~handc :~s co~oci:"l"'.i~:-:.tcs que han de~iv.3do del. estudi.o de 

:-':OV-l.. ei grup.;:;. de K::~:;'le=:- y :'-'l.ills decidió C?:"'.st::.:-ui~ una mol.écul.a 

de R...~.;;. ::-¿.cornbini~i:.e y ?=aba:::- su.s p:::opiedades replicativas ~ Para 

est.e r::..~ se ir.sE.::-;::.: ·;:-i !~!_·a~:":"·ento de R.!~A (á::-idc deca.a.dc.ní.l.i.cc} en 

el. i.nterio::- de t,.,....::.v-1. :s:. ~i.!.:.i--:. ~!...egido ?O.r<! la .:.ns.e::-ción se u.bicO 
en una región ~ue se sa~i~ que a=ep~a~¿ ~utuciwnes s~n que 
hubi.era :::o:nse=uen~i.~~ :::.·..:.:::'.'c.:-:.-=.~ !...<:.>. repli·:::a-::.ión y de l.a cual. s~ 

conoci.a "'.:.ar,.t;::_..:·;- c;_u(: :-.e t:=-,;-.. '-.!l s:..-::..~c d-:! '.;.:-:;:..~•· ~ la .=eplic::asa. La 

:;-.c:.ecula =~cc:c.:::; :.r.a.<.-.:.t::: co:-. .s-::.r·.1iC.a :...::is':.=:-~ p::opiedades ::-epJ..i.r::.ativas 

sir.i.il.a:::-~s a las de ~V-1 (!'-1.iele "='°.:. a!., J..98.31. 

?oster~or~en":.e e~ el ~is~o labor3~0::-lo se ob~uvo ei c~NA de 
:-:n·· .. l-1, -;l c,_;.a: s~ .:...:'"lse=--.:.c- e:"! e: p.!.ásr.,.:._:j.:, ~'!'7, consti....:.uy-endose asi 

e!.. p:--~.::-':. 2.:--. 8l p-:1:.:::·.· :.z,. se-:::·~'-=n~:..ei :::ie ~~:;v-1 se. e:--.ct.:.e:-itra 
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inmediatamente hacia abajo de1 promotor reconoc~do per l.a RNA­
pol.imerasa DNA-di.:igida del. fagoT7. Por otra parte en este 
p1ásm~do se presenta un sitio único para 1a endonuc1easa de 
restricción SmaI que pe:mite cortar1o exactamente en ei extremo 
3' de la sec~encia de MDV-1. La construcción descrita hace 
posible la obtención por transcripción in vitre de un RNA 
idéntico a MOV-1. 

1.l Vector pTi'XDV-poly. 
En el ?lásrei.do p~i'V.OV se introdujo un sitio de restricción 

para XbaI el cual se ubicó en el misrno s~tio en el. que 
anteriormente se había insertado ei ácido decaaden~1ico. En e1 
sitio XbaI de pTIMDV se insertó un ol.i.gonuc1eóti.do sintético de 
1.1' pares de bases, cuya secuencia se muestra en ~l articulo de 
Biotechnology que se .i.ncl.uye e:1 est:.e trabajo. En el. i.nteri.or de 
este o~~gonucleC~ido hay sitios de reconocimiento para 1as 
endonucleasas de restricción BglII, XhcI y StuI. Aunque los 
exi:.remos del ol.igonucl.eót:.ido son cohesi·;os con ext:.remos de XbaI, 
su diseno es i:.al. que solo en un extrerr.o se regenera el sitio XbaI 
y por lo tant:.o se conse~va co~o sitio único. De esta forma por 
clonación se obtuv!.eron dos plás:nid8s que ccntienen el 
cl.igcnucleótido descrito inseri:.ado en las des orientaciones 
posibles. Es':.os son el. pTit~V-pol.y9 en el cual el orden de l.os 
sitios de restricción es XbaI, Sgl!I, Xho! y Stul (=igura 3) y el. 
pT7?-".DV-poly4 en el .::r.;~ el orden d.e los si':.ios de restricción es 

el inve=-sc. 
Los R:;;..s ob-=.c:-.idos por -::.::-anscripci.6:-: a Far':.ir de p'I7MDV­

poly4 y pT7r~::>V-poly9 rr-.ostraron ser S!..lscapi:. ibles de =epl.i.cac;ión 
con l.a repl.i.casa de C'3 ccn pr-:ipiedac!es muy sir:iilares a MDV-l.. El. 
vect:.or pTIMSV gener6 la pos.:.bilidaC de obtener por rr.edio de 
rnetodol.ogia de Dt:;., =ecor..binar.te, una v:rr:..edad de RNAs heteról.ogos 
para ser us~dcs co~ diversos =ines. 

2) RNi\.5 ::-ec·.::..-.bina:--.tes de P. falcipari..:n:. 

Pa=a e~p~zar a e~plo=ar la =actibi~idaci de replicar RNAs 
reco~binan"::es ce:-. sec·.;e:--.cias heteró:ogas de propiedades 
dist:.i:-:~as, co:"l.st=ui ccatrc p1ásmidos de:=-ivados de pT7'.::·!DV que 
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pT7-MDV-poly9 

F1gu•a 3. Plásmido pT7-MDV-poly. La línea oscura representa el cDNA 
de MDV-1. Los sttios de restriccion contenidos en el polilinker son 
único:.. E.x1ste un plásmidO equivalente que tiene el polilinker en la 
orientacion opuesta (no se muestra). 



conten~an secuencias presentes en e1 genoma de P.faiciparum. 
Estas secuencias se in~rodujeron en e1 p1ásmido mediante 1a 

inserción de o1ígonuc1eótidos sintéticos en e1 sitio para XhoX. 

E1 dise~o de estos oligonuc1eótidos fue ta1 que conservando e1 

mayor parecido posible entre sí (en composición de bases y 
secuencia), uno de ellos (fa1-st> presentara 1a posíbi1idad de 

formar una estructura de tallo y asa (por tener secuencia 

palindrómica) y otro (~al-un} no la presentara. El objetivo de 
disenar los oligonucleótidos descritos de esta manera, fue e1 de 
comparar la va::iante es~ructural me:lcionada en función de l.a 

replicabilidad de los RNAs que se obtendr~an por transcripción a 
partir de ios plás~idos const::uídcs 

Se obcuvieror1 cuatro ccnscrucciones que conten~an 1os dos 
oligonucleó~id~s descri~os e~ las dos orientacio~es posibles, 
todas ellas en pT7MDV-poly9. En la figura 4 se ilustran todas 
estas construcciones. Los cuatro plásmidcs obtenidos fueron 

secuenciados confirmándose que la secuencia del inserto era 
correcta. 

Las propiedades repl!.cativas de los RN'As !-!DV-fal.-un (+) y 

MDV-fal-st <~> obtenidos por transcripc~ón a partir de dos de l.os 

pl~s~idos descritos fueron estud~adas con detalle y se describen 

en ~nos de los art~culos que se anexan a este trabajo 

CBiotechnology}. El resulcado obtenido indicó, en tér.m~nos 

generales que los dos R!:As pcdian ser replicados con eficiencia 

relacivamentc igual sin importar la diferencia estructural. 
contenida en el inserto. 

El RNA MDV-~al-un será utilizado en nuestro laboratorio como 

sonda molecular para el desarrollo de ensayos de detección. 

II! Retrovirus HIV-1 

Lo que a C?nt1nuaci6n se describe tiene corno finalidad 

justificñr el uso de HIV-1 como un modelo idóneo para desarro11ar 

un ensayo de decección clínica. El HXV-1 es el. virus asociado al. 

sindro~e de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) . 
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Xt>al 

" 
sitio Xhoi 

T 

MOV•T&l·un (+) 

Stul 

" --------- C TCGAGACT'AACATAGGTCTTAAC"iTOAC'r/t.ACA. Teo.t.G 

MOV-Tal·un (-) 

Xba 

" 
sitio Xhol 

T 
-------- C T~TGTTAGTCA.ol.GlTA.AGACCTATGfTAGTCíCGAG 

3glll 

" 
XOal 

" 
SgHt 

T 

M.DV-fal-at (+) 

sitio xnol 

... 
---------•C TCO:AGA.CíA.A.CA.TAGGTC'TAAACT'TGTTN:STC-' TCGA G 

Xbat ... Sglll ... 
MOV-Tal·sl {-) 

slt\o Xhol 

" --------- C TCOATG.A.C'TAAC/VA..GTTAAG,1t,CCTATGTTA.QTC TCGAG 

Stul 

" 
Stul 

" 

Stul 

... 

rigura 4 . RNAs modelo de P. falciparum construidos con pT7MDV. Se muestra 
la secuencia completa de los oHgonudeotidos usados en cada caso. Con una 
linea gruesa se simboliza el po\i\inlc.er. El polilinker utilizado en todos los casos 
es poliS. E.1 nombre de cada. construcción se inclica arriba de cada esquema. La 
cadena c:.Jya secuencia se escribe es ta que sa ttancribe para formar el RNA 

.. 



Debido a que e1 SIDA es un prob1ema de salud cuya relevancia 
es indiscutible, 1.a in~ormación existente a1 respecto es 
amp1~sima, en este contexto me 1.imitaré a dar 1a in~ormación que 
considero pertinente para el entendimiento de este trabajo. 

A) Detección del. retrovirus HIV-1 

El virus asociado al. SIDA, virus de la inmunodeficiencia 
humana (HIV-1), es un miembro de l.a fa:n.iJ,ia Lentivirinae 
(prototipo visna virus) • Al. igua1 que otros virus de esta 
familia, HIV puede establ.ecer una infección persistente sin 
producir part!..culas viral.es activamente (Kwok; et al., 1.987) • 

Consecuentemente l.os ensayos inmunol.ógicos dirigidos a ant~genos 

v~rales no pueden detectar al. virus durante los primeros estadios 
de 1.a infección. Así mismo, aunque se pueden identificar personas 
que se han expue!J'l:.o al. virus HIV-1 a través de ensayos 
serol.ogicos, no es posibl.e confirma: la p:csencia de una 
infección activa si no se hace e1 aislamiento del virus de1 
paciente seropositivo (óu et al. 1988). 

El. aislamiento del HIV-1 de rnue5tras d~ sangre involucra un 
cocultivo de célula~ ~ononuclca=e~ Ce san?r~ pe=i~érica con 
1~nfocitos de ~n donado: no infe=tado esti~~lados con 
f~tohemaglutinina. El proced~miento descri~o toma de tres a 
cuatro semana~, ade~ás de que no es rruy $~nsible y no siempre es 
exitoso <Ou et al, 1988}. 

La detección directa del virus del s:cA seria deseable en 
diversas si~uaciones, p.eJ la d~agnós~s de pacientes infectados 
que aun no expresan anticuerp~s; la diagnósis de bebes cuyas 
mad:es son sercpcsjtiv3s; :a d~agnós~s de pacientes debil.rnente 
infectados, etc. 

Debido a las caracteristica3 de la infccc~ón del HIV-1, se 
presentan var.:..:..s d.ificul.tades para poder detectarl.o directamente: 

11 Solc ~n pequeno núme:o de célul.as estan infectadas (de 1 en 
10 4 a l. en 10 6 ) <Harper e~ a1, 1.986). 
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2) L~s cél.u1as infectadas tienen pocas copias de RNA mensajero 

(aprox SO copias por virus y 6000 moléculas de RNA por célula 
i.nfeceada) (Pe1l.i9rino et al., 1987). 

3) La in~ección puede ser latente, es decir sin c¡ue se produzcan 

Rt:As ~ p=oeeinas. 
41 Dist~~tos rniembros de once y ienti.virus muy rel.acionados 

complican la deeección especí~ica de un virus pareicul.ar. 

Tod= l.o anterior se~ala l.a urgenee necesidad de ensayos muy 
sensible~ que detecten com?onentes especi~icos del. virus. tal.es 

corno su S"eno:-:ia. Si bien pueden :-:iencionarse al.gunos ant:.ecedent:.es 
en relac_ón a este objetivo. como es el uso de sondas 

:adioact~vas, o la arnpl~ficación de regiones ddl genoma 

utilizan::.-:: l.a rnetodo1.ogia de E'CR antes de,scrita, en ninguno de 

~os easo5 e~istent:.es se p:opone la amplificación di=ect:.a de l.a 

sonda d~ una mane=a altamen~e eficiente y especifica. Est:.a 

alternae~va podría lograr superar la sensibilidad y especificidad 

de los métodos mencionados lo cual seria de gran utilidad para el 
díagnós~~co de est~ enfermedad. 

Po= la importancia del SIDA y las caract:.erísticas senaladas 

anteriorroente, el ví=us HIV-1 nos ha parecido un modelo idóneo 
para aem.:.:st: rar la •Jiab!. lidc:i.d de un ensayo de detección basado en 

ci uso de probado=es de RNA susceptibles de amplificación 
exponer.e_ al.. 

Bl Descripción molecular de HIV-1 

El HIV-l es un retrovi=us cuya información genética esta 

contcnidé en un RNA de aproxi~adamente 10,000 bases nucleot~dicas 

en ias c~~les se codifican tanto para las proteínas que 

estruct~=~n al v~rus, como para aquéllas que regulan la 

producción de viriones. Los genes que codifican para las 

protei.na~ estructural.es y enzimas son t=es y se han llamado: GAG, 
POL. y E:-:·.~- El ge:-:e PO!. codifica para la transcriptasa reversa y 

otras enzimas invol.ucradas en la conversión del genor.ta a DNA y su 

integración al genoma celular. El gene ENV codifica pa=a las 
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proteínas de envo1tura y 1a región GAG codirica para 1as 
proteínas que rodean a1 R?IA formando una nuc1eoc&Pside (Hase1tine 

et al., i ~bC~. 
Dentro de i~~ ~egiones que contienen estos genes se codi~ica 

para otras proteínas pe~uenas ta1es como tat, rev y ner, que, en 
coordinación determinan la pr~ducción de1 viri6n. 

El mecanismo regu1atorio que ~~~tro1a e1 que un virus se 
mantenga integrado en el. cromosoma de1 huéSFCd en forma 1atente 
(sin reproducirse), o que se dispare su producción a nive1es muy 
variabl.es. es co~plejo y aun no est4 to~a1~ente di1ucidado. Se 
sabe que al.guno5 factores ce1ul.ares intervienen en este ~ecanismo 
en combinación con l.as proteínas regul.adoras mencionadas, estas 
tll.timas interaccionan en crans con secuencias específicas del. 
genoma viral. (Cull.en et al, 1989). 

La información genética del HIV-1 es muy variable, ya que 1a 
transcriptasa reversa de este virus tiene una al.ta frecuencia de 
errores de síntesis. Este ~en6meno es comtln a varios retrovirus, 
asi. por ejemplo se ha determinado qu¿ para e1 retrovirus de 
origen aviar l.a frecuencia de mutación es de una base 
nuc1eoc~dica por cada dos cic1os de rep1icación. Sin embargo 
existen regiones codificantes cuya integridad de secuencia es 
ir.dispensable y por lo tanto se mantienen conservadas por 

selección natural. El genoma del virus HIV-1 ha sido totalmente 
secuenciado y su secuencia se ha comparado con la de otros 
retrovirus que causan SIDA en humanos, tales como el HIV-2 y HTLV 
y la de otros que infect~n ~species de prinates co~o el. SIV y el 
STLV _ Los genomas de -=.odos estos re~rovi::us presentan alta 
homología, sin embargo todos ellos tienen regiones cuya 
especificidad permite que se les distinga por hibridación con 

sondas de ácidos nucleicos. Por otra parte der.tro de estas 
regiones especi~icas hay secuencias muy conservadas caies como 
las del gene POL, las cuales permiten disenar sondas que 
garantice~ la detecc~ón espec~fica de un retrovirus ezpec~fico 
(Haselti:-i.e et a.l, 1988). 
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RESULTADOS 

Los resultados con los que se cumplen l.os objetivos de este 
trabajo se describen en los artieul.os. En este espacio se 
detal1an a1gunos datos que pueden ser de interés para 1a 
discusión. As~ mismo, con e1 ~in de presentar una i.dea mas ciara 
de~ procedimiento general. que se uti.l.izó en e1 presente ensayo, 
reserva ~e l.a exposición mas det:.al.l.ada que se i.ncl.uye en los 
articul.~j, se muestra en l.a ~igura 5, un esquema que il.ustra el. 
uso de s::.ndas de RNA ampl.i.fi.cabl.es en ensayos de detección. 

A) Oísen~ de sondas 
Las secuenci.as de 1os ol.i.gonucl.eótidos se di.sanaron con los 

si.qu.ienc-:s cri.<o,;.erios: l.) que su compl.eeento estuviera presente en 
las regl- :.ines ~as conservadas del. gene pol."; 2) que no presentara 
posibil.ídades de una fuerte estructura secundaria, ya que esto 
ul"C.1rno F:·dria impedi.: l.a hibridación con el. blanco; 3) que en l.a 
vecínda= de :a región elegida existieran secuencias también 
altame~te con~ervadas y no estructuradas para que en función de 
el.l.as s .... ':iise."\aran sondas de capcura. En l.a figura 6 se mues~ra 
la uo~ca=ión de l.as secuencias elegidas den't.ro del genoma de 
HIVl. 

B> Cons~=u=ción de RNAs heteról.ogos 
Adt~ás ~~ l.os RNAs que tienen las características requeridas 

para ser u~ilizados co~o sondas replicables en bioensayos. hemos 
constr-..:.i.::io ot:=os RNAs heteról.ogos algunos de l.os cual.es no 
presen~a~ propiedades replicativas si.mil.ares a MDV-l.. En el caso 
particular de H1V-1, cuatro secuencias oligonucleotídi.cas fueron 
insertadas en dos vectores (pT7MDV-poly) en siti.os de XhoI y 

Bql.!~. l..c..s vectores difieren unicamente en l..a ori.entación del. 
pol.ill-nk~r. En la figura 7 se il.ustran las 8 construcciones 
obt<':!ni.das con cuatro insertos distintos en l..as dos orient:.aciones 
posibl.e~ Por transcripc.ión pudieron obtenerse ocho RNAs 
reccmoin~n~es con secuencias d~ferentes compl.ementarias a al.guna 
reg.i.6n de H:!Vl. 
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Figura 5. Uso de sondas de RNA recombioam:. El sfmbolo para la sdnda c!e RNA 
consiste del RNA MDV· l (representado por una línea doblada en ues tallos y 
asas) dentro de la cual se ha insertado una sccuenci.J. d~tcctora (se muestre. 
como una línea oct!lgonal gruesa). L::i secuencia blanco se muestra en el panel 
A. La sonda de RNA se hibrida :i. este blanco (el cu:.t.l puede ser RNA o DNA) 
segun se muestra en el panel B. Después de lav.u la :>onda d: RNA no unida. ln.s 
sond~s h!bridadas se liber:!Il de su blanco por calor (p3.llel C). Las sondai.; de 
RNA recombinante liberadas son amplificadas cx.ponencialmentc por 
incubación con la replicasa de QB (panel D). 



FIGURA. 6 

HIV-1 

POL 9 kb 

3 kb 

TODOS LOS OLIGONLiCLEOTI[X)S EMPLEADOS PARA LA CONSTRUCCION DE SONDAS. 

$~UBICAN DENTRO DE LA REGION PUL. 

33mcr 

TCGAAAAATI"ATAGGACAGGTAAGAGATCAGGC probe HIV30 Y HIV2 
TCOAGCC"rGATCTCITAccrcrrccrATAATT"IT mRNA (nt• 47494777) 

34mer 

TCGAAAGGGAAGGCCAGGGAATTITCITCAGAGC probc HJV43 Y HIVtS 
TCGAGcrcrGAAGAAAATrCCCTGGCCTTCCCT"T mR.. .... A (nt 2110-2139) 

39mcr 

TCGAATrCCTGCITGATTCCCGCCCACCAACAGGCGGCC probc HIV34 Y H.IVJO 
TCOAGOCCGCCTGTrGGTGGGCGGGAA TCA.-'\GCAGGAAT rr..R..~A (nt 4643-46"n) 

3-Smcr Bglll 

TCAATGGCAGCA..:•.:rrrCACCAGTGCTACGG fGATC prube HIV20 y l-llV4S 
GATCACCGTAGCAcrGGTGAAATTGCl"GCCATTGA mR.~A(4622-4651) 

'"' L.l í osición nuckótidic:i se refiere a el gcnorn.1 
completo de HIV-1. 



HIV30 

""ª' BQlll XhOlt•nr•mg) **1'o Xhol Stul 
'f 'f .. .. .. 
------- CTC.C.. ....,.,..,...TTATAO~~~ ... _ .... __ 

){ba • SQlll .. 'f 

""ª' Bgl\\ HIV10 sJ.tlo Xhol Stul .. 'f .. 'f 'f 
--------C:lCQ.11..ATICCTQCTTO.#i.TTO:CCOOC:'<X' OOCCOCC'fceAO ----

Stul 

'f 
Xhol(extremo) 

" 
Stul Xhol(e.:tremo) 

'f " 

HIV2 

HIV15 

sltlo Xhol 

" 
sitio Xtiol 

" 

Br;alll 

" 

Stut Xl'lol(e:r:tr•INJ) HIV34 9!do Xhol 

T ~"TT"CCT"O.CTTQA".°"'""'"""""""""""°ooc~'f· 
X.cal .. SgHI 

" 
HIV48 Bg\l\(e1L'trel"r10} XhOI 

'f " ------AGA'l'C TC.11.AT~TTt~TQ.CT....:x;.Q;l'O.-.TC: 
5'ul 

'f """' 'f 
sitioBglll .. 

H1V20 

Bg\11 t•Jttremo) .. 

Xbal 

'f 

""ª' 
'f 

Xbal 

" 
S.ul 

" 
Xba.I 

'f 

Figura 7. RNAs heteró\ogos construidos con pT7MDV. Se 
muestra \a secuencia completa de los oligonuc\eótidos usados 
en cada caso. Con una linea gruesa se simboliza et pali\inker. 
Cuando el orden de los sitios de restricción empieza en Xbat el 
pomink.er usado es poly9; cuando empieza con Stul e\ po\iHnker 
es poly4. El nombre de cada construcción se indica arriba de 
cada esquema. La cadena cuya secuencia se escribe es la que 
es transcrita en MDV-1. 



C) Propiedades rep1ieativas 

Hicimos un análisis de 1.as prop~edades repi~cativas de los 
RNAs y encon~ramos que en términos 9eneral.es se observan tres 
tipos de comportamiento: algunas recombinantes rep1ican 

exponeneia1mente y de manera efic~ente~ a1 ic;ua1 que MDV-1; otras 
presentar. de1eciones que al ocurrir producen RNAs mas pequé~os 
cuya rep1icación es ~avorecida por sobre la de 1a recomb~nante 
o=i.ginal. Debido a el.lo no es posible obtener cantidades 

significativas d~ templado origina1; el. tercer comporta~iento 
observado c::::--.sis':.ie :sir.-,pl.er:i.ente en que el. terr:pl.ado no es rep1.!.eado 

por la repl~cdsa~ o al ~Pncs no con una eficiencia que permita 
observarlo er. 3C ~:inutos (t:.:.empo r.a-cesari.o para. ampl..ifi.car l.09 

veces> • 

En las figuras 3 y 9 se r:i.ues~ran fotograf~as de gel.es que 

contienen el ~rodw~':.o de r~pl.icación ob=enido en dis~intas 
reacciones, iniciadas con cada ur.o de 1.os recombinantes 

construidos. En cada case se incl.uye un carril. que cont~ene el. 

templado inicial correspondiente al que se utilizó en l.a 
reacción, co~o ~a~cado::- Ce peso. La banda de mayor mov~l.idad 

que se observa en varias de las reaccior.es, corresponde a MDV-1. 

Al. respecto de la presencia de este RNA como producto de 

reacción, se hace ur.1 expiicación posterior en esta misma 

sección. 
En algunas de las ::-epl.icaciones, se puede observar el. 

comportamiento de del.ecogénesis descrito anteriormente. As~, por 

ejemplo en las reacciones iniciadas con los tcmp~ados H~V30 y 

KXV43, se obse~van ~3ndas de menor tamano que la que tiene el 

templado origin<ll y de r..ayo::- ta::i.at\o que MDV-1. Se ha demostrado 
que l.a del.ecogener>is e:::: 1J.:"1 fenó":ncr-.o P-specíf.ico pa::-a cada 
recombinante, es de~~=. lñ r~g~ó~ deletada siempre es ~a Pisma 

para la misna ~~l~c~l~ e~ ~~s~Ln::.as reaccione~ de replicación 

(David Zhang, c::::".u~:i..cac:..o::-. perscr.al). En l.a ::.abl.a 2 se p::esenta 

una sinces1F ~~ los resultadoo cbte~idos con cada una de ias 

recombina~~es cuya repl.icación fue estudiada. 

Ai excende::- ei anáiisis a ias diversas recombinantes que han 

construído otros miembros de1 l.abora~orio, encontramos que 
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J-MDV-poly---1 l---HIV10--I l---HIV30---I l---HIV43--I 

T O 5 10 15 25 T O 5 10 15 25 T O 5 10 15 25 T O 5 10 15 25 

• 
.. ------411-- .. 1 -· --

*Figura 8. Replicación de distintos RNAs recombinantes con la 
rephcasa de OB. En el extremo superior se indica el nombre de 
la molécula recombinante que se utilizó en la reacción de 
rephcación correspondiente. Cada reacción da replicación se 
llevo a cabo durante 25 minutos, tomándose alicuotas a diferentes 
tiempos.La T al Inicio de cada grupo señala el carril en el que se 
muestra et RNA templado usado en la reacción. Los números 
sobre cada carril indican el tiempo al que se tomaron muestras 
en la reacción de replicación y los carriles correspondientes 
contienen el producto obtenido aJ tiempo dado. 

--•' 

- -.... 221b 



1-MDV poly4--I l------HIV2-----I l----HIVl.5-----1 l----HIV20----I l----HIV34-----I 

T O 5 10 15 Z5 T O 5 10 15 2S T O ' 10 15 Z5 T O ' 10 1, Z5 T O 5 10 15 Z5 

- ------ --- -· 

*F1gura 9. Repl1c<!clón de distintos RNAs recombfnantes con la 
repl1casa oe 013. En el extremo superior se Indica el nombre de 
la molécula recomblnante que se utilizó en la reacción de 
rep11cac16n correspondiente. una descrlpc16n detallada se 
encuentra en el texto y en la r1gura anterior. 

---
__ ,._ 2a~b 



ANA LONGCTUDDE REPUCABILDAD POUUNKER SITlC) DE INSEAcaor.I 

NSERTO P.S. CONQB PRESENTE EN MDV1 ENPOULM<ER 

t.CV·1 o AMPUFICA-109 NHGUNO 

VECES EN 20 MH.. 

POU9 zz A " Xbo1 

POLl4 zz A .. : Xbo1 

t.-t=>V..fal-un 33 " g Xhol· 

HM?t: 35 A .. -
HN46 35 B " -
HlVC3 34 B " Xhol 

HN'1~ 34 e .. Xhol 

HIV2 33 e .. Xhol 

Hl\/30 33 e " Xhol 

HIV34 39 " .. Xhol 

HfVlO 39 B " Xhol 

T ABlA 2 Aesuttados de roplicabilidad de todas Las aondas conatn.ridas. La k>ngitud del inserte ü·xhc~a en 

cada caso no ind1.:ye 1a bngitud del polilinkor. Polilinkar 9 y 4 previenen de un mlsrno ola;onucieótido qua 

tué insertac::1 on el vectof pT7MOV en la:i dos orientaciones posibles. Polilinkar 9 tiene los sitios de 

restricción en al orden Xba-Bg:l·Xho·Stu. Polilinker 4 los tiene en el orden opuesto. El comportan'liento A 

s¡gnifica 01.1e ta replicación es exponencial y con eficiencia simili&T a MOV-1. B significa que la eficiencia da 

sintasis ca producto ocmp!oto es muy baja (no a.1.ponencial) y ol producto principal es da menor tamano 

(delatog•nas1s). Comportamiento C s1~mhca que no hay repl1cac16n en absoluto. 
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airededor dei SO' rep1ican ericientemente. Estas recombinantes 
inc1uyen RNAs que contienen secuencias presentes en P.~a1ciparum, 
en T. cruzi, en e1 virus R17, una secuencia codiricante para un 

tRNA, 1a secuencia de1 gene para angiotensina y 1a secuencia de 
un virus que infecta a 1a papa 11amado PSTV. 

Un prob1ema que rrecuentemente afecta 1as reacciones de 
rep1icación es 1a presencia de unas cuantas mo1écu1as de MDV-1 
que se encuentran contaminando 1as preparaciones de enzima. 
Aunque 1a cantidad de MDV-1 contaminante que puede estar presente 
en una reacción de replicación ~~ nurnericamente insignificante, 
debido a que la reacción es exponencial, al cabo de un tiempo 
(aprox. 30 a 45 min) se observa 1a presencia de MDV-1 como un 
producto adicional. Este hecho pareció constituir una 1imitante 
para el diseno de sondas reco:nbinant~s. Sin ewbargo actualmente 
sabemos que puede inhibirse especificarnente la replicación de 1as 
moléculas contaminantes por mayor tiempo (mas de 45 ~in.), si se 
disminuye la concentración de magnesio presente en la reacción de 
replicación. En las reacciones de replicación que aquí se 

muestran no se disminuyó la concentración de magnesio. Por otra 
parte no puede descartarse que la banda correspondiente ai tamano 
de MDV-1, presente en algunas de las replicaciones de los RNAs 
recombinantes, sea parcialmente contribuida por ei fenómeno de 
deletogénesis descrito anteriormente. 

Hasta ahora no han podido diiucidarse ias propiedades que 
determinan los diferentes cc~?ortamientos observados en distintas 
moiéculas recc~hinantes. Si bien se supon~ que esto debe estar 
estrechamente relaci?nado co11 la es~ructura secundaria y 
terciaria que adoptan las recombinantes, ios principios 
estructurales que rigen este comportamien~o no estan c1aros. 
Otras ·propiedades moleculares que probablemente estén 
involucradas ~~n e1 tamano de los insertos y su co~posición de 
bases. pero tar.;poco hay una correlación clara que pueda 
evidenciarse con facilidad. Al respecto de lo observado se hará 
una discusión posterior en es~a tésis. 
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D) Propiedades de ia sonda HIV20 
A partir de los datos de rep1icación de las mo1écu1as 

reccml::>inantes de HIV1, se decidió que la mejor candidata para ser 
utilizada en un ensayo de detección ser~a HIV20. Por medio de· 
secuencia=ión en e1 plásmido derivado de pTiMDV conteniendo el 
DNA de H:v20 en la región correspondiente a1 inserto, se 
cor=oboro que la secuencia de la sonda e~a correcta. 

En ~a figura 10 se muestra un experimento de replicación 
utilizar.oc H~V20 como templado. Se hicieron varias reacciones, 
cada une ~niciada con una concentración distinta de RNA temp1ado. 
Las cant~~ades utilizadas al inicio varían en forma iogarítmica 
entre ia~ discintas reacciones. Es importante hacer notar que en 
este eY.Pe~irnento en particular, la reacción iniciada sin templado 
suf:.'.'io u:-.a contaminación (exógenal de al.gunas mol.éculas de HI.V20. 
Por l.a ~r.t:.ensidad de la banda correspondiente a HI.V20 que se 
observa ~ los 25 ~inutos de esta reacción, puede inferirse que la 
cantidac de :r.olécul.as contaminantes es mucho menor de 1000, lo 
cual es :..:-1dicati•Jo de la alta sensibil.idad a contaminación de 

este sis-:ema. 
Co~ los resultados del experimento descrito se el.aboró la 

gráfica _ de la cual se concluye que l.a replicación de HI.VZO 
tiene un¿ ci~étíca exponencial. Lo anterior se observa porque el 
tiempo er. que una reacci.On permanece en fase exponencial (en la 

g=áfica apreciabl.e como un lag anterior a la fase 1.ineal.) es 
mayor. c-..:.ando la cantidad de templado usada al. inicio de l.a 
reaccion es menor. Así mismo. l.a diferencial. de tiempo en ia fase 
eY.ponenc~al.. entre dos reacciones iniciadas con cantidades de 
terr.pl.adc que difie~en en un orden de magnitud. es rel.ati.vamente 
igual er ~odc el. rango de concentraciones. Esto últi~o es 
ccnsecuer:::ia de que el ti.e:npo que requiere una población de RNA 
para d-..:p~::..carse es constante bajo condiciones definidas. En l.a 
gráfica esta situación sol.o se aprecia para l.as tres 
concentra~i.ones más aitas, ya que en l.as concentraciones bajas el. 
efecto o~ sir.tesis de XDV-1 contaminar.te es más evidente. 

La ecuación que describe l.a cinética exponenciai 
caracLeris~ica de ia repl.icación con l.a repiicasa de Q~ y que 
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Núm4trode 
moléculas o 

15 25 35 o 5 10 15 25 35 o 5 10 15 25 35 o 5 10 15 25 35 

--- .... 
~"'··· :Z7J'b 

*Figura 10 Replicación de HIV20. Los números arriba da cada 
carril indican el tiempo al que se paró la reacción. El número 
de moléeulas que se indica es el que se utilizó al 1nlda de 
cada reacción_ 
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• GltAFICA 1. EFECTO DI! LA CONCl!NTRACION INICIAL DE RNA TEMPLADO EN LA 
CIN:l!TICA DI! SINTESIS DE HIV20. EXPLICACION EN EL TEXTO 
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~gua1mente puede ap1icarse a ia cinét~ca de rep1icac~ón de HíV20 
es 1a siguiente: 

N - No 2t/d 

donde N0 es e1 n~mero inicia1 de mo1écu1as de RNA; t es e1 tiempo 
de incubación; d es 1a constante de tiempo que toma a una 
pob1ación de RNA dup1icarse; y N es e1 nllmero de mo1écuias de RNA 
presentes a1 tiempo t. De esta ecuación puede conc1uirse que si 
se determinan 1a cantidad de rno1écu1as presentes a un t~empo dado 
de reacción y se conoce la constante de dup1icación de HXV20, 
puede calcularse el número de ~olécuias con que sa inició 1a 
reacción. 
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DISCUSI.ON 

Hemos imp1ementado un ensayo de hiDridación para detectar 
~ensajeros de HIVl en pequenas cantidades. E1 Limite de detección 
1ogr~do :on este s~stema está entre 10.000 y so.ooo molécu1as de 

b1anco, 1o cual significa ~n aumento de 20 veces respecto a 1o 
que ~a radioactividad permite detectar sin amp1ificaci6n. No 

obstante este incremento. 1a sensibilidad que hemos conseguido 
esta aun muy por debajo de lo que potencia1mente ofrecen las 
sondas r~pli~ables. si l~mite que encontramos actuairnente no es 
debido a falta de decectabiiidad, sino a la persistencia de 
sondas n= nibridadas, cuyo número una vez que iguala al número de 
senda~ hibridadas no permite ir mas lejos~ 

Sonsidero que los increme~tos de scn~ibilidad que podr~an 
logrars~ optimizando el uso dal sistema de -target cycling~ no 
harian posible un aumento logaritmico. Sin embargo. el concepto 
de sonaas replicabLes de RNA contempla otros esquemas con 1os 
cua~es se puede c~n~ender con los lím~tes actua1es de 
-bac:k.ground" .. De es1:.os esquemas se darán ejemp~os r:'l.as adel.ante. 

Por otrd ?art~. es ~mporLant~ hacer énfasis en que esta es una 
i.mpleme:-i::aciOn p::el.ir.-.:! .. nar del concepto, cuyo objeti·Jo esencial. es 
demos~rar que una sond~ puede hibridar con su blanco y ser 
posteriormente amp1ificada exponenci.a1rr.ente; y además que 1a masa 
generada al cabo de l~ amplificaciór. es proporcional al. número de 
bl.ancos. 

Nuescro rr.étodo de detección no es aun un ensayo clínico 
comparab~e a los que se emplean para el diagnóstico de1 SIDA, ya 
que su utilidad tiene que demostrarse para muestras infectadas. 
Respecte. 3 ello, cabe senala~ que el procedimiento que se ha 
usado en este trabajo ha sido util.izado por investigadores en el. 
laborator~o del. O:. David Gil.l.espie con muestras celulares 
(Pell.igr~no et al, 1987). En este laboratorio se ha demostrado 
que el ~~ocianato de guanidin~o SM es capa~ de 1isar céiul.as de 
sangre y iiberar nuciéicos desnatura1izados (Thornpson et a1, 
1987); asimismo han visto que 1a hibridación de estos nuciéLcos 
con sonoas rnoiecular~s oeurre con eficiencias comparables a ias 
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que se obtienen uti1izando b1ancos sintéticos (Co11~ns et a1, 
1987) • Si esto es cierto para e1 caso de nuestra sonda, 
estar~amos en un rango de sensibi1~dad que permit~r~a 1a 
detección de 2 cé1ulas infectadas, ya que un 1infocito in~ectado 
activamente tiene un promedio de 6000 copias del mRNA bianco 
(Pcl.ligrino et al. 1987). Si se considera que en infecciones de 
huéspedes asintomáticos puede haber una céiula infectada por cada 
100.000 estaríamos en posibilidades de detectar una infección de 
esta intensidad con una muest:.ra de 25 ul Ce sangre. 

~ndependientemente de estos datos, creo que la principal. 
aportac~ón del er.sayo es su cuanti~atividact. la cual ade~As se 
observa en un ar.1p.!io =-an.go. Al. respect:.o de 1.a cuantitat:.ividad ya 
se ha hecho u~a extensa discusión en el articulo. La combinación 
de ct.:antit:.a":.i·.·~d.act y a:nplio rango hace:-i. posible conocer 1.o. 

intensidad de una infección y de seguir 1.a evol.ución de una 
enfermedad, asi co~~ determinar ia respuesta a: uso de un 
fármaco, a travé5 de la cuantificación d~recta de un ccmponente 
viral.. Una vez que la s~nsibil~dad actua~ se ~Jpcre permitirá 
tambitln ctis?:ingui::- entre un ?rovi.:-::us (vi:::-us en fase la.tente) y un 

virus q'.le se e::::~-1 :.~.:i.:":sc:::-ib:..c:i.dc. Esto últir.i.o dad·:j que la sonda. 
pu~de amplificars~ d~recta~en'::.~ ~ante si hibrida con DNA como con 
R..~A. Todo lo ante:::-ior tendrá :::-epcrcusicnes a nivel de 
investigación epide~~iológ~ca. 

Por otra parce cabe hacer notar que el ensa~o se 11.eva a 
cabo con rapide: (aproximao3mente dos horas despu~s de que ia 

hibridación ha concluido), y que la se~al obter.id3 despues del.a 
repl.icación hubiera podido detectarse sin el uso de 
radioactividad, pues 1.a masa de R.~A fl.uctúa entre 25 ng y 250 ng. 

El. método de amplif~cación exponencial de bl.anco con ?CR que 
se des.cribió la introducción, se ha implementado también para 
l.a detección d·::: HIV-1 (Ou et: al 1988). :..a sensibilidad que ofrece 
este sisterr.a es po~ el mo~ento supe:::-ior a la del. ensayo de Q~ que 
se describe en esta tésis, sin e~argo soio permite ia detección 
de ONA, a menos de que se introduzca U!"l. paso adicional. de 
transcripción re·Je=s3.~ Por otra parte este ensayo no es 
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cuantitativo y además tiene mayores probabi1idades de resuitar en 
faisos positivos. 

Con respecto a 1a genera1idad de1 uso de 1as sondas de 
hibridac~ón rep1icab2es para l.a detección de agentes infecciosos, 
es i~por~ante analizar al.gunos aspectos. Uno de e11os es el. hecho 
de aue ~~ todos los RlJAs reco:=tbinantes derivados de MDV-1 son 

susceptibles de repl.icación con l.a rep1icasa de O~· Aunque esto 
no cons~~tuirá un prob~ena desde el pu~to de vista del disefto de 
se~ales repl.icables. es claro que es esencia1 e1 conocer 1os 
fa-::'Co::-e.:: .:..r.~.~ol·.Jcrados ~:":. la repli.cabil.i.dad. Tal conocimiento 
per~i.~ir~a el dise~o r~cional. de sondas moleculares y además es 
por si rr.~s~o un problema de in~erás básico. 

En relación a esa pregu~~a pcde~os decir que el uso de 
prograrn~= q~e prcd~ce~ ~na estruct~ra secundari.a Optima 
func~On Ce la sccuer.cia, tales co~o el q~e Zuker disen6 en 1981 
<Zu~c: e~ al, 1931.), ~o han sido de gra~ util~dad para el 
~dentifi=acién de =vmpcnentes estruc~urales que tengan al.guna 
=uncion. Asi por eJe~plo en la figuras :1 y 12 se ilustra como 
!.as ~es ~ejores repl~can~es que contienen i~ser~os de HIV-1 
(HI~20 y H:·~~~1, prese~~a~ cs~:~c~~1:a3 predichas por este 
pro~:a:~~ que son apa~2n~cmcnte nuy diferentes, incluyendo la 
ausen=~~ de for~ación del sitio de unión ~ la replicasa 
de~er~in~d0 FO: el grupo de Kra~er y P.ills (Nishihara et al, 
19B3l. u~ ~~a de ellas (HIV34) _ En la figura 13 se presentan las 

::-:.is::-.as ::::~-::!:i-=c!..ones p<J.=a el R..t..;A HIV2 q'..le ne ::-eplicó en abso!.uto. 
encontrár.dose que presenta un aspecto ~ucho ~as similar al de 
HIV20. E.Stas observacior.es muestran que probablemente l.a 

estructura que p=oduce el. progra~a mencionad~ no representa a 1a 
o ias es~ructuras que exis~en en solución. Aunque la utiiidad dei 
"Zuker" ~3 sido demostrada para tR.~As. es posible que debido a 
que el ~.=,·1-1 y sus derivados tie~en Duchas aiternativas de 
doblamiento, existan diversas estructuras en un rango estrecho de 

energía C?tima. 
A.1.CE:rna-::!.-Jar:i.ente podría se= que l.as diferencias de 

replicab~lidad entre recomb~nantes esten determinadas a nive1 de 
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Figura.11. Estructura secundaria óptima predicha para el ANA HIV20 que 
se usó como sonda de replicación .. La predicción se hizo utilizando el 
programa computacional de Zuker (Zuker y Stiegler. 1981 ). El sitio de 
union a 1a replicasa de 013 se indica con una linea sobre las bases que 1 
to torman. 



Figura 12- Estructura secundaria óptima predicha para el RNA 
recombinante HIV34. Este ANA mostró propiedades de replicación 
similares :.J. las de H1V20. La estructura que se predice con el programa 
com:::>utacional de Zuker no muestra ninguna similitud con la que se 
predijo para HIV20. La secuencia que forma el asa. correspondiente at 
sitio de unión a la replicasa. se sef\ata con una linea sobre las bases 
involucradas. 



HIV20 

Figura 13 Comparación entre las estructuras secundarias óptimas 
predichas :para tos RNAs recombinantes HIV20 y HIV2. La predicción 
se hizu ¡:fon el programa "Zuker" (Zuker et al, 1981). El RNA HIV20 es 
replicadO con alta eficiencia por ta replicasa de QB .. el HIV2 no es 
rephcaJo en absoluto por esta enzima. 



estructura te:eiaria, 1a cua1 por e1 momento no es posiD1e 
p::edecir. 

Con~ideramos que 1os p:ogra?:las de computadora que predicen 
estructuras secundarias, pueden ser de mayor uti1idad, en 1a 
medida que permitan un aná1isis estad~stieo que inc1uya un 
conjunto de dob1amien~cs a1ternativos óptimos. Este tipo de 
anA1isis tendr~a la ventaja de que permiti::~a avocarse a1 estudio 
de subest:ucturas espec~~ic~s de la mo1écu1a o bien a 1a 

comparación de conjuntos de es~ru=turas bajo cri~erios q-Je 
s~gnifiq~en ~~?6tesis dis~ir.:as respecto a 1a =e?1icación. En 
re1ación a este p~n~o, recie:1:e~ente se ha publicado una ~e=s~ón 
del prog:a~a ··=uker~ (Z~ker e~ a1. 1939) ~J~ pred~ce dobl&~ie~~os 

fa1-~n, po:~~ y po1~9. C~d ve~ ~btenid~s 13~ ?~b:a=icn~s de 

est=ue:1~ras su~ópti~as =~presentaP~~s de c3da u~~ d~ las 

:-:-.o!.éc:..:las de r:~:;.. !"':'.<::·=-:c!.-:in-:.é'.\S, los ::t'!:::::u::.~.'id:=:o2 ~:: i.:-:t~rr:orct:a.rcn en 

función de l~ p:es~~=~a ~ a•J$~~cia d~ la ~ub03~ruc:-.ura ~u~ 

rela~i'la~en~e rap~Ga FO= me~~o de ur. prcgra~~ par3 u~a 

corn.put:adora "...'M.X que hicir.:os er. :~ues-=.r:::i ::.ab~ra:-.vr!o con C::::>mandos 
del sis~e:r.a cperat:.:..vc u1;!x. 

dice dos ~~pes de da~os: 

resu~~ado de este programa nos 

1) Con que frecuenc~a apa~ece la subes~ructura que representa a1 
sitio .de unión a la =eplicasa en un conjunto dado de estructuras 
subóptimas. 

2) Que fracción de esa subestructura estA presente en cada una de 
las est~ucturas subóptimas~ Este resultado es indicado por med~o 
de 1a asignación de un nómero que va de O a 1, en donde e1 1 
signi~ica 100% de similitud con el sitio de unión y O signi~ica 

0% de sirnili:ud con esta misma subestructura. 
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Con estos datos el.a~oramos histogramas, al.gunos de 1os 
cua~es se mueseran en ia sección de qr4:ficas de esta tésis. 

Los resuieados obtenidos a través de1 an41isis descrito 
nuevamente no son de uti1idad para entender 1os :factores 
determinantes en ia rep1icabi1idad de RNAs, ya que, si b~en no 
pod~amos predecir 1os resuitados que habr~an de obtenerse con 
este enfoque, no se puede apreciar ninguna tendencia particu1ar 
com~n a ios RNAs que son susceptib1es de rep1icación, comparados 
con ios que no son rep1icados. Para i1ustrar este resu1tado se 
muestran ias grá~icas obtenidas con 1as mismas mo1écu1as de 1as 
cua1es se presentan predicciones de estructura secundaria, en ~as 
:figuras 11, 12 y 13 de este trabajo. Estas son HIV20 <gráfica 2), 
HXV34 (gráfica 3) y HXV2 (gráfica 4). Iguaimente se ~uestran ias 
gráficas de ios RNAs cuya rep1icaci6n se ha es~udiado con más 
deta11e como son: MDV-1 (gráfica 5), MnV-fai-un <gráfica 6), 
pol.1.4 (gr.i.:fic:a 7l y po1i9 (gráfica 8). Nótese que en todos estos 
histogramas e1 sitio de unión a ia rep2icasa, que en 1a gráfica 
se aprecia como la barra mas aita {vaior - l), se encuentra 
presente con reiativamente iquai frecuencLa y que los patrcnes de 
d~stribución de las barras son también muy similares. Estas 
observaciones indican que no existen diferencias asociab1es a ias 
propiedades replicatívas bajo e1 criterio de frec~encia de 
formación de1 sitio de unión en estructuras subóptimas. 

Si bién no hemos sido capaces de 11egar a ~na conc1usién 
interesante u-:.ilizando r:".étodos de p::edicción en computadora, cabe 
senaiar que existen otras formas de i~terpretar y graficar los 
resultados que generó el. programa descrito y por 1o tanto es 
probable, que plan~eandose ctras hipótesis res?ecto a los 
factores que podrían infuir sobre ia replicabi1idad de RN~s 
recombinantes se puec!ar. obtener resul.tados más si.gnificativos. 

En nuest::c grupo de trabajo se han propues~o disenos 
adicionales q~e redundan en una mayor aplicabilidad de ia idea de 
senales re?l~~3bles. Todos el1os dis~inuirían significativamente 
1as fuer.tes de -background" y algunos no req-Jer~r~an que la sonda 
esté insereada der.ero de la molécuia que constituye la se~ai. La 
rnayor~a de estas ideas se refieren a ia construcción o s1ntesis 
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Gr..ifica 2 
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Gráfica 3 

PRESENCE OF Bl!-/Dl~G SITE SUBSTRUCTURE IN HIV34 

:-.:umOer of suboptirrl.:tl srructure 



Gráfica 4 

PRESE;-.;CE OF B!NDL"'G SITE SUBSTRUCTURE IN HIV~ 
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Gráfica S 

PRES ES CE OF BIND!:-.:G SITE SUBSTRUCTI:RE l:S MDVJ 
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Gr~ific~\ 6 

PRESENCEOF Bl!'OISG SITE SL.BSTRL.CTLRE IS '-lALARIA-R."A 
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Gr..ífica 7 

PRESEl'CE OF BL"DING SITE SUBSTRUCTURE L" Poly4 
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Gr.ifica 8 

PRESE:>."CE OF Bi:-<Di:-;'G SITE SL:BSTRUcn;RE 1:-;' Poly9 
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de moléculas que se comportan como -switches- rno1ecul.ares, es 

dec~r moléc~las-sondas que asumen dos es~ruccuras diferentes 

de?endiendo de su condicLón de hibridación o no h~bridación con 
su blanco. Cuando eL -switch- mo1ecular asume 1a estructura 

correspondiente a la hibridación con su b1anco se genera una 
sen.al replicab1e, la otra estructura q'.lf?. adopte. tiene como 

consec~encia que ne se pueda repiicar ~a senai generada. Lo 

ar~te::-ior i:-:"p!ica =!'.:e a.c;::..:el1.3s sond.as que persistan unidas al. 

b~anco sin esta~ especifica~e~tc h~brida~do con e1 o un~das a l.a 

superficie ~~ :os ~ate=~ales util.izadcs en el ensayo, no 
generar'án s~na1. 

un eJernplc simple que ~lustra gsta !dea y que es actualmente 
un proyecto del g=upo con e: q~e colabora~os describe 3 

conti~uación. La sonda es u~ ol5.~cnucl~ótido de cadena senci11a 

de D~Zl" q'.le se cOttl?one de l.as sigui.entes ?,".\:=tes: una secuencia 

dececcora de aproxirnada~en:e 34 bases; una primera secuenc~a 

-swicchH de aproximadsmente 17 ba~es L~rnediatamente adyacente a1 

extremo s· de la ~ecuencia detectora; y una s¿gunda secuencia 
-switch~ de 17 nuclc~~~dos !nrncdiatarnentc a~yaccntc al. extremo 

3• de :a secuencia detect~ra. ~as sccuenc~as -switch- están 

d~se~adas de ta~ ~anera que son =~~ple~e~~~rLa~ entre s~ y 13 

con~orrnación que adOFt~n en so:ución es =Gl que est3n formando un 
h~brido. Es~as secuencias juntas conti~n~n la ~e=uen=ia del 

promotor para la poli~e~asa d~ T7. En esce con~e~to 1:3~ar~mos a 
1a p=!~e=a sec~cncia -swi~c~~ -se=uencia p=o~ot~raN y a 1a 

segunda ··corn?le~cnLa=ia ce: prc~otor-. 
La secuenc~a detector~ p~ede usa=s~ para d9tectar un b1anco 

de RNA o ~Nh y puede utili=arsc en rnues=ras conten~enCo ~ateriai 

no reiac~onado. ~3 hib=!dac~ón de una 3ecue~ci3 det~~to=3 con su 
b1ancci causa la sPpa=ación de ~as secue~cias -switch~ debido a un 

requisito de =--:..;¡ide:: <Ehactacharyya e'!:. al. 1909; y por 1.o -::ante el. 

-s-,...icch ..... q...:.ec.=.. e:; posición abierta. Las so:i.:::ias qt.te no hayan 

hib=idad~ e~~ el blanco per~a~ecer3n er. posición cerrada 

<forrnanco un h!br~do entre secuencias -switchH). Estas 
pos~o~l1dades se i1uscran en 1a figura l~-
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POSICION CERRADA 

3 2 

POSICION ABIERTA l 

3 

4 

Figuro 14Switch Molecular 

l. Secuencia detectora 
2. Secuencia promotora 

2 

3. Complementaria del promotor 
4. Secuencia blanco 



3 

4 

1 . 

Rguro 15. Switch moleculor en 
poslclon abierto. 

l. Secuencie detectoro 
2. Secuencia promotora 
3. Complementaria del promotor 
4. Secuencio blanco 
5. DNA templado para MDV-1 



Se ha disenado ur. ~étodo para detectar especiCicamente a l.as 
rno1écu1as en posicion abie=ta. De acuerdo a este ~étodo, después 
de l.a hibridació~ de la sonda con su blar.:o, se adiciona ~n 

tercer compon12:-i.te, el. =ual consist~ de un DNA de cadena sencil.1.a 
que c~ntiene exactamente :a secuencia co~?lementaria al. pro~ctor 
de T7 en se ex:-:: reme 3, ' :r la =ecuencia ter.iplado para un p._..¡_lt,. 

::epl.icable !.nr.:eC.iat:a=--:~~ce después. La sect.:.en:::ia ::o:::r.plerr.er:.-=.ar.ia a.l. 
prornocor de T7 for~aría ~n híbrido con la -se=uenc~a" promotora­
de la molécula s~itch cuancto és~a se encuentre er. posici~n 
abierta. c~ar.do el -switch~ ez~é en ?C~ición ce=rada la 
-secuencia prc~otora- ~s~ara cbs~ruida por la "co~p~e~er.:aria al. 
promotor- y por lo ~ante no fcr~ará ~n ~ibrid~ con el te~plado 
des~rito. La fi~ura 15 fac!:ica=á :a co~2=ensió~ de este nodelo. 
Subsecuente~e~te se incuba la m~est~a ce~ ia ?Ol1merasa del fago 
T7 y demás reactivos necAsar!os para transcripci~n in vit=o 
produciéndose asi RHAs re?licab~~~ por la rep~!.c~sa de ~p. 
Final~ente se amplifica e~~a senal a t=av~s ce una replicación~ 
~con esta úl."::.irna enz~ma. La det.ecció:• del ~~A producido 
puede hacerse de diversas fo=~as tales co~o tircijn ~on bromuro 
de etidio. 

Se ha~ disenado otrc~ ~ocelos que presc~nCen d~l reqLlisito 
de tener P.S'As recon'.binan-::.es repl.icables. E:st::-.::; ;.iode1os irnpl.ican 
la utilización de sondas q~e :~ene~ la sec~encia detectora en un 
extre::io del F,!;A re;:::licable. De:;pués d.e qi.;•:: l.d s-:cuer.cia detectora 
se u~e a su b~dncc, se ~til!za ~no du var~os rnecar.~srnos pa:a 
separarlo del ~S."\ rep:.ica::;,:e ::· prc-=:eder u .:a a.~ipJ.if".icaci.ó:> de 
este ulti~~- Les ~e=a~.is~cs pa=a separarle de la se~al rep:!cabJ.e 
dependen evi.=.ie~:::e:-:-'IC>nte de .!.a forma e•. G:UE:: s.::: -=-nc·....:entra u~::.do a. 

e11a. Una pos:..:::..:.lidad e~ ::-:-...;;~ :a zenda y el P.!.l".A zea:-. r.ioléc'..l.1.as 
indepéndientes que se -...::-:.a~ por !':'",e.:::!ic de reacci:::r.es qui.micas e 

ig~alrncnte sea~ se~ara~as- ~n eJ¿~plo de este ~ipo ya se ha 
pues1=.o e:i. p=-á::::~ ~:::a en ·~l g:-•..:pc de Y.ra"1er CC!"l•..; et al., 1966) 4 

Un -=ns:::,·:: que ut.ilice S<?:t":.2.:i..es -:i.e ?.i;;.. =~FLi.cables del ':.ipo 
que se c'='::;c.=i.ce para la d.etecció:-:i ::ie H:.·J-l pi...:ed.e ser i~p.2.e::"en-::.ado 

para la Cetección de ccrcs agentes infeccics8~, pero en es~e 
~omento esto ~o r~sul~ar~a tan i~~ediato, ye q~e tal. como 
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actualmente se lleva a cabo, se reque:iría la síntesis de algunos 
oligonucleó~idos <para las sondas de captura y la sonda de 
detección) y la construcción d~ plásrnidos <para la p:eparación de 
la sonda repi~cativa y del blanco) . A este respecto cabe senalar 
~ue un r.odelo de son~a replica~le como el -switch- molecular que 

se ha detaliado, de resultar exitoso, involucraría unicamente la 
síntesis de ~n nuevo oligonucie6tido para cada nuevo ensayo que 
se quisiera ~~plementar. Por otra parte, al eliminar las fuentes 
de -bac~g=o~r.d- los l~mites ~e sensibilidad superar~an hasta 
poderse ~xplotar todas las posibilidades de la extraordi1aria 
amplif~céc~cn con la replicasa de O~-
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,._,,,,¡,:, \\"r ..... ""'""" :"',.: .• • ,,¡,., ,n,." .,: t«<"'"' •· ' 
runt M.'.'-..,~ th.J• .. , ... dc~i .. nr•I ''' :un . .,•.n ... '~l''" ... 1.,blr­
prul..-, Thu\. :t - 1JI !...- !--"' '" ,1,¡. ", ....... ,, t 11'-' .;.on,·~ ,i.•, ••! 
tht' n.,. .. .1p¡no .. , h '•• pr•"..- ofr•t~n 
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IU >(""t>c<.,\ l' d• ... 1 '·'"·'\ <: i •l.. ',J Hld ! "·'""' ,,., . .­
.n to:rHpl .. : .. , ¡.,, .. rnp:1h< "'" ll . .,, , .. , ,., .. :.·•·\, .1.·.·•·• 
Uli{ '-->f'IL.t .. p-.... .... ~l.~~ I• ., .• :·· ' •·•11 on• '" 
h;a., .. thf" 1~" .. '·"-'' '" •• , ... :. '" 
uon~t,....1h~ .. 1h h<1ur •. 1 .,,.,,,.. 
p1"0P"'"fl1....,. c;alo •~ .1 \<l.-1 
mnlrcul;ar do:1"10(n -..,,. ,. · .. 1·!·, .• · 
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w::h.,.n1e "' '" .. ,.t".11 ¡,:r-nrr_.:..,n. the b" \..¡.;•• _,··d <••d.--!;,... 
rrdu<.erl •1o;::1fH:.:snth 

Ah!' 1u¡,:h p1"3ct>cal .. "•·-'"' em¡1\q.1n<:: reuornb1r.1ut 
R.~."-' do nut C'"-l"'l '""l . ..,._.. th1nl.. 11 .. .,rtJu.1>1\"" l<• .. IH•n•tc•· 
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Cuantitativa Assays Basad on the Use of Replicatable Hybridization Probes 
Hlld8 L.ornell.' San¡.y Ty~t.• Cynthla O. PrttC'-f'd.9 Paut lil. L.b:a"u.• anO Ft"ed Rus .... Kr~~ 

Ampl1f1able hyt>r.ei.za11on ~~oe~1eo.,.1.-s wstr'\ a ;:irobe 
$8QUen<:e emOott<lded w1tl"1m Me seauenee 01 a reoloea.table 
ANA-w-111 ;>"Omote the d.,veloorn&n' ot s.ensotJVe el•rucal 
ass.ays. To Cemor>strate ir>eor u11hTy. we prepared a recomot-­
nan1 ANA :hat con1a:ned a 30.nuc1eo1<1e-10ng prODe cornP:e­
tner\tary to a conseri.ec:I ro-;oor. o! rwo ::JO' 9- '~ ni..man 
•mmwnodef10::•9'"'CV ,.,rus t"J::-e 1 (l-"lV·1) '":"'lRNA. Test sa.m;>"es 
_..., prega•ed eacii contaon~ a C1t!e•e.,1 ri~r"'lt::e• el t-'IV-1 
tronscnp1s tnat serve:! as "i•,..,..Ulalod l-!IV-1 ,.,¡;¡,NA targets 
Hytlnc1za1.ons -·e- ca,.•'l!'<l ~u: on a 'i01..,1·~n eonta.1r-.1r--Q tne 
cnaotropoc sa11. 9'-'ª"'º'"º 1n-ocya"ate P•or::>e-targe~ nytif'">:ls 
wef'9 •S.Ola1&C tiy re.,er.o1ti1e tnn;:iet capture on gacamar¡inetic: 
gar:.ici.es Tl'"<e '°rcoes ..-ere !tlen reieas..cl Ir~ :ne•• !argots 
and amD11f1ed o.,. 1ncut::atiot'I witl'\ t~e Fl.NA-<j •eete-:::i A.•.;A 
polylTlerase, 0>:$ rephcase ¡EC 2 7 7 .a.e) Tl"le •e;>'•ca~e cop­
ted ~ crObe'> 1n an e•::iooeri•oa1 m:inner at!er eacl'"I •OUl'\!I o! 
COP'f'Mg. :r>e numo-e• of Rt~A ""°>Cl&.."l.lles dou~leci The er.io•~nt 
ot ANA sy1"ltr'•es1zed ,,., eacn •eactiori f-- 50 1"'9) was s:.;ffic1ent 
to rneasi..:re ...,,thou: i..s•ng '"''='O•=tcpes ..:::1rie11c ;via.'YS<S of 
lho teac:>eri,. Cler-o;..nstralBCJ tt'lal :htt ri·..im:;cr 01 HIV·i tergeis 
ong•na·!y preS&MI ,n each s.amp1e co..al!I :;,e óelerT'l"""'l<I O"f 

l'T'le&Sut1nr;¡¡ the 11.-rio •I ''°'°"' !O syn•ries1ze a cart,cu!ar ª""°""'"' 
et ANA (the longe• tt>e syntnes.>s 100•. !f'e •ew<?• :..,e numoer 
of tar;1ets ong•naH"( p•es.er-.n The res •'!S su-;-~est lhal clin~.al 
&3says 1n,..01v1nc;i rephca:acht n)"t)..,~1zat<O"' orobes wi:I t.>e 
simole. ai;curaltt. sens11ive aM a ... t-:>ma!a~ 

A.dcUt~I Keypf'lr.-•: •....:::.o..,0<r..1n1 R."'°"' "•h-""º" ·~~· 
~ i:>a•~t>Co.a.~ .,,,:;.c,.._...1,.1.,.,...p~•.or 

O¡s ••l<CJt- "ua.n.a.r.- rt'l'IO<;"r .. r•:• 

lrú"e<t.1ou.s a~nt.a may be qu1u ra.re 1n a11ynipt.ornat1.; 
1nd1vtduals who are 1nfect1ou.s to nthe~ F<.or c"-Ample. an 
aayn:i.pWmauc tnci"n·idual ma) hav<=" 63. íew .. one 1n 
100 000 penpheral bl~ mori.onucl~ar cel111 1nf~ with 
the pathogentc retroVlr"'J.11. hur.ian 1nununodeticu~r.ey ""l?>a 
type 1 rHf\,'.11, Y<"t donat.ed blood fT"om thnt P"'""'°n wi.11 
read.dy trúed others • J 1. lt is thUJJ •mP"'rau"·e lhat ., . .,ry 
SoenstU"'"' c:ILn.Ji;aJ au.ay• be de,,..,!~ far d..,t..<ttnit HIV-1. 
t.o ~n donnt.o:d blood and to 1dent.1íy n~ptornat1c 
caniers. Su1t.abl<" .-ays -ould In&k .. u~ oí a rn.acrurnol...c­
ular probe haVlnR: ... rtremely h1!rlt a~n1ty íor a p11rt1eular 
component of th<:> inf~1oua ag.:nt and -.·.,.ry low affin1ty for 
all the otht:r cnmpunenu. oít.he sampi .. The hi.gh~•t s~t· 
ficit.1e• and most 11o~bl.,. 1nt.eraction!I knov..-n oo;;ur v..·h .. n a 
singl..-stranded ol1¡¡:onucl.,...,tuie probe hybndl%<eA to 11 com­
plemeni.ary oiigonuclcoude t.arg<:>t .21. t'or eiuur.plr. olli;ro-

'C..nU"D ~ lnvrat>jl"•e>On ..obA lnl{e'ft•"'r1• G.Mu~ y B10...cno­
loai•. t.:n>~r.•d.Ad }:"a1;1cmal Au~nom.a ~ Me.,=. Apan.adu 
~ 5lo-l. ,;zr.o Cu~vaca. ~0~10 ... M4'••= 

~ o.p.nm .. nt o! Molo.cul-.r c.-.,.t1c-. Pubhc H•a.lth ~h 
lrusutut<9. 4.SS F1"t A.,..n....,. s- Yorir:.. SY 10016 

"'c.n-Trak Sysi.r...-. 31 N..- York. A_n..,., Fram.i~ MA 
01701. 
·~~pc¡.nde~toUu11auU.O.-
R.eel......S M.•7 18. 1~9; ~ .. ~ 28. 1959. 

nudt"Ot1d .. prcb.• ... ca.o -k uut and b1nd to ttw 1nt.e-gr•t.o!'d 
HIV·l 0:-0A,orthe r'"tTO"tral m~n,gerR...,.A.pr'f"M'nt 1n a 
11mgle uú~ ~11. 

Hgw .. .,·er. the U!lo<" oí oligonud<"'<'ud.,, prubM. 111 not •u.l5-
c1ent ':.o oa.uure d.-t.Pe"t.1on An 1nf~ c<"ll cont.auu. only 
llbo)Ut 600'l :nnl...cu:- of ~r.~w1ral m~n~r R:-=A •31 . .o 
th.,- probl<"m b..-r:om•·' ho""" to det..:o<;t the pro~ r.nc .. they :s~ 
bound to •uc:.h a smal\ numbef' of t&r¡;;!l'U The c:l-51C 

del.<"<."1.•on .. tr!'lie-1:)' 1 .. :" at: ... .-h f"'l"P'"'~ .. ·r ~""OU~ to the 
probe ... l'uch .:i!> fl,uQ~•·r.t orl{an1c moh . ..,ult"• <.>r rlld104J.ct1""'" 
pho .. ph.a!c .....,,up-. ~!.,r•· ~ ... ntly. nmun ¡.,"TU'-.lpll ha"'"' been 
lnCOTlJ"'r-a~ 1nt.oprob<"'I •-4• A.n....•r thf" p~bol·" hn-.·e bound :..o 
th~•f' t.1n;"<"I". cr-.zymc,. such ,,.,. P't'ro ... 1d.~ .... or phu11ph•~ 
3r-<" l1nked tu thie- b1oun. •hen :nc:.ubat....--1. "'lth a C"l>lode­
~ubstra:.~. l.,-ad1ng to th"' .\C'C"\lmulat1on of n 1.:ir¡.:.,. num~r <:>f 
colon-d pn.duct rnoh."Cu\...,. for <".!Ch ... ~ r.'L.,.._probc 11dduct 
•5• H..-. ...... ,.,.,_ "-h .. pr.•M:ica: l1m1: of d .. ·1 .. --~1on of the­
..:ht"m,....,. 111 abo1,.1t 10"' t.-.r,;ie-t rnolt-CU)l!fl. C\.,11rly. they can.not 
b<.-u~ t.od.,~ 4 "'n~J., ccll 1n a -..arnpl<" th.n •ont.a.uui only 
().u0V n•tnJv1r.tl m1'~·no:.,.r k!'-"A" 

A particular!:;. att:ra•t.>v<" .. tra"°'i::Y r-.r d.,tc-rt1n¡;: rare ULr· 
g .. u 111 to hnA <"ach probe to a r .. phca.t.abt .. rie-por""~r. wh1eh 
can b<! .. xpon<"nt.n•llY ;tmpl1fie-d afU>r hybndu.Allon to r-f""·e11l 
the pre""n= ofth" probc '~' \\".,- rccently de..cnbed a novel 
V<"M<IOn of th1• appz-oach. 1n "'h1ch .1 prnbo-- w-quenC1!." wa. 
<"tnb.-dd<...¡ w1thm th.,. ...-que"'nce nf a ro.-phc ... tioble R. .... A t 7l 
The "'""ult1n¡;; r<>COmhmant RSA11 h)·brahU! tu the1r ta~t 
,,....quene..- th., ...-me "'•Y 1111 ord1nary hybndu.auon pn>bes 
d<.>4nd. a.s >n ::> cl.•..,..ical h:;.bni!1:wt1on .o.~y. nonhybnd1~ 
probo ... D..,... then "";;i.,.h .. -<l ,,. .... l\~ The hybnd1:re-d probes ~ 
then f""<"<i fn.m th<"•f t..:1.r¡; .. t.a and r.,-1.:aW!d 1nto -.oluuon. 
V."hat mak..- th.,._. Tlt'<'Ornbtnant·Rl"'.A prob.!-s pa.n.ic:ularly 
uwful 111 t h.;i.t Lh~.,- can the"n be expan .. nually amphfurd by 
1neubat1on w1th th .. R=--A..d.1n.ct.cd R!'OA polynier&M. QJJ 
rephca..e •81. y.,:.,. h.n·<" d .. mon.11U"atcd th•t •• many - lo• 
c:op1- or e•ch n!phc:..n~t\e proO... can be ~U:.e-saed in a 
~in¡¡:le JO-m1r. m~b•llon • 7'I Furt.h.,.nno~. the e:irt:rwule 
spo.-.ctfic1ty cf QJJ r<!!phc:.~ for 1u own t.empl•te RNA t9\ 
0.11.«urT-s that only th~ r<"'phcatnbl .. pro~ """'lll be aznphfied.. 
The lar¡; .. number oí cop•""• 11yr.the-11u.ed can e&a•l)" ~ 
quanufi...d. b)· mC"Orpor-at1ng rad.1o.-:i.ct1ve nudC"Ot1d..- of" by 
rn~ng the fl.uo~n~ of an 1nt.erca\&Ung dye •e.ch a11 

eth.id1um brom1de. B~u- .. httle a&. a 51ngle mole-cule of 
R-.._..A can 1n1t1ate <>xponcnt1al arr:phficatton 1 J01, th1s ·~ 
prnaeh off.,-rs tl-.c pni"f"l"C"t ofdev .. Jop1ng .... n.s,t1.,·e d1agnoat11: 
at.""1!l)"S 

Tv-o deve\opmenta led to our C\UT'Cnt "''ork. the d111covel"')' 
that ohi;t:onbon.u~l'l'Oude11 can be 1n..crt.t.-d wu.lun the se­
qu .. noe oí a .un&l1. naturally occumr.¡; t.emplat.ie for Qtf 
,...phaui.e, MDV-1 R.-.;A •JJI. w1thout 1nterf~nn¡r w-ath ata 
r-ie-phcatab1hty •12•. and the ava1lab11ity ofa pla.smid t.hat 
!M:T"VC11 as a templatc ívf" th., !1)"0thc-s1,. oí MDV-11- 1 RNA 
when the p\&am1d t• 1ncubat....,j. m vttro v..·1th bactef'1opha.ge 
T7 R....,.A pob'Tn<"ra.a-e. y.,;.,, rnod1fied th1s plaam1d by inaen.1ng 
s polylink.er into the !'>tDV-1 c:.ON'A sequen.ce. The au~ 
quent 1n.a..rt:ion ot a probe 'MqU<"nee with1n the polyhnk.er 
createti a pla.urud. t.'i.at s.e""''...s a11 a templa~ far L~e t:ran­
l<CT'lpt.ion ofreoconib1nant-R."A probe"ll • :'"1. "n'ie s1te that we 



ehoae (~ i~rtín¡¡ U- ¡io1,.Hnk- and p~ \ntQ MDV-1 
R..'tA •U kno.,..b 'LO be Oll th~ e--.1~.r-u:ir <:>f the mQI~. 
whel"lf! the p~nee oí tht- 1nkrt.ed ......;.uen~ w.- \*"'5 lok.ely 
tu ¡n.tef'fen> ""'·1th ~h~tion. and wh.e~ thc l't'tni:undet:' oí 
the- molecuh• wa"' le- hkf:'ly to \nt'-•ri"en! w•!h tht" hybnc!· 
u..t.lon of tht- Pt">b<:- 9'N;tUenee to IU l"-:gt'':. ln OU:" prrVl<HIJ 
~ ! ;-1. "'" Gt-mon1>t,..at.c:-d :hl'.l.t th.-- r~rnlJ•n.~t R..."'>iA,. 
are- b1funct•Or"u•I. '" tl-.at th~.· h~·t,n.¿u_._. ·~1SC<t.1Jy to 
oc:.rrip\em\!'n~ry targrt ""--"'lU•"t"::~ 1u1d ,.. .. t.a•r:i t~e 3b1ht·¡r U\ 

boto rxpo~t1al!). J.tnpl1hC"d by Q¡.J r..rpi1ca..s.e. 
He'I""!' • ..... " do:mon .. tr-"'~"' thr u~ cf !'"e;.!icn~ble h:-·b-idl:ui.­

U:;in ~"='~ \n fl 1no<:!cl AS""":" dc=rt.¡,,-n...C t.~ 4 .. 1.A--.:• "."'!'r_., ~rn.a.l: 
tu:nOU.n~• ,,r Hf\º.\ :TIR.....,A v.;e ::-td t""'''-' <l'-~'" eonC"<'l":'".A "' 
_,ec:'tlf'lt:, lh.- .. ,.,. ... :. !.:>rTT'.&t -e· !>._-.;"a:..: ..... • ··ft:C•· c ........... b •• ·:-. of 
dO!'ve.l<:>¡:-•nit" rn~tn<>d U-.ist ;;.or. r..c-:"""'-n ,. .. ,,.>:._. •·.·.u--;'1.~; -:.( 
~PI*'"· tl-c """:....-.::tN f'>r1"n.i.t t">-'d t-0 ~-·· (-,-.~ :<r,~ .,rn;>l'I'. tt-.u• 
;:~h~d•nr.;: the f,.-.o.<-"t<n-.1t1J.-; ,f ~-·11~ ": ~¡,. .. ....,1..,1,c.n of 
nude .. ; .::L-,.¡,. -1n,,! '•' !-.."<..•U""' • ,-::.: l·n:hz••t prn~·~ .,...., 
Uti?IUu-.d b) Q,u fL·;>\1<.1-<:> "¡"-'"h ,.,1! h"-:-,nj::o-d prot,.·s. ,....,. 
t'l~t-<! '"~ .. ,.u,·n1.-!• ,.-Jl.1~"0l ''·'·"n" •·f tt·IT'.:."-•,.,,,~ ~n•· nvn· 
h)'bridl-U"d ¡,oH>ho:'1'1 (h.1:r J-.r-.t -;"t<>h~d'"I l.<.",'\• •••h <-rl hy th<' •~\J:if 
::h...cov .. r.c• ~h-•l n~ r..--.d.u.t1 .. r. ,_ · -.;tn•n; .. h· •• '!,.,·~·r-.•. ,n 
-.:ilut''~'"' -,fth .. ch"''t:"<J;:'c ..... ::. ,:;-.... ,,., .!•n·· ·,i.,,,. ... ,. ·n.•:"' · !.J ·• 
at"<d U-..tt ci;-nc•"rtr.tl~ ,.,~h..1,~·~·n. .. .,r ~·c~.·r.,<i•r«· th;,,._., .•• ,~t.c 
wt~~ l:)-- c:<>H•. do;o,.,,,.1t\lr'' r\li ;'f'tlt~ .r.• •.-;'1.c\·-1d,-.~ n_.c::··;¡,,.r,,,_ 
li~nH~ nu.:t•·•,- .«::.!~ fl"'O= n•\LJ.,-,.:- m ... :r:c~-.. -':-'l<i U<l"'-'n<! 
0?-0A. mnl~...;•~i ...... r><·r-r .. •t.r.o! 1,\tir--<::.~-ti.in t-0 t.o<..:·or W\~'-_, ._., 
1n~rfo;rcn'C' .. l"On> •-:l...:l.1:- j,·t::n" : Ou- ...,...._nr.1J ,.,r, b\,;r,-, 

waa ...vht-.1 '" t.he d·••<:t~p.-~r.~ ,!" •r . ., ":-·'"' :-,,..!,:~· :..:u·.¡;;.-t 
C'•l't"'""• ~r..>C'•-ÓU'I'>!' ·<4• Jn ~h1.-. 1...-:.¡'.:M'-<'d "'4.:0.~"'-u·h hy. 
bn.:hU1.!IOt1~ '"-""'h'"<J.'.J.~ t!!i. rr> .. P"''~··\T';'-'\ '-:.'.Jnd .. ··~ 
Lour...i to the .. uri.ic,. ,,f p:1r:ur . .i.,_-:,···:...- ~1.-:<:.\•., A!\s·r :!'"\, 
part1C":e1 ar--t.· ..,.,...,h-..c ''' r.•m"l~~" r.-1 ~l~l .. 1,i.z.·d ¡·r•.b•·" •h._. 
hybr1.:b, .i.r-e ,,..._,:._.,."""'] ::--.rr. thr ;:>~:·t:' 11 • :,rd. d·,.,n b,;o;>d to a 
n<!W •el ·,f ,:;ir .• ch· .. t•,r ;>,o-:;!! ._•t ..... ;...,..t;u1.; fu'?<'"l:•1g tl-.J.s 
pl:"Ooe,...i..~ ._.,_ . .,.r.i.l t.11,, .. ,. c!:::Ht",'t:..::ally r,.....u,._..A t,;, .. :-.<--:.:T'~"'-'t 

ofl\onl'>~l:>n'.h.r.•d ;;r .. :~~· .. '• ~ 

eol.ution ac -20"C: 1t.a activit"Y f'rtrl3.in. ~~ ...rte-r 
five ye-.rso(storag-e. Si't\f;\e-~ ONA f'rsgtnent.a we­
P"'~" by \Ui~ B--cyanoethy\ FhcwphoM1m1d1te t:hPr::::LÍa-­
try. on a 300A synth-t.U-r \A;:.phed 91.,sysu-ma. F.,,..~r 
C1ry.CA1. 

Rephcata.t>-le HIV-1 ~"' 

iteco::nbina.nt MO\."-l r .... ~A cnnt..a••unqfU\ 1n&eMli'd Hi'V·l 
pf"Qbc "4"QUl:>:lC't!' wa3 l!ly-r.th ... ,~ by tru..1;u.•tt".p:1on f!'t>rr-~ 11 
neoe:om.b,ru1nt pl1u;r.ud The pl.iunud .., • .._ ecin..~tr\.lc',...:i by 
~l"ltr.¡,t a "1Yfl;t..~et1c PT"Obt! '-Cq,Ut!l"IC-" CprPplU'\"d by 111.n~l­
•r.;i: dGA1'CACCCTAGC,"\C"!'GG7GAAAT!CC'T'G'.:CAT· 
TCA t-C1 áGATCTCA>TGGCAG4..:AA1"'T"T'CACCAC"t"C;C­
T.\CCGTI 1nt.o thc B~l 1l •>te o{ & pln.il:n1d thst ; .. ·O"~-~~ 
w p:~rr.1d r-r.-?-'IDV-..,.:">IY 1 -;'), .-~a.pt th:1t the polyhuJu,.r 
~u~n.;c ·~ >r. "._!-.e ,,~.,..,...1te <..n ... nt.ah-'r. Th~ nuc:!l'<:lt1.::!f'< 
9"-'q\>e,nf;"" In tho: !'"\.'COn"!'.:.l!':'.!.nt r .. ;e:,or:: UÍ th' e;:v~ . ...-;:. ?la ... m:d 
""ª"' ecnnnn.x:& b~· thc cha1u t.:r'\·r-.1n11uo~ J)rOC;1.·..ie1:-e ~!$· 
Tb.e •:--nt.n(?~'" •cf ,-..-pl,.:...:....t>l·! i'ITO~S by tr .. n...:npt•on ín:.m. 
?:r>c.!U"'!,-.d T'<X:••"':\bln~r.t ¡:¡l..1.tnld" ""''IÜ'l T7 1-<"-"A f"J]ymcrt~ 
Ul d~r:N~ \'¡ d<;;t-i.l~ ~ .. ¡,.. ..... /'H'tL" . 71 Tu.- 'l'"t;S\>!tu:..;:- tTar.­
"<:T~pt. .. .,,~~ r"c;"t.-;~•1n-lnl !\.t0•.·.1• ~ • 'fe:;M ('('f\t.'1.~n:r.~ a 
30°r • .:.·\...,.>t1Je-lor...;i: f•l''Jt..! ""'G\JL.< .. e t~a: 1~ compl\"r.-• .:int--..ry 
t._• ''<...r~~:lr.·.· .... ,t.:!~--i<5:.;! 1r. tñt· pc-.l g..-n.•• ofB.lV< _.;en.,mi._ 
p_ .. ; lo,. :é.• F·~·.lrt. 1 ~¡..,º"'''" U-w r.u~k•.'ude ~u ·::'IU." 'l--:i.4 
?n·Ju-~ ~-c:<:>r,..!..u-:,· struc:.'..Ott e~ U-~ trisr...e,....,L.:-d P...KA. 
!'lDV-h:~· - R~A ....,-·"'" "'" .u~ ~xc..-\h•nt t.~mrlat.,. ivr 
'°""c'-'r~:\~1.tl ..1;r.¡:.,,fi.CJ:lt.'n b\ 4V,l rcp:ic..•,..,. 

v.•., pre¡,.,.· .. .Q i"c,;,,mb.;;..;•nt r..~.-... ,. C<'OU!t•n>n.::,. ::_:-:¡ ""-d~ .. 
"°t>d&"-:uno;:: ,._,:::..!,,e ..._..,:ue::.:c ~<>,..,;\cn~er-.w~ to .. cor.""-r-M 
~1ori uf lh.,. Hf\'.¡ ~.; ,¡~n"° '\\e 1\ .... , f''I'' ''"'~..-:! A -·t oi 
a.enal d;l:.:t.<.n .. . ,( a ~-:.U:-k <K>lut1r,n of tr:in"- n?ta ,-f ·he­
ng101'\ oí th._, BlV.¡ .:•·"-~~" ~h.n ~' r.~•unF. tr~ p ,, ..::<·:·i:.c. !-O 
11u"u\11t"' •t.ff'(;rrn: arr-'"'-'"'-'- < f H:v.¡ mfi...."-.;A. tn .• : <TT.•t:ht b<. 
p~1o"'<>l \nchn1c.1l "4mp~ .. ~ ,d.:-i <'~"""' ,,f:-cp~,,-.1•,.ib\., 1-U".'-t 
probo.a ........ ., <ldd<-..l t<J e,Hh . ..,.:-np>•· Afu• .. r. .. t.n<liz.a~, ... n 1n ~he 
P<'<--n~ or 1!'\31tn1d~ne :h1~-.:o..1.>t>. <.:,.,, ,.,.,., h-o..-l..:ir;.::•·t h)· 
bnd$ ""~ro: , . .._,\,.i.~l t"<;· r, ,.,.,...,,l lt· i ... r¡;:t·•. c:..;:;-."-r~ -,o p:.irs­
ni.a¡¡:n~t.tc:'. p..:ari:>c\.,.,. ·¡r..- t:-rnb...._ Wt-f"I." ~nen r.-:.-.,, .<."<f fl'<:l-n: 
th<!!tl' targe~ .,.,d ,,_.xponenlt:i.ily .1rnr.lif·r-d t y 1r • ..:· .. o.itt<:":': 
Wlth Q.6 repl1c.i,..,, ~1Tlp\f'.',. o( 1."U.Ch r..-<.:t.lon .,..,.r.._ t..aki:tl 
e-v~ry rn.tn-u~ du.nng ~phtall~r. Tht:: :nnc:i.:.:-.t ._,f R=-:A ir. 
~ch ..mple - .... then rtUl·~un~i Th .. ro-•·._,._ J<:rn::>r.s~ra~ 
how kin~uc d•t4 c.a-n M u"""'1 f.cr q~n·.•t.,.-:.1 .. ,.. <l>!-tc:":'Tl'1'll•· 
t1CJn oít.he numbct- QÍ Ul.'l'l'l"t. tnol.-cu:~s •na ~•r1;olc 

--1• •r'ld W.thod• 
~ and Q.godeory-r1bonuC1&ot>d<lls 

~na<phag<!' T7 RNA po\ytne-T&Aoe tEC 2,7 ": ~¡ w.._,. 
purch~ ñ-om !'-:e- En1th1.nd 81olabl.. Bt!vtt"1y. MA., and 
wr thyniu.a t~nn1n.al deoollynbcmt:lClieoudylt:ranafer&,Mo ~Ec 
'l.7.7 -31 > ....... obta1n.ed frorn Supeol"'t«:h,.. ~. MD. Q.8 
t't!Pli.ca.M! 1EC 2.7 7 4B• was i"'°la~ f:r<:1m b&e'U!n~ 
Q,11-o.nf~ E..eM~luo. c:-olo Qt3 by the pr"QQledu.re o.( 
Eoyang a.nd Auif\Ut 'l ;"•. w•th t.h~ hydrur)'lap.atlte atep 
oa:úu.,d. Qp rephcasc- 'ª in.a.ble ..... n-.n "t.or't!d ui • l'lYt:eT'Ql 

~t." ... 

F'OQ.l.R.lpt..-e&~Mt\f•1~'"""~ 
,,_~ ___ ,,,......__,..~.._lA'"""-------., 
~-~.:>--.....,..t>-.·-~....,la:7!.T1-~ ~(-..---., .. ~Df"eo.. ___ .,, ______ ... 

··-1:1~"'1'~•1C"·~- ... ._.. .... _....._,'°:1_.....-.Ch_ 
-.....-c~.---lorr~(Zll 



.,_,,._ 
Sir..i~ DN'Aa eont.a..inir~ 3º·po1)""dAl t:a.il• w­

.,.-nthe~uz.ftl for u- in blndlna p~tAfltet bybnda te 
olicn'dTI ¡;TOU¡'ll on tJi•• •\.lrf";acP ._,fparll..l:CUlgn .. :.1c pan.icle9-
Fogr dllf.,.rYnt oh~<l:nTtbr:.r.ud<"OUó.o..a ~o! IH'l~ 2.&, 40. 
«<>. and '43 nuc:eoud~• ""~ pno~ by autJ:>mat.f.d a:i--n­
the-sia. Ea.ch prot...:- y•a.11 e~ :.-.p! .. mcn~ :o• dill'" .. ren~ """"ºn 
oft.h<.° HlV-1 ,?OJ. ¡c\'no:" r,~·¿r t.., tl:e far~··:. u! :ti" rt-ph~ua~le 
pn;;bc. A. pob • dA 1 tA.1.1 ...,_ Rdd...J t.i• ~ .... 3 · er.<i l>f era.ch proh·c 
t.,. ui.cubauc.n .., 1tb t.enn;.n.&l <J~:ir)"'nbonudeoc~<!ylt.oa.r.­
foe-l'W.-- f:!:! • 

Hybndizatoon 
SU:nul••~ HlV-1 1nll.o.,;'A. t..;i..r¡;ct4 ._ .... ~_. pi;.,-:~ (rom. 

Geo.e-Trak Sy11trma. Fn1.::ungh.am. '.\1.A Th.:- ~pta 
indudc.-d ;ot c.,...rnplet.e C<JPY o( tlic H!Y · l ~ gene. S..vt!'n 
~ .. -f.1·-. !Ut-.,.. "''·re- pn•o.> . .r•-d t;.cn ;,..,n:.!.:r"...:l: .. anulat,.c,.d 
H1'.'·l mK.,.,,;' ·.,•;-·:~. \.t[l• •. ,. ... • - • F..: • .\ r'O:•l<:lt.:!ble 
~l. an<J co;ipturo· ;.n., ...... .j1_,1.,-<..1 ''' ,0 _..:..., J:..? .-, !T.oLL 
C"1&.r..2d1r .... '"ll•....-)'""· .. ~ · f ::ik" ~~ ... m•~'' . 11 ... upf"il•:'-". !'OY•. 
ar.d pl ... .:•-J .n .s prr··.,"';iy!,,,.. .. -·n.-n: .... ~ ... · b:o--R.-d. Fi.ich­
t'T'IQf::.d. •...:A. E"'ch t-!-"-' ,nn•:.:urwd .! " 1L'" :r.<'>l•-eu! ..... oi" 
~V·h•··· - r •. ...:.'\. \•.•'' t:••li.-.:·J;, .• <>Í•.lch cap~t.U·l" p~. 
&nd • d1:f,n:nt n....:nbo>r of r ... :-¡i:~t ::;v .... ..,.":.JJ .. ,.. ¡i,..,. :~:_n.'.:l..:r ,,¡" 
¡.~·-1 t:-;u-.....:n¡.:t.a •n ..a.eh tut.o.: "'·'~ 11,_. ... :•J" 10' lll'". 10··. 
10•. and 1u~ l.~· tw.t-., '"'"'re :~oat..-..:l ,.t ::-; ·~ r .. r !~ n 

Flevec; .. o·~ T "'"J' t Ci'!;";''-''" 
AJl.cr the cnm¡...'..-t ... , .. ,¡' r1ybndc.><tH">r:. 11:.- ¡·:-u~~t••;'-~ 

bybnds ..,ere >-.olnh..J ir>m t ?-.- rYBCt: JO l"!'.u:tuF" by 01·~d·n;: 
t.ho!:= to olzl<(O•dT• ~":T>up,. ,,n •hr ~•::-:_.e_. <.f ¡...or><.ma...,--n~•~ 
pa.rt1dra•J.J• The...- f._mc OJtld!' P""" : .. ,, l•.l ,,..., •n d•:om· 
et.er>. ~un:t ....... -d frr-,m l«•r.•-Tntk. 5~""'-'rrL.•. P'J..__._. .. h...,;l.l:. 
C:Orl"<>lut.rd · u..-1 .. c._,. C<ldl<...:l ... ,..., ,,;.u.:i ri)<'ln :l<s t... w.h¡,;!--, 
n~erou.& ahguodT., -h.u,.,~ ra~~ t...-..r. c•.- .. l••nt,v l1r.O.<-<J 
Vtle a.ddcd 50 µL of 11 "1.:.SP..-r-•u•n uf pa...-am4~o:t1c pa..1.1des 
to e-ach ..-e .. ct1on tuht•, reduc1r:<0 th .. IJ'\.l"'ni.t•n~ th.locyan,J,tof: 
cCu-~:"."• eunceritr1<t1or. to l -16 mol L. -;ñ .. :ub..-s .,.,en: 
ineub.oud at 37 'C for 10 c:un t.o allow tta: .1 -pal~· d.A • u1la 
of't.he c.aptu:-e pl"Qi:-. to hybndiu- t... the <>hgo<dT• lo:"'•Upil on 
the •url:i.ou ofthe partid-. Th" n..ar.~r ".lfo!:~"O'cfr· ;::-rou;>s 
av&.1lable '-'" th .. surfll.CC ,,¡ th .. p;;i:-t1~ • ., .. fr.r ex.c • .,..,!~ th"' 
nuinber of eapt~ ~ J:>:--eet'n~ 1n t.."le rc .. --=:rnn. fW.C..~ 
t.'le t.sr~d mole-cul<!'e :i.r'c hybnd.Ju-<l t.o tt-~· 5 .. r.d e f th., 
capture pn:i~. th.- prot-t.a:-~ hybr.d• ¡,._,.,,~e lin.lo.rd w 
the•urf~ofthe p.-.rt1dc.i (...., F,....,,..., 21 lfth.-..-e t.l'lc!. h •• ..,~. 
aau.al clin1cal aa.a.;¡y11, and po\vad,.n:y:att-<! rnl~-.:A .. had 
~n pn:-nt. 1n t.he 114:np:e9. t.ho? ;nR."-'A.§ would e:;-t h.A~·c 
bound t.othe p..rt.icle•. ~u."'o!' t..'>..-pvly'rA•on ~J,., cr.d·-;>f ~ 
1%LRNA. fonna a much wc.&lc.er bl.lnd -lL"l ol1.,;o- c.lTJ 1r. CU:l• 
cent:rated GuSCN .aluu<Jna t.lu.n do..-. th., ~,.,:,.:c.,-..1 on t.h., 
end oí• capture pro.be <I 4 l. 

Be<;m,u.t.e t.he pa.rt.1cle11 ~ pu11.~.;;::1~uc, tt,.-y <io ~.:it .:Jet 

- ~U. af">d t.hey do nof. clm.g t.o eacl-. u:h«:- Howc"""r, 
when pla""1 1n a rnagn..,uc fueld, t..hey are dr .. · ... n to tt-_... 
~uc >0urce. Acoordui.gly, the ~t..c pa.M.ic:le11. 
with the p~t hybnda bound to their aurlace, wef'e 
drawn to the wall11 oft.he tJ.tertube• by plaeing the t~ In 
the ~nce oí the •tron.g ma,pieuc field prvvided by a 
~uc M!"p.a.raUon devic:e •purch.aaed fzvrn Gen.e-Trak 
Sywe.ema1. 'tbe .upern.at.ea. wh1ch c:ontained the nonhybnd-
1.-d p~ •ere thni w1thdrawn from each tube by 
-..ptration. and rwpl&c:ed by 200 ,..L o( a wa.ah .olut.ion 
cont&lruna GuSCS •t 1...5 inol'L. The tubes weni thf:n 
withdrawn from t.he ~tic field. af">d the probe-t.ar¡,tet 
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F"IQ ;? s.=t'eM.st.C: 1po¡:,r•-rtat>OI"' ~! ti" .. ~"' 10f'T'o9d W'!"i.en • 
~ ..... .,"'OO. 1,--.s a p~ .. ! i"yt>nd IO oan °"9"'{~ ~.J.p on U-...._,,.._,.,. OI ..¡ :::.i·rJ?"!~llC ¡:;.a'"O:'e 
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hy~n.-i• etUchM to Ü""le """~·~~ndeJ ?&rt.1clc!'I wirre _ ..... ..,ed 
by "'il'.orou.t aopt.;a.tlon or. e J:1ult1-t~ von.e1Aype =•r 
1.Arr:cn:&r• He><1¡.atal S.,..p;ily, McGa- P.iu-k. lL1 The pa.rU­
cles Y'e.-e a;;1un draw·n to thc wa!la of thl' tubell, the 
"u?"'r-:11.W~ .... ·..-re ...... ;-.r.>.'A.-d, 11nu!lv•r 2CO ~o( 1.5 m<:>l/L 
GuSC!" ._. . .._~¡, ,.,,~,_,!1cr.. ...., .. ad<.!....:!:. and t.he pw...-...i.:;l"'s wen.­
l'l~m awt..,:."<] ... r.d .!r,.wn 1.~ t.h..- -....i1,. of thf' tube-s. The 
"u?"'r.-..n.V''" "'·ere ~~•n w1t.hrl.rawn b::-· &'lptr<'it.IO:.n, but. thll 
~m., tho:~ wcre rep!ac..-d with 50 ~l. '7lf J n..!•s~ a.olution 
cont.a•nln&' .! :.?:. rr.ul oí GuSCN p<.•r hter. 

The tu!x-11 ...., .. no "¡;:un n-rr.o,.,¿ fro::-. L"io mugn.-t.c field, 
a..¡-iui.t.ecl t.o resu~pcnd th~ p.11.rt1.:::.-11. l!'nd then :ne1i~a.t.ed at 
37 "C for .5 TTUn. :n t.hi& =oro!-«>ncentra~ GuSCN -olut1on0 

thc .-elatn·ely ..,..,a.k. hybnda fonr.ed bet.,..iren t.he 3'• 
poly1d.Al t.a.Il11 oi t!le c:ipture prob..a and t.he o:i¡;o(d11 
¡;r<>uJ>9 º""' !h.., auriace cí th ... piu-t.i.cl~ ca::r- llj)IU't.. rel~i.ng 
t...,c pn.bf'... 1.:1.ró:'-'I hy~<U b;\ck 1nto 100h.1uon. Ho-wever. t.he 
rnucl- 11crong?r hytnc:ll formed be~e-cn t..he c11pt1..1re ~ 
ar.d the t.a.rget tand betw@'ol!n tho rir-pbc..u.t..able proba ..nd the 
to:..r¡i .. t) ntn.Ltned 1nt.a~ 11.fl. The a::n.pped part.icl.ea -en 
then dra...-n. t.o t.t-.e s1d.e9 of the tu.be-9. a.nd t...':ir supe-mates 
1cc;ntaull.J\il tho! reh•a.Ml<l probe-t.a.~t: hybrida1 WeTe ~ 
f..,tTt"d to now tubo:s Th.e 11tnp~ particles w~ diaeardoed 
&nd 50 µL of a au.peiuuon ar Creeh paruclaa w- add.od to 
eacll n- tubt. redue:.no¡: t.he GuSCN con.oentratioa. ta t.62 
rnoL'L. TlM tube.a were i.n<:ubated at 37 4C Cor 10 aún to 
allow th• pr-o~U~ hybnd.a to be recaptund by t.be 
hl•Lnda~tion ofthr 3'-p.>ly(dAJ t.&tla of"t.tw araaz-e pn:.bM 



t.o the ult¡;otdT) gT"UUpA on t~ ~uríaC'O" ar ttw ne-- p.artu:l-
Tniruf.,mnit th" pro~-t.aro;.;:t hybnd.s fl"<nn. º""' _.t uí 

.ohd !>Ul"Íate• tn .s new -t of -.ohd ~urt ... ..:.,.,. e,,t!'..cto~·.,.lv 
~rno,,....d ar.y nonhyb:-odized prnt...,. that .adh .. n· to •ur:· .. (.,.,. 
Th .. ..-nt<JT ¡:::l"!X't"- ..,._ ~peat~ thn:-e urn...- ... ""hich mark· 
edly r~uc.r-d t-'le riuznh<-r cr r-;r,r.h~bndt:u-d prnt-,..- :-1. 
Af\.l.r th ... p.rv~~T¡!•·: h:- lind.- '"'•·r~· captun.Q unt,, Lh.,. 
,.urfoe .. vf P<J.rt1cl.,.:;for tho, th1rd uin.,.. """'wa~hl"<i th .. m on.c .. 
1n 2\oO ,,L c.f 1 5 mv! L GuSC~ ..oluuon .tnd th .. n :"" ,,._. rn 
",/:O(J ~ ,,¡ _. i;..>\:¡.l\f•T> C<1nta1n1~g l•JO mmcl .,\ Kl'l ,_. 
nnru:haotrop1c ..alt tr ... ~ pr<:_......,,.. th .. h~bnd,., ?'"'r h~r. !·> 
......... ha""il.'.• tht:-C;u._<.;C~ Afl .. r~mv'-1n.:1h .. -u?l'"rn .. i...·frum 
th .. last lV.... =• l L h.Ct "':i.~.~ '=:>~ .1-p10-... :u.on .. ,..,. r~-us· 
po""né.,J !..he v:1rt1d"" or O.u ,...L u! tn mtnul L Tn~-HL'I b~ .. ·r 
•pH b o. c<Jnt.\1r.1r...; l rnmol oí C:IYJ'.4, p<"T \1u::r Tn., ~ 
pl"nded p.u·1.1cl~· .. "'ere <:.hrn :nC"l.l.b.t.t..J in t.h:.- ...,.;1.fr­
bu.ffcr 1tt 3"; -et ,r t· .• m1n .... ruch eom;..~.·~··i•· d ... -,,,:i.1uod th" 
l'T'\•t-..~~n(~·t in 11n<.i. T"!";._. ¡,.,~ .C~<·-. ""' r•· ~'"l~·n ,. r_.,. r tu tn,.. 
_..,.¡l., o!" th.- tubo"•· t.:.' 1ni::: •n cach tcob<' " "'"'-'P•:t'T\<llc th.itt 
rnnt .. un .. ...:. .._n .i.muur.! .. i ~tnV.1i.1 .. ·• - • R:"' ""- propot!1onal to 
til.,_. numt-r oft.1r1:.,.t mo:~· .. :u!"~ .;ngi.n .. 11~ pr .. ,,..·nt 

E.:ponen•oa; Al""IOhl•r...a.:.on 

\\"e pr .. p"r~ ~"<-·r. rcplicat.lon r,.a.ct1or .. ·~.:ti. ca.ch c.:on­
~n:nil' 35 µL '>fthc :1n.&l bUPo"rr.atc from th•: C"<'lr:'t.>-i.-oru!1n~ 
h .. br-.-.!<Li.t1<>:l T•:.•c~''--" Th<·,..· ~~nv.n ... · - R!"A 'º"!.-cu\._ • .., 
"'"r" t~..-n llmplil'i.c i !":~ 1n .. ·;:butoon v.·ltr -. ';f, .. ,.: ul {.l,:I 
rt!piir......,. J.~ ">7 ·._: '" l'J5 .._L •.f <i "'"lu~•on ,•.r.W:r.1r.o. p•·r 
ht .. r, ·!C:O ,;.rn.ol of A Tu. 40 ._n-.•>I 0(1,,. ''P >CTP. lOO ,..m"' <>f 
GTP. 4·N J.1-tnol e! t '"TP. 7 5 mrr:ol of~!¡;."'l:¡~·· ""d 15 rr.mn\ "f 
Tru-HC\ •pH 7 ': Th · .-.,uc".1or ... v.~n 1:->.·1...\,-,•·~! 1r: >'nr,.:. 
le\. U>d 4·¡..L ali:::n .• •J:..o< ..... crt """l:!-..!T:.o-.....-, fr.,m ,•,ict-. ,,f th.­
""''•·n r.,.ac!• .. tH "! ¡ .,._,., !nt•~t""'- ,._¡~ '><.·l••a·~·• .. ~n<l ..!~ tn1n nf 
•ncub.,tinn ,.Td """''--<:: ... ah J•j ._.l_ c-i ·•n iv·-.;n;¡j ..o\\:~"'" 
eun!..J.1n.r..¡; !.!O rr.r ..... <>!°So,-\ ,,-,d :2•1 rr.:nr.I of Ety¡'A­
S.;1Ull •pH ... i' ..... :it.•r rn ... k:DTA in ü""' --0\u11on C!"lr: . .1tL><i 
th., m11¡;;n,..!l1um •n ~!"1~ .. a.mp\.,.. pr..,,·,,,.nt.>r.¡.; furttu:T n:pl:ca· 
~iun. 

The •uc and homo¡lcn .. tty uf the l"~P\R..'.;A pr-od.u.c;U 1n 
s-,,.L alu.¡uQt.& of t".icn oí the 147 ... mplc-. .,., . .,.~ de~rnun"1 
by .,\..ct.rophor'e&ls t.nrou¡¡:!"t B~ po\yl!crvl:s.m1rl.<· ilab >,ch an 
the p~-nee of \.lTOl'fl.-; moLL ,24•. r.naUy. thc !~"'PlR.~A 
pnlduct. 1n a 10-,,.L ahquot of c:-aeh oíthc 147 11&mple• _.,."' 
pre-e1p1tau.d bv the add1taon oí 190 ,..L r.f 11n 1co·-<"Old ..olu· 
t.1on c-c1nt.a1nmi;: 31:).1~ rr.mol of ph""phonc .ic1d. :.!•J mmol vf 
N>dium py-ropho,..ph•lt·•~. end 2 mmol oí EDTA po:1 l,t~·r Tht." 
p~1p1t.a~ R."'"A 1n 0:ach sanipJe .... as thcn .,¡.,.,_-.,.rco.,t-tt1c.all~ 
bound t.o u. ~ta.-Pl-obc- qua.;..crnar:o-·-!Unlnt•-dcn'"'ªt.i:r.t.-d r.:;· 

lvn tne"mbro1n..- •Bao-Rad1 1n a dot.-blot YIM:"UlU'n filteri~ 
m.i.n1fold B10-R..od1. E.a.ch bound ,.il.n'lple -- ... -t\ed 10 
tune,;; w1th ;.:oo µ.L oí the u.~~ld prec:ip1t&uon BOlution to 
,._ move un1ncorp.•rau-d 1 J.lp tc'TP. Th .. m.,mbranc ..,.._ then 
, .. r-dn~ • .1n.J trte ;1mount oí 1 '"'P1R....;..a., pr ... _nt 1n eA.'h 
..arnp:e on tt .... mern~r¡ir • .,. .,.. •• mad,· .. ·1~1bl .. • by aut.oradiog­
rapn'" A!\.,.r thc .1.utor.i.d.1c¡:Taph ....... , pn.·pan-d. the .. mount 
of EL .... .A pr .. ·-·nt 1n rach dot-blot "'".u mPa.ul"Cd u1 a .c1ntd· 
lat•cn countL•r 

...... ,. ca~ed <>vi mudll"I a~...a~,. :n .... h1ch replicatabi.._. Kl'"·l 
pr"é>toll"~ - .. ~ t-. .. bndi:.~ to ••:r.&I c!1\ut1on,. of "<1rnulat.ed 
Hf\.".1 mlL ... A tal'"'J"'"t n::.ot"""-11.:!S H> t!-.• · prc-ncc of cuan1· 
•hne thi.--...- .. ~n:u.c • 13• ...._ftcr hybndu...ot1nn, the re-,ulnne 
pn ;.._~tAT,.: .. t h,bn·!-. -~·rr ,..,.,Jat~ h...- thret.- c:o-c\P!I <>f re­
,,._.r .. ,!;>I.· t.LT¡.:"<.•! c .. p!ur·· : ; • .>n p<S.nHn.1¡.."llL•ta: f"&rt1rl- Tl'<e 
t-... bnc!o?•d p..,-iho.· .. v. .. r•· tncn r.,-1.,,.._...._..¿ fn>rn the1r L&r¡reta 
and ._.,.V',n•·nt1.aU~ a.mr-l•t''"J ty 1ncub-ihor. .... 1th QtJ r~·ph­
.:a..,. • ;-,. '•••th <.a.mplv~ofe...,ch r.,.aCt\on bo-1ng t.akrn at 1-nun 
·nt.c.-..·a] .. E\~rophnr··~•C an-"IY"'"' oí tho: -11e .. nd homn,¡::._­
rr1:v .,f tl-t" R....,A. w !l"ach ...:.mple 1nd1C3t..d th•t only 
'.'l.!.UV·h1v H~A ... a,. ,.,-n!.he!!~ 

An o1li'-lu.,t •>I .. acb -mpl.,. waa b<;und :a a nylcn mem· 
bro.ne 1n a dot t.!<.l ri!:rat .. n to.ppnratu,. a.r.d t.t:.c l"-"Pl...'i.D\.". 
i;iv RSA H• ~a .. ·n Jl:<.:¡'-'"I ...... ,. mude '1.'l!lok'o\L. by •• u~ra.d10~­
r.tt·h~ ln :h•• r..-'!'ulti,.,.: aut.nr.u!1o¡;:i-.tm ·F1.c-.1n• :J._ tht." 
c .. , •. ,~~ <'I t".1ch ~p<•t 1nd1c,.t•-<:! ~h"' &F..r:unt .._,r R~;,s.. ['l"f'1oent 
l't t:1<ch t1n~c P"''nt At"\.,-r the .a.ut.orad:oi;:rnm ''""'"" pn:pa.n-d. 
t~e :1.rnount ..,i P..SA 1n < ach >..:: .. rnpi<' - ~ rra·a!IUf'--d w1th a 
..:1::!1:!.•:1•>n v.vr.'.•·r .-\ith<..ou,.;:h "'' P-"A ""ª' .1p,...reat 1n 
tn.- edrl)o' tu:>c· p-Hni..o. tf-.1.;."' a- th" po.·r1<..d •n -lnch the Rt.;A 
pnpu.l1L:'"'· ~n~ro·.i.---d ,•xpun.-nt1.i\;, .,, The R~A ~tn"-" 
v1 .. 1ble •r. th,. .. u~ra~io,_-r-·•"n dt al .. •Ut thc "-"'m"' tun., tha~ 
•,.!-• ..,. nur..her ot n:-;_, r.-.u1~¡.,,. ..-qu1U._..d th" number uí 
""'-':.•'~ r~·p::c.i·<o' ,,..,,,:~..._.....,;,., •the ·,..atur•tlon po.nnt-1 Frorn 
th.a.t tlr." ... <.n. thc RSA P''pulauon 1ncrc.1_..j \lnt·-.rly •.?J• 
Thu. ... at thv ... • tun,.,. v.hll"n the R!"A ..,._. V1!•1ble •n each 
reac<.1on. th"' FL"iA pc-pul;i.uon -- 1nc~aatn¡ hnr•r\y. 

Thc rcsuh-" detnon•trat.e that t.hc tltne ~t wh1eh tf')<f! 
-t\U'"&hon r-~1nt OCCU:r!I 1n ea.ch amphficauon reac"tlon 1• a 
~ion uf the numbt."r of t..:t.r~t CDO\e<:"Ul- onft1nally p~ 
ent in the eo~pondJ.n,;t hybnd1.Lat1on reart1on The íew•r 
t.ar¡;ct r:i.olee'Ulc. th:st '"'''n! ori.bln;i.Uy pre~nt. the fo .... er the 
"""?hca.t.:!l.ble prube,. that were OOund to t..ar¡:e~. and thu. 
the fower rt>ph.:atab\., pr<>be"' th .. t v.cn: .._ ...... ,lable t..o 1n1ti.a.t.e 
th._. amphhc.1~.<>n reacuon S...Caa.u.e 11mphf:<::i.t1on tTact.1on~ 
101tuu.~ ••:1th fow"r r.•phcal-OL~le probo-s rnUJ<t undereomore 

......•...••• ······••·•·••• ..... 
T1rro cm•nutes} 

F'llJ.3 ~~O'l~.c:.-tJOll'l..-...::t>Or'Ul~-ITl~a"..abl<t~..ot..M<l~~-toonl'Sl9dlO<'l1 
~!I0"9of ... CV-~•-1-..Z.C..,_..-..o0.t~~ ~_............,.._,._ .. ...,..._,,,,...,..-ac:z:..#,._,......_,..,tior_ ...__a1 ... ~.,.,...lalC"' _ _....~ 



doublincs oC the RNA popul.atioa bdWw tlwre iare -10UCh 
W-:A inol.irculN t.o ai.:hleve -turaticn. th11 kiru>U.c dat.a ca.i:i 
be uaed to calc:ulatc- the nUD:ibrr oftypheat.able protwe t.hat 
went p~nt at 'the ~lilnninK o( t.h.e r'l!!'•cuon. lf known 
a.t.aDda.rdA ~ tnch.:.d<!'d .unona tt.e unknown .... r.:iple9 t.o be 
c...t,ed. ~ t~ dai.. can be ~ t.o do:t~rr.une the 
nun¡ber o( ~ moJKult."S on..,-i.DJl.lly P"".,,...nt. 1n ... ch 
~own u.m.pte. 

The reosulu ablc 1nd1c:Qt.<'!' thc hmi~ of dev.-!.1un. n.• 
a.m.pliñ.ca.tion rea.ct1on cc-.rre'!IJ>~nd1r.~ to th .. ""=¡:;l,.. c,,..,,~.11.•n· 
ing 10"" t.&rJ:'".!t• '1Ch.i .. ..,,eQ 1-11.tu:-:1.Ln:-. dt ar. •• .. ~her t:m~ !~.., 
did the amphñc.auon r?fte"bon corrto<';>ond1ng H> th• -..rr.ple 
coat.ai.ntnA: 104 <;.r..rge~ "!tc .... ~ .. r. !h.,,re •·s.s r.·:> s1Kn1ficant 
dd!er.:r.ee 1:i. !h!:' .11...onp .• nui.no~ ro:-.11.;::uons C"<:>rrt.~f.d.;.11¡.: t.o 
thc •1!1.%nplt-9 cont.a:.::úng 10• and 10"' t.ar¡;c'ta Acro:o-din¡:¡;ly. 
the hniit o! deu:cuon "''ª" 11hou: 10 000 !&n;<:t moic-cul..-.. 
Bec.aUboe elec'l:Tnphuro:l . .tnul~•u1> of thie .tmpufu.-<i R.-.,;'.~ •:< 
.. ach a.a..rnpJ., 1n .. :hcat~ .. 1 th .. t onJy r...:-0,..,....h,nant HS'A ..... ., · 
•ynU-.e .. ~ the l•ma .-,ft1.,t.ect.1or • .,.,...,. .:J.c~rrr.~n .. ..! '"" •!--.: 
1.vel c.!~n1r~r.ce oí not'lhybr.diz-d n·phc.:1t.1b:e probo-~ t~ 
I• \rnportaoi: to r.o'-e tl,.,t t..h,._ ..,._.t? oniy pn.ltnun.a~· 
~YP. Ci!'•lgno.-d :O demon11trat'. ho'"' ,.,.~\1cat..1bh: p,-,,t--c,. 
rrul{ht be uk'.'d. Fuz-..hr!" ~·"X"P"!nrn~t.. ~'i.ou:d ie-l.c! •., 1:t~r­
auon.i. 1n thl!' a~y torr.:-...o.: th.JJ.t "";!\ ll":'"lt>r<w"-" t.h..,. ...-n .• 1t1"1.1ty 

Ofe.cusalon 
Dur:zr.t¡" CJ<poncr.ua. ~;nth<>•u ... t.hc tllTI•· ~ ~«k.es (or t.}:.­

R.."-.;A popul:Jtion to rloubl·~ u• _. CQTII<tAnt lor .l. p:>'l."Pn ,_..f c.! 
re:..ict1:::n c<·r.dit1on .. 1;!.1 • lf '"'"' kr:<>'"' ho"" m .. ny ,. .. r:1c.a~ r-:.• 
pro~ ...,r.t .. 1n•t1a;)y r-ro-,-.. ·nt .na !"~·aet1c.r:. a:":.d ,f '""Ir.."'·"" 
how lonlo{ t.t • .it re.1ct:o1. w.u •ncut...t.-d. th~·r. ... ,. 0 in ¡..n..:!1cr 
how ~"Y d"l1.1~b!li;'.• h"'vr> <..ceu.rT''~ .. r.d ho\.. -'To::tr.:; H:"'-.1'1. 
rcule-euh ... !-.a .. ~· t..-.. n ... nth.-,o;cu.-:! Cc.n-..,.r,._i:- .. f ,,..., }--_.,,_, .... 
~- lon.i 1t t.ak.,.,,, lor,.. ~...r.1~1 .. r nurn~•"t •>I hSA rnol<"Cu;.., .. 
t.o be synthe.iz.,..d. then "'"e <;ar. c.s!o:--..1lat..oo· ho,,.,, m..:1ny rr.o\e­
eulea ~r r .... phc.aWbl .. p:-otx- "'"€'"re pro:-·r.t 1tut,a.ll.- ~a 
TTlauon..hip 1,. ,.u.tni:n..a..-~ by th<> fo\lo.,.,·:ng <""Guat1Q11 

....,¡..~r-e Nc 1• t.he 1n1uai numb.:r of RSA m<.>lccu\....,. l I" t.h .. 
time ofincubat1or.; d u, t.he cha.:-act.e'natlc time ;t t.akei< !or 
the R.."-.;Apo;i;.¡jallonU· doubie. and N 1a th,. nu=be-rofR.."'iA 
=o!-:ulea p~nt. at. t.rne t. Ta.k.1r.g the i<>o;anthm of e.ach 
a1de of t.r.C" ..-quauon and re&rra.ng:inJ: al¡t.,.br ... u;.i::.U)" 

lo¡;¡; :-i'i. .. { -l~o; ::! J: - lol!C :-;' 

.... ·here 1-l::ig 2l"d ••a cun~t.an:. I!"-....·.,. con•uder the a1tuauon 
that oo:ura ,,...!Yin '*CI d~tenn1r.e the time 1t t.ak.,,. for .. ~h 
re11.C"tion to aynt.h""9<L>· 11. p.11...-1.1·:-.J.la.r nuzn~i- of RS A n><>le· 
cul..-..then toeN ...,·1llais.ob... e.CDfUt..ant andt,.,111 :--.p~nt 
the t.if'/'le 1t t.akes for the R.."'JA J>")pulat1on to K">"" to S 
i:nolec:ulea. The"° ..,,u t.hen be, .an in~.-- hne.1.r riel .. t.ton­
ahip ~ t and I~ ~o- "ni.C"r'l!'"Íore. 1f- have a l"Phable 
imechod ÍO'I' dt!t.ernutllOIC the time U. t.akes ÍOT an eirp.;.nen• 
tially rirplicauru:c RNA popu.lation t.n gro..... to .11. parti.cula.r 
tth<OU.Kh arbitrary1 number or r.iole<:"".il""'. then we can aecu· 
rat.ely deten:nine th .. on1t.tal nu.zn.brr of "'phcat.able pr<;.>~. 

n:i.r. t1 • suod ?Dethod for~ how lon1t it t&k.e:m 
for •particular nwnber o(R.."'iA moi.ao:u.le. 'ºbe ~ynthesizied.. 
AA in~unafl~ dye, such as ~wn bTDc:iióe. 
could. be inclu.ded m \he R.."lA aaiphñcauon ~on ID.U<· 
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tu:re. Edlldium ~ ~ ft~t. •·"-1 it IAt.r­
~ with ttw eoc:onc'.ary ~ p~t in re-plicotable 
probe!l. AA e-C.ht-i•um bn:Jnu.de c:oT'>C:lentrat.lun of atnut 1 Jo.mol: 
t. would ¡;i-"' good ~1~. wu.h.out 11,rTHficant.J~ 1nh1b1cina 
r-epbca.t..1.on •~1. A "llnpl .. • •:-latru.c;~nt cou.l..! pron.od..acallv 
morutor :.h ... ftuol?&"en-1' of th.o ~urn hn:Jnud..- in an 
.. r.ttrie -t of aml>i1tk.:sth•n re.act:uou hut.Jally. th.- nurr:.~r oC 
R.°'"A i:nol~ ,,·,.uld be too Jow to pT"Q<!~ ...n .tpr-.r-eo.o.hle 
íl•in~nc;e Ho .... ev.,.r . .a .. t·x¡::i<::Mo..•nu .. 1.1 ~-nthl!'M" p~ 
the f!.uo~ncc ""'JW.l IDCl"""ft...._• 7h" 1n ... trurra-nl wou.ld be 
p~._..:: :n •tri,.... t}-,,. k::-i.-•.c <.!ata and :"'u,..,. ti-....,. d..l.ta 
•n rleten:innc ~ !-' ... t:r.i ... • ior o:acn t"C"ae"",.1.0!"l .tt ""r.:cn 1hr ft.uo-­
t'.....,....r.rt'" =m:~pond .. tr. tht.- pn.-~<:n<.c af a p.ar'!.1-::ular number 
ni R.SA r-. ·'.·--;e· .• '.,· :!"-., ··,-n¿? u·.:-' 

"'rhr 1n.e:1..:-.:<>n ~¡ 5t.ar.dar-! .. 1n the hybnd.....t.ollh-""\ ,.., .. cuon. 
.. ,._c_1,, .:-..>r:t .. ur:n.: a. k"lc..""n :.utr.b••r ?f t.-.,-:;:cl 'T"oolc""C'..ile11. 
-~l!!·J ~..-rr11l "¡,t ••"ttt'-.1! .. l,1:.• ·• : t -.t UH!"'!~¡ •.r-~·.- l:l. 

.,,..h,,h ~h.., ..... ..:.•r·~ .. :-r. •1 ~he --:--.1,.·r ! ~.•:.:tt llto ....... "Ul"'"11 
•"oo..J.ld \>o·.,..,,_, ... ..,.¡.._ ;:·- ;•,r..:t.n..1i :o the tiM• nt ""h:c.h the 
er.dp<JH t .~ :rcach··.:I. .l'- '"...:T"'~j •"l !},..- ..... , ,·r.d. •...¡uat1on1 
n ... "l.IIT'De .. uf ·..ir:: ... 1 mu:L-...·:.1c:. ..... 1en ,_.r 1-..,, ·,n\Lnown 
-..:un~: .. ,. ... :oul<! th• r .... d.,i.. l"TT.••··~ t..v •>n,¡_...1~·,...,.: tl•eir 
.-11d;><>•:r:1.>1 • ..., '~~ •.• ~~ ur. :•., .... u.nc.. ... rJ <"U:-""'I."•• ; 'u• rr ... ·~!"!vd ta 
¡yad.11:- ·•ut.orr..1• .. :;ll'. lt "''":d n<.>~ n~·:ire rn h ... ac~:ve com 
?" unr'-· :h .. °'-·~ t..1o.!• .1 t~u· ::_. .. .,..•..c-n! . ¡...-:-... 1 1U th .. 
L""l"".C;>' 1nt,,.. ~uld b._. th<' ._,,..,.,. : .• r J. .. t!c...: n·:•.-t:""'~ ... nr.! ....-o:..s!.i 
!:.-· ... ,,11.;.h.~·· .·' ~·~"" -~ ··~ '.1d.-.~>l.ll' ! ., ••. ,.,_, .... ""'0t.tld 
C..,. aco:--..1r .. : .... ·"' l ••· · _. ¡-1~nn·:_- n .. tc1•· .,f :he ~·..ir:d...rd 
n..1,....·t.• ""'>Uiu :- n».< ·i.c <!t.t.:'nnin.o.tMn ot ti.t. r.umt...~ nf 
t:l:r"I-."'~ "' ,, ,,,..,.,.,r''" n·Jer .11..n Cl'.tl""•,7n•"1Y ... ·1dc rar..::,. of"t.a.:-¡:l't 
'""·i~<'• tr.,:,_.t.~ 

Th• ,..... . :'" t:t.<•ni...i.t:~.· "'"'!!"ln<~ fnr :tnJ:~~1n¡;:: the ddt.a. 
l.)r. • .e- th•· .,. .• ~-r:!• ,:. p..,··r.~ 1~ "'"cho•d •n .,., .ar:-1pl·~c.:i.t1on 
r<"l""t.1<-n, !!"-" :-:un1!..,,- ,,¡ !:....;A rn.~: .. ~lo·, .:icr ... ,.,...-!I lin'· .. rh 
...,-:"'..h ~ur.c }-",,- e1: • ..,...p1 ... .ri Fo~!"".l"-" 3. by tlw :.1mc the 
~act1,.,n• Md h·-n ont.·•.;toat._-...1 :or :O::A .,.,,n, tb .. y h.o.d ali 
~ th, ~turat"'" P''''~ Jl"l•I .... ,.:r.,. ir. ~ht• \1rt• .. r ph11.,.... of 
~:.T>th"'"'" A t.<>r-:::p ... ..-.• ,,.,n _¡f thc •llr.our~ ...... r H:; 1i. pr ........ ·r.t in 
.,-11.ch aar::.pL.,. at 2~ nun aho""• th.at t..'"1., m->•C. R.."IA •• p~-nt 
:n thn-.e ,.,.m;:.i.,.. th.at c-urr..-..pon-1 to th"" hybndi.z.atian 
rrac-uon• th.at conr...:untd th<> r.-. ... t urg,.tA 11..:..iu,...., the,,.,. 
r,..i.cttOfl" .... .,. .... •n1t1a~~ ""'"lÚ'I th,. l(T., .. to•1t uumbc-roÍrl!'ph· 
c.a~bl~ pr<.1bc-., th.,)" re•Chf'd th.,. ._..,tur .. t.J.on pt'l•nt ..oone11t 
and h•d th,. lo~ P"no<l ni t1r>c tos~ nth ... !l•U:- R.."-.;A. in the 
linear pha.. ..... \l.·c can ... n.:1h:-r thc da:.a b'."' ••-1ng the d1re-ct. 
l1n.,.a.r riel&tion•htp bo!t.,.,·...,.n the .ir.:iount of R!'<." pr....-nt at 
.i t,.'U"t1cu! .. r thou.:r. a..-to1tr,r:··· t:rr.,. in th,. J,ne.:1rph&w' and 
th .. loganthrn t.f thc nurnt.o>r of r.,-phc:at..:1ble probew th11t 
1n..1t1at..e • r'"t::tct1~n t 7, lf k.n<:"WT\ •t.llnd.a.rda are 1ncluded 
a.mon¡f \.he" ur.k.nown -rcples to bf- tes~. th .. n th.,._ dar.. 
can be u--.::1 to d.-term1r.<"" the n'.lmbcr of ~t molecul­
p~nt tn et\ch ur.k.no.....-n "ªm~lr. S.-C•u.- 1t 11 r?l:tt.J~ly 
s1rnpl• u. d.,,v¡- 110 a.s&ay k1t to mea.urT lh~ 11mount of 
R.~A \Olynthe91.D:'d in a ,.,.. .. C't.1on that 1• 1n.cub.m.t..f'd fura i"Ute"d 
\.,.n~..h of ttrne. t.l'lis a..li.ern .. uv"' anal:i-"1.ocal approao::h wauld 
be an 1ne11.pen•uv .. m.,,thnd far det.<t-ct.1ng 1nf~iou. ... ge-nta tn 
the 11 .. 1¿ 

Tb'° model _.a.sy - .. h.ave de-=nbed dernoTULtrai.- th.at 
rf!'Plicat.able h:-bndt~tion p":"l)bps c.:in be u!looed 1n quo.ntita.· 
tive ._...ya dea1RT1ed ta doetect. ra~ c..a.r¡:et.a. Furt.lwr es:paT• 
•mentl •ill be needed to develop ~u.a.l clinica.l ._.ya (ar 
m.ieasuring the nurnbet- ofHIV·1 rn.R......-A. rnolecul- in blood 
-.rnplee. Ho-r. 1t t. clear t.h.at thCtW ...... ys will be 
•un.ple, accu.rat.a • ...-u1t.J.v~. and. aut.oco:iatable. 
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