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o el POR-Pravd erhalten, chie mit ciner Markion sehen sein ndigsem. Alermati kiinnsn alic POR-Prealnkie in ciner Prin
verlingzr werden, wobei auch die Varlingerungsprodakie mit giner Morkicrung versehen sind. Tm Jetzizn Sebritr
werden die verlingerten Cligonukleotide anf das Yorhandensein der Markierung untersucht,
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Verfahren zum Nachweis ven Cytosin-Methylierungsn

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum
Wachwels von Cytosin-Methylierungen in DNA,

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre
in der Molekularbiclogie gut studierten Beobachtungsebe-
nen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser Gene in
ENA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im Laufe

der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschal-

tet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter Ge—

ne in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist
mit Ausmak und Charakter der Methylierung der Gene bzw. ~
des Genoms korrelierbar. Inscfern Zubern sich pathcgene
Zustédnde in sinem verinderten Methylierumgsmuster einzel-

ner Gene oder des Genoms

3-Methylcytosin ist die hdufigste kovalent modifizierte
Base in der DWA cukaryotischer Zellen. Sie agpielt bei-
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkripti-
on, beim genetischen Imprinting und in der Tumorgenese.
Die Identifizierung von 5-Methvlcytosin als Bestandtell
genetischer Information ist daher von erheblichem Inte-
rasse. S-lMethylcytosin-Pesitionen kiénpen jedoch nicht
durch Sequenzierung identifiziert wexden, da 5-
Methyleytosin das gleiche Baseppaarungsverhalten aufweist
wie Cytosin, Dariber hinaus gehi bei einer BCR-
Emplifikation die epigenstische Information, welche dis -’
5-Methyleytosine tragen, vollstindiy verloren.

Eine relativ neve und die inzwischen am hiaufigsten ange-
wandte Methode zur Untersuchung wvon DNA auf 5~
Mathyleytosin beruht auf der spezifischen Reaktion wvon
Bisulfit mit Cytosin, das nach anschlielender alkalischer

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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Hydrolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem
Bagenpaarungsverhalten dem Thymigin entspricht, 5-
Methvlcytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht
modifiziert. Damit wird die urspriingliche ONA so umgewan—
dalt, dass Methyleytosin, welches urspringlich durch sein
Bybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden
werden kann, jetzt durch ,normale®™ meolekularbiclogische
Techniken alg einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise
durch Amplifikaticn und Hybridisierung oder Sequenzierung
nachgewiesen verden kann., Alle diess Techniken berulen
anf Basenpaarung, welche jetzt woll ausgenutet wird. Der
Stand dexr Technik, was die Empfindlichkeit petrifft, wird
daurch ein Verfahran definiert, welches die zu untersu-
chende DNA in einer Agarose-Matrix einsgcihlieft, dadurch
die Diffusion und Renaturierung der DNA (Bisulfit rea-
glert nur an einzelstridngiger DNA) verbindert und zlle
Fallungs- wnd Reinigungsschritte durch schnells Dialyse
gxsetzt {Olek, A. et al., Nucl. Acids. Res. 1996, 24,
5064-5066) . Mit dieser Methode kinnen einzelpe Zellen un~
tersucht werden, was das FPotential der Methode veran-
schauiicht. Allerdings werden bisher nur einzeine Regio-
nen bis etwa 3000 Basenpaares Linge untersucht, eine glo-
bale Untersuchung won Zellen auf Tausenden von mdglichen
¥ethylierungsanalysen ist nicht moglich. Allerdings kann
auch dieses Verfzhren keine sehr kleinen Fragmente aus
geringen Frobenmengen zuverlassig analysieren. Diese ge-

hen trotz Diffusionsschutz durch die Matrix verleren.

Eine fbersicht iber die weiteren bekannten Msglichkeiten,
5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem folgenden 0-
bergichtsartikel entnommen werden: Rein, T., DePamphilis,
M. L., Zorbas, H., ducleic Acids Res. 1838, 28, 2i53.

Die Bisulfit-Technik wird bisher kis awf wenige Ausnahmen
(z. B. Zechnigk, M. et al., Eur. J. Hum. Gen. 1887, &,
494--98) nur in der Forschung angswendet. Trmer aber werdan
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kurze, spezifische Stucke eines bekannten Gens nach einer
Bisulfit-Behandlung amplifziert und entweder komplet:t se-
quenziert {Qlek, A. und Walter, J., Wat. Genet. 19297, 17,
275-276) oder eingzelne Cytosin-Positionen durch eins
«Primer-Extension-Reaktion™ (Gonzalgo, M. L. und Jones,
P. A., Hucl. Acide Res. 1837, 25, 2529-2531, WO-Patent
9500669) oder sinen Enzymschnitt (Xionmg, %. und Laird, P.
W., Nuel. Acids. Res. 1887, 25, 2532-25324) nachgewiesen.
Zudem ist auch der Wachwels durch Bybridisierung be-
schriseben worden (Olek ot al., WO 99 28498).

Weitere Publikationen, dis sich mit der Anwendung der Bi-
sutfit-Technik zum Methyliermngsnachweis bel einzelnen
Genen befassen, sind: Xiong, Z. und Laixd, F. W. (1837},
Wucl. Acids Res. 25, 25327 Gonzalga, M. L. und Jones, F.
A. (1597}, Mucl. Acids Res. 25, 2529; Grigg, S. und
Clark, 3. (1884), Bicassays 16, 431; Zeschnik, M. et al.
(19%7), Human Melecular Genetics 6, 3B7; Teil, R. et al.
(19%4), Nuecl. Acids Res. 22, 695; Martin, V. et al.
(1895), Gene 157, 261; WO 97 46705, WQ 95 15373 und WO
45560.

Eine (bersicht uber den Stand der Technik in der Oligomer
Array Berstellung laft sich aus einer im Januar 1999 er—
schisnensn 3Sconderauvsgabe von Nabture Genstics (Nature Ge-
netice Supplement, Volume 21, January 1959}, der dort zi-
tierten Literatur wnd dem US-Patent 5994065 iber Methoden
zur Herstellung veon fasten Tragern fir Zislmolskiile wie
Oligonukleotide bei vermindertem nichtspezifischem Hin-

tergrundsignal entnehmen.

Fiir dis Bbtasiung eines immobilisierten DNA-Arrays sind
vielfach flucreszent markierte ESonden verwendet worden.
Besonders geelgnet Flir Fluoreszenzmarkierungen ist das

einfache Anbkringen wvon Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 5'-0H
der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise iiber ein
Konfokalmikroskop. Die Farbstcffe Cy3 und Cy5 sind, neben
vielen anderen, komnerziell erhdaltlich.

Matrix-assistierte Laser Descrptions/Ionisaticns-—
Massenspektrometrie (MALDI-TCOF) ist eine sehr leistungs-
fahige Entwicklung filr die Analyse wvon Biomolekiilen {Ka-
ras, M. und Hillenkamp, F. (1288), Laser desorption ioni-
zation of proteins with mcolecular masses exesding 10000
daltons. Anal. Chem. 60: 228%-2301). Ein Analyt wird in
eine lichtabsorbierende Matrix elingebettet. Durch einen
kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampfit vnd das Ana-
lytmelekitl so unfragmentiert in die Gasphase befordert.
furch Stobe mit Matrixzmolekiillen wird die Ionisation des
Bnalyten erreicht. Eine angelegte Spannung heschleunigt
die Ionen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer
verschiedenen Massen werden Ionen unterschiedlich stark
beschleunigt. Kleinere Icnen erreichen den Detektor fri-—

ner als gréfere.

MALDI-TCT Spektroskopie eignet sich ausgezeichnet zur A-
nalyse veon Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nuk-
leipsduren ist stwas schwieriger {Gut, I. G. und Beck, =.
(1985)), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption Icniza-
tion Mass Spectrometry. Molecular Biclagy: Current Inno-
vations and Future Trends 1: 147-157.) Fidr Mukleinsiuren
ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal schlechter als fiir
Peptide und nimmt mit zunehmender Fragmentgrdfe iberpro-
porticnal ab. Fir KNuokleinszaren, die ein vielfach rnegativ
geladenes Rickgrat haben, ist der IonisationsprozeB durch
die Matrix wesentlich ineffizienter. In der MALDI-TOF
Spektroskople spielt die Wahl der Matrix eine eminent
wichtige Reolle. Fiir die Desorption won Peptiden sind ei-
nige sehr leistungsfihige Matrices gefunden worden, die
eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fir DNA gibi es

zwar mittlererweile einiqe ansprechende Matrices, jedoch
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wurde dadurch der Empfindlichkeitsunterschied nicht ver-
ringert. Der Empfindlichkeitsunterschied kann verringert
werder, indem die DA chemisch so modifiziert wird, dass
sie einem Peptid ahnlicher wird. Phesphorothicatnukledin-
szurern, bei denen die gewdhnlichen Phosphate des Rilck-
grats durch Thiocphosphate substituiert sind, lassen sich
durch einfache Alkylierungschemie in eine ladungsneutrale
DA umwandeln {(Gut, I. G. und Beclk, 5. (15%5), A procedo-
re for selective DNA alkylation and detection by mass
spectrometry. Nucleic Acids Res. 23: 1367-1373). Die
Eopplung eines ,charge tags™ an diese modifizierte DNA
resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit um den
gleichen Betrag, wie er fir Peptide gefunden wird. Ein
welterer Verteil von ,charge tagging™ ist die erhshte
Stabilitit der Analyse gegen Verunreinigungen, die den
Nazchweis unmodifizierter Substrate stark erschweren.

Gencmische DHA wird durch Standardmethoden aus DNA von
Zell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben gewonnen.
Diese Standarcmethedik findet sich in Referenzen wis
Fritsch und Maniatis eds., Molecular Cleoning: A Laborato-
ry Menuzl, 198%.

Earnstoff verbessert die Effirzienz der Bisulfit-
Behandlung wor der Seguenzierung veon b-Methyloytosin in
genomischer DNA {Paulin R, Grigg GW, Davey MW, Fiper
AR, (1928), Nucleic Acids Res. 26: 5003-5010).

Bufgabe der vorliegende Erfindung ist es daher eine Ver-
fahren zum Nachweis von Cytesio-Methyliervngen in DNA zur
Verfligung zu stellen, welches die Nachtelle des Standes
der Technik tberwindet.

ic Aufgabe wird dadurch geltst, dasg ein Verfahren zum
Bachweis ven Cytosin-Methylierungen in . DNA zur Verfligung
gestellt wird, wobei man folgende Brbeitsschritte aus-
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fthrt:

a) eine genomische DNA-Probe wird mit einer Ldsung eines
Bisulfits (= Hydrogensulfit, Disulfit) im Konzentrations-
bereich zwischen 0,1 und 6 mol/l inkubiert, wobei ein de-
naturierendes Reagen:z und/oder Lésemittel sowie mindes-—
tans ein Radikalfinger zugegen ist;

b) die behandelte DNA-Probe wird mit Wasser oder einer
wissrigen Ldsung verdinnt;

) die DNA-Probe wird in einer Polymerasereaktion ampli-
fiziert:

d) man detektiert, inwiewsit sich die Seguenz durch die
Behandlung nach Schritt a) gegeniber der gencomischen DNA-
Probe verindert hat und schlieBft auf den Methylie-
rungsatatus zumindest eines Locus in der gencmischen DNA—
Frobe.

Erfindungasgems® bevorzugt ist es dabel, dass das
denaturierende Reagenz und/oder Lésungsmittel auvs der
folgenden Liste won Verbindungen oder Verbindungsklassen
ausgewahlit ist:

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substitulerte '
Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonitril, prim#re
Alkchole, sekundire Alkchole, tertiire Alkchole, Diethy-
lenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylethar, Tet-
raethylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiaky-—
lether, Hexaethylenglyvkeldialkylether, DMSC, THE.

Bevorzugh ist dabei ferner, dass der Radikalfénger aus
der folgenden Gruppe von Verbindungen zusgewihlt ist:
Di-, Trinydrozybenzaole, Griintee Ezxtrakit {(green tea
extract), Fyecnogenol (pine bark extract), Ginkgo Biloba
Extrzkt (EGb 761), Flevonoid-Mischung verschiedener
Frucht- und Gemiiseextrakte (GNLD), Bio-Hormalizer {Sun—0O
Cozp), DPPR {i,1-Diphenyl-Z~picrylhydrazyl), NDGA
{(Nordihydroguajaret-sdure), Trolox (&-Hydroxny-2,5,7,8-
tetramethylchroman-Z-karbonsiure), 2,6-Di-tert-

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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butyiphenol, 4-Methyl-di-tert-bubtylphencl, 4-Methoxy-di-
tert-butviphencl, 2,6-Di-tert-butyl-p-cresol, 3,4-
Dihydroxybenzoesiure, Vitamin C, Vitamin E, Vitamin Q.
Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydrozyterpene, Flavo-
nocide, Curcomin, Tannine, Retins&ureverbindungsn, Ge-132
Bisbetacarboxyethyl-germanium-sesquicxid, Suoperoxid-
Dismutase (S0D), Superezid-Katalase, Alpha-Waphthoflavon,
B Di(Z*methylm5~chloropbenyl)dithiunat und Cu{II)-
Derivate, Mebendazol, C8 (Chloroformléslicher) Alkaloid-
Extrakt,

4~ {3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-1, 2-
naphthochinon,

4~ (3,5-Di-tert-butyl-d-hydrozyphenyl) -3-methoxy-1, 2-
naphthochinen,

4~ (3,5-Di~tert-butyl-d-bydroxzyphenyl) -1, 2-naphthochinon,
2-{3,5-Di-tert-butyl-i-hydroxyphenyl)-3-brom-1, 4-
naphthochinoen,

2~{3,5-Di-tert-putyl-4-hydroxyphenyl} -3-chler-1,4-
naphthochinon,
2-1{3,5-Di-tert-butyl-d-nydroxyphenyl) -3-methoxy-1, 4-
naphthochinon,

2-(3,5-Di-tert-butyl-d-hydroxyphenyl} -3-hydroxy-1,4-
naphthechinon,
2-13,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1, 4—naphthochinon,
4—(3,5—Di—tart—butyl—q—hydroxyphenyl]—3—hydroxy—5,5,8,8—
tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydre-1, Z-anthrachinon,

4~ 13,;5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-3-methoxy-5,5,8, 8-
tetramethyl-5,6, 7, 8-tetrahydro-1, Z-anthrachinon,
4~{3,5-Di~tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5, 5, 8, B-
tetramethyl-5,6,7, 8-tetrahydro-1, 2-anthrachinon,
3-Brem-4- (3, 5~di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-5,5,8, 8-
tetramethyl-5,6,7,8-tetranhydro-1, 2-anthrachincn,
2-{3,5-Di-tert-butyl~J-oxocyclchexa-2, 5-dienyliden) -
indan-1, 3-dion,

2~ 13,5-0i-tert-butyl-d-oxocyclchexa-2, 5-dienyliden) -3, 4~
epoxy-3-hydroxy-d-methoxy-2, 4-dihydro-2ZH-naphthalin-1-on,
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2-13,5-Di-tert-butyl-4~oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) -3, 4-
epoxy-3, 4-dimethoxy-3, 4-dihydro-2H-naphthalin-li~cn,
2-13,5 Di-tert-butyl-4~-hydroxyphenyl)-inden-l-on, 3,3-Bi-
[2-{3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} ~inden-1l-on]-3-y1,
2-1{3,5-Di-tert-butyl-4~-hydroxyphenyl)-3-brom-5, 5,8, 6-
tetramethyl-5,6, 7, 8~tetrahydro~1, 4-anthrachinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl~4~hydroxyphenyl)-3-chlor-5,5,8, 8~
tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro—1, 4—anthrachinen,
2-{3,5-Di-tert-butyl-4~hydroxyphenyl) -3-methoxy-5,5,8,8-
tetramethyl-5, 6, 7,8-tetrahydre-1, 4-anthrachinecn,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroryphenyl) -3-hydroxy-5,5,8, 8-
tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydre-1, 4-anthrachincn,
2-1{3,5-Di-tert-butyl-4~hydrozvphenyl)-5,5,8, 8-
tetramethyl-5, §, 7, 8-tetrahydro-1, 4-anthrachincn,
2-Brom-3- (3~brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5, 8, 8~
tetramethyl-5, 6, 7,8-tetrahydre-1, 4-anthrachinon,
Z-Brom-3-(3, 5-dibrom-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-
tetramethyl-5,6,7,9-tetrahydre-1, 4-anthxachinon,
2-Brom-3-(3-brom-3-tert-butyl-4~hydroxyphenyl)-3-hydroxy-
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8~tetrahydro-1, 4-anthrachinon,
3-Brem-2-1{3, 5-di-tert-butyl-2-hydroxyphenyl}-1,4-
anthrachinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxypbenyl}-3-methoxy-1,4-
anthrachinon,

2-{3,5-Di-tert-butyl-4d-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-1,4-
anthrachinon,
5,5,8,8-Tetramethyl-5, é,7, 8-tetrahydronaphthalin-1, 3-
diol,

3-Methoxy-5,5,8,8~-tetramethyl-5,6,7,8~
tetrahydronaphthalin-l-ol,

4-{3-Chler-5,5,8, 8-tetramethyl-1,d~dioxo-1.4,5,6,7,8-
hexahydroanthracen-2-yl) -benzoesfure,
Methyl-4-(3-chlor-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxe-
1.4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl) ~-benzoat,

4- (3-Uydroxy-1,4-diozo-1, 4—dihydrenaphthalin-2-yl) -
benzcesdure,
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Methyl- (3-methoxy-1, 4-dioxo-1, 4-dihydronaphthalin-2-yl) -
benzoesiure,
4-{3-Hydroxy-5,5,8, 8-tetramethyl-1, 4-dioxo-1,4,5,6,7,8-
hexahydroanthracen-2-yl) -benzoesiure,
Methyl-4-(3-hydroxy-1, 4-dicxe-1, 4-dihydronaphthalin-2-yI-
azo)-benzoat,
d-(3-Hydroxy-5,5, 8, B-tetramethvl-1, 4-dicxo-1,4,5,6,7,8-
hexahydroanthracen-2-yl-azc) ~benzoessure,
3-(3,5-Di~tert-butyl-{¢-oxocyclohexa-2, S5—dienyliden)-
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-
tetrahydrocyclopenta [bInaphthalin-1, 2-dion,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) -
%,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydroanthracen-30-1,2, 4-
trion,
2-13,5-Di~tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-3-methowxy-5, 8-
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2-13,5-Di-tert~butyl-4-hydroxyphenyl}-3-methoxy-6, 7-
dimethyl-1, 4-naphthechinen,
2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} -3-methoxy-s-methyl-
1,d-naphthochinen,
2-1{3,5-Di-tert-butyl-d-hydroxyphenyl} ~2-methoxy-5-methyl-
1, 4-naphthochinon,
2-1{3,5-bi-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} -3-methoxy-6-methyl-
1,4-naghthechingn,
2~ {3, b-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-é-methyl-
1, 2-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-mathoxy-5, 6—
dimethyl-1,4-naphthochinon,
3-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) ~2-methory-5, 6-
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) ~3-methoxy-5, 7~
dimethyl-1, 4-naphthochinan,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydrozyphenyl) ~2-methoxy-5, -
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2-1{3, 5-Di-tert-butyl-4-hydrozyphenyl) -3-ethylthio-5-
methyl-1,4-naphthochinon,
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2-13,5-Di~tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-ethylthio-&-
methyl-1, 4-naphthochinon,
2-{3,5-Di~tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, -
dimethyl-1, 4-naphthochinon,

. 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-6, 7-
dimethyl-1, 4—naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydrocxyphenyl) -3-hydroxy-3-methyl-
1,4-naphthochinon,
3-(3,5-Di-tart-butyl-4-hydroxyphenyl) ~Z-hydroxy-S-methyl -
1, é-naphthachinon,

Z-(3,5-Di~tert-butyl-2-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-6-methyl-

s 4-naphthochinon,

-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydrexyphenyl) -Z2-hydroxy-¢-methyl—
4 —

t

; d-naphthochinocn,

1
3
1
2-{3,5-Di-tert-butyl-<¢-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 6-
dimethyl-1, 4-naphthochinen,

2- (3-Brom-5-tert~-butyl-4-hydroxypnenyl]-3-hydroxy-3, 6-
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
3-(3,5-Di-tert-butyl~4-hydroxyphenyl) -2-hydraxy-5, 6-
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2~(3,SﬁDi—tert—butyl—é—hydroxyphenyl)—3—hydrbxy—5,?-
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
3-(3,5-Di~tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-5, 7-
dimethyl-1, 4—naphthochinon.

Erfindungsgemnidft bevorzugi ist dabel, dass man die genomi-—
sche DNA-Frobhe vor der Behandlung thermisch denaturiert.

Bespnders erfindungsgemil bevorzugt ist es, dass man den

Schritt ¢} in zwei Teilschritten wie folgt durchfihrt:

a) eine PCR Prdamplifikation mit mindestens einem Primer—
paar unterschiedlicher Sequenz, die an eine nach Anspruch
1 vorbehandelte DNA-FProbe unspezifisch hybridisieren und

daher im PCR Schritt mehr als ein Bmplifikat ergeben:

b} eines PCR Amplifikation des in der Préamplifikation ge-
bildeten Produkts mit Primern unterschiedlicher Sequenz,
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diz jewelils zu einem Abschnitt der nach Anspruch 1 vorbe-
handelten DNA-Probe [(+)-3trang oder {-}-S8trang] iden-
tisch oder revers komplementar sind und die zu amplifi-

zierende DNA spezifisch hybridisieren.

Es ist erfindungsgemdh weiterhin bevorzugt, dass man die
Bmplifikation wvon mehreren DNA-Abschnitten in einem Reak-

tionsgefal durchfilbrt.

Revorzugh ist es erfindungsgendl auferdem, dass man £0r
die Polymerasereaktion eine hitzebestidndige DNA-

Polymerase verwendeb.

Besonders ist es erfindungsgemdl bevorzugt, dass man vor
Schritt c] des erfindungegemafien Verfahrens eine Deaulfo-
nierung der OMA derchfihrt.

Es ist zuch bevoreugt, dass man fir die Detektion der
vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf einen Oligonukle-
otid Array hybridisiert und man anschlieBend die folgen-
den Tellschritte ausfihrt:

a} die amplifizierte gencmische DHA wird an mindestens
gin Cligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex hybridi-
siert, wobei besagte hybridisierte Oligonuklsotide mit
ihrem 3" -Ende unmittelbar oder im Abstand wven bis zu 10
Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer
Methylierung in der gencmischen DHA-Frobe zu untersuchen
aind;

{b) man das Oligonuvkleotid mit bekannter Sequenz von n
Hukleotiden mittels einer Polymerase mindestens um ein
Wukleotid verlingert, wobei das Wukleotid eine nachweis-
bare Markierung trigt und die Verldngerung vom Methylie-
rungsstatus des jewslligen Cytosins in der genomischen
DNA-Probe abhingt,
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Es ist erfindungsgem#h bevorzugt, daas man flir dis Detek-~
tion der vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf einen
Oligeonuklectid Arvay hybridisiert und man anschliepbend
die folgenden Teilsechritte ausgefithrt:

{a) man hybridisiert einen Satz won Oligonuklectiden an
die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer
Implex, wobel dieser Satz von CGligonukleotiden aus zwei
varschiedensn Spezies besteht und wobei die hybridisier—
ten Gligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 37 -Ende
unmittelbar oder im BEbstand von bis zu 10 Baseén an die
Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung
in der gencmischen DNA-Probae zu untersuchan zind und wo-
bei das zweite Oligeonukleotid der zweiten Spezies an eine
zweite Region des Zielmelekills hybridisiert, so dass das
5'-Ende des Oligonukleotids der zweiten 3pezies durch ei-
ne Licke ven der Gréfie eines Einzelnnkleotidez oder bis
zu 10 Hukleotiden vom 3°-Ende des hybridisierten Oligo-
nukleotids der ersten Spezies an der Stalle der bhesagten
ausgewdhlten Position getrennt istk;

{b) man das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekann-
ter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase um
htichstens die Anzahl von Nukleotiden verlingert, die zwi-
schen dem 3'-Ende des Oligonuklectids der 1. Speries und
dem %5°-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen,
wobel die Verlingerung vom Methylierungsstatus des jewei-
ligen Cytesins in der genomischen DNA-Probe abhingk;

{e) man inkubiert die Oligonuklectide in Gegenwart einer
Ligase, wobei das angrenzends, durch die Polymerasareak-—
tion verlingerte Oligonuklectid der ersten Spezies und
das Oligonukleotid der zweiten Spezies verbunden werden
und man dadurch ein Ligatiensprodukt erhidlt, sofern im
vorangehenden Schritt eine Verlingerung des Oligonukleo-
tids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3°-
Ende mit verhandener 3 -Hydroxyfunktion des verlingerten
Jligeonukleotids unmittelbar an das 5°'-BEnde des Oligo-

nuklectids der zweiten Spezies angrenzt.

JP 2004-500892 A 2004.1.15



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

10

15

20

335

37

WO 01795528 PCT/DENAZZTY
13

Dabei ist es erfindungsgemil besonders bevorzuglh, dass
die verwendeten Cligonuklectide der ersten Spezies
und/oder die verwendeten Oligonukleotide der zweiten Spe-
zies entweder nur die Basen T, A und € oder aber die Ba-
sen T, & und G enthalten.

Es ist auferdem srfindungsgsmaB bevorzugt, dass man fir
die Detektion der vorbehandelten DNA die PCR-Predukbe auf
einen Oligonukleotid Array hybridisiert wnnd man anschlie~
kend die folgenden Tellschritte ausfihrt:

{a} man hybridisiert die amplifizierte genomigche DNA an
mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n
Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte
hybridisierte COligonukleotide mit ihrem 3'-Bnde teilweise
cder vollstdndig an die Positienen hybridisieren, die
hingichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNR—
Probe zu untersuchen sind;

(b} man das Oligeonuklectid, sofern es mit seinem 37—
Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu untersu-
chenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase
mindestens um ein Nukleotid verlingert, wobei mindestens
eln Nuklectid eine nachweisbare Markierung tridgt und die
Verlingerung vom Methyllerungsstatus des jeweiligen Cyto-
sins in der genomischen DNA-Probe abhangt.

Be lst auch erfindungsgemil bevorzugt, dass man die PCR-
Produkte und/oder Verléngervngsprodukte und/odexr Ligati-
onsprodukte fiir die Detektion mit giner nachweisharen
Marklerung versieht. Dabeil ist es besonders bevorzugt,
dass die Markierungen Flucreszenzmarkierungen und/ocder
dags die Markierungen Radicnuklide sind. Besonders bhevor-—
zugk ist es dabei, dass die Markierungen der Hukleotide
ablosbare Magsenmarkierungen sind, die in einem Mas-—

senspektrometer nacnoweisbar sind.
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Insbescnders ist es auch bevorzugt, dass man die PCR-
Produkte und/oder Verl&ngerungsprodukte und/oder Ligati-
onsprodukte insgesamt im Massenspektrometer nachweist und
somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind.
Eevorzugt ist es erfindungsgemdlh auch, dass man jeweils
ein Fragment der PCR-Produkte und/oder Verlingerungspro-
dukte und/oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer
nachwelst.

Das erfindungsgemibe Verfahren ist bevorzugt auch dadurch
gekennzeichnet, dass man das Fragment des PCR-Produkts
und/oder Verlangerungsprodukts und/oder Ligstlonspredukts
durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder BEndo-

nukleasen erzeugt.

Es ist weilterhin bevorzugt, dass man zur besseren Detel-
tierbarkeit im Massenspektrometer die erzeugten Fragmente
mit einer einzelnen positiven cder negativen Nettoladung
versicht.

Ganz besonders bevorzugt ist es, dass man die PCR-
Prodokte und/oder Verlingerungsprodekte und/oder Ligati-
cnspredukte mittels Matrix assistierter Laser Desorpti-
ons/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder mit-
tels BElekirospray Massenspektrometrie {B3T) detekblert
und visualisiert.

Das erfindungsgemidfie Verfahren ist auch derart bevorzugt,
in dem man die gencmische DNA aus einer DNA-Probe erhdlt,
wobel Quellen fiir DNA z. B. %elllinien, Blut, Sputum,

Stukl, Urin, Gehirn-Rilckenmarke-Flilgeigkeit, in Paraffin
einbettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen,

Darm, Niere, Hirm, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Le-
ber, histologische Objekttriger und alle moglichen Keombi-

nationen hierven uwmfassen.
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Eln weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
die Verwendung eines erfindungsgemsfen Verfahrens zur Di-
agnose und/cder Prognose nachteiliger Ereignisse fiir Pa-
tienten oder Individuen, wobel diese nachtelligen Ereig-
nisse mindeatens einer der folgenden Ketegorlien angeho—
ren: unerwinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankun-
gen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden cder Krankheit; Aggres—
sionesymptome oder Verhaltensstérungen; klinische, psy-
chologische und soziale Konseguenzen von Gehirnschadigun-
gen; psychotische 3tdrungen und Pexsdnlichkeitsstérungen;
Demenz und/cder assczilierte Syndrome; kardlcvaskulire
Krankheit, Fehlfunktion und Schidigung:; Fehlfunktion,
Schadigung coder Krankheit des gaétrointestinalen Traktes;
Fehlfunktion, Schidigung oder Krankheit des Atmungssys-
tems; Verletzung, EBntzindung, Infektion, Immunitat
und/céer Rekonvaleszenz: Fehlfunktion, Schidigqung oder
Krankheit des Kérpers als Abweichung im Entwicklungspro-
zess; Fehlfunkticn, Schidigung oder Krankheit der Haut,
der Muskeln, des Bindegewebes oder der Knochen; endeokrine
und metabolische Fehlfunktion, Schadigunyg oder Krankheit:
Kopfachmerzen oder sexuslle Fehlfunktion.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwandung eines
erfindungsgemdfien Verfahrens zur Unterscheidung vonr Zell-
typen oder Geweben oder zur Untersuchung dar Zelldiffe-

renzierung.

Bin weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
schliellich ein Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthal-
tenen Reagenz, denaturierenden Reagenzien oder Lisungs—
mitteln, sowie Radikalfingern und Primern zur Herstellung
dexr Amplifikate, sowie eine Anleitung zur Durchfithrung
eines Assays nach einem srfindungsgemifen Verfahrsn.

Die verliegende Erfindung stellt ein autcmatisierbares

Verfahren zim Wachwels von Methylcoytosin berelt, welches
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nur Pipettierschritte enthalt. Dadurch wird die Effizienz
bestehender Verfahren in Bezug auf die Finfachheit der
Handhabung, die Qualitat, die Kosten und vor allem den

Durchsalkz verbessert.

Beschrieben wird ein avtomatisierbares Verfahren zum

Wachweis von Methylcoytosin in genomischen DWA-Proben:

Die zu analysierende genomische DMA wird bevorzugt zus
den lblichen Quellen fir DNA erhalten, wis z. B. Zellli-
nien, Blut, Sputum, 3tuhl, Urin, Gehirn-Rilckenmarks-
Flissigkeit, in Paraffin eingebettetes Gewebe, beispiels-
weise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prosta-
ta, Lunge, Brust oder Leber, histelogische Objekttriger
und alle méglichen Kombinationen hierven.

Im arsten Schritt des Verfahrene behandelt man die singe-—
setzte DNA bevorzugt mit Bisulfit, (= Disulfit, Hydrogen—
sulfit) derart, dass alle nicht an der 5-Position der Ba-
se methylierten Cytosine so verinderi werden, dass esine
hinsichtlich dem Basenpaarungsverhalten unterschiedliche
Base entsteht, wdhrend die in 5-Position methylierten Cy-
tosine unveréndert bleiben.

Die genomische DNA-Probe denaturiert man besonders bevor-—
zugt vor der Behandlung thermisch.

Wird far die Resktion Bisulfit im Konzentrationsbereich
ewischen 0.1 und & mol/l wverwendet, so findet an den
nicht methylierten Cytcsinbasen eine Additilon stait. Fir
das erfindungsgemidfie Verfahren missen zudem ein denatu-
rierendes Reagenz oder Losungsmitfel sowie ein Radikal-
fangar zugegen sein.
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Dabei kommen als denaturierende Reagenzien oder Losungs-
mittel bevorzugt die folgenden Verbindungen oder Verbin-

dungsklassen in Frage:

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte
Jerivate, Harnstoff cder Derivate, ARcetonitril, primdre
Alkchole, sekundire Alkohole, tertlare Alkohole, Diethy-
lenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Tet-
rasthylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglyxoldiaky—
lether, Hexaethylenglykoldialkylether, DM8O odsr THE.

&ls Radikalfénger ilst die Gruppe der in Liste 1 aufgelis-
teten Verbindungen oder deren Derivate vorzogswelise ge-

eignet. Die anschliebende alkalische Hydrolyse fithrt cdann
zur Umwandlung von nicht methylierten Cytosin-Nukleobasen

in Uracil.

Im zweiten Verfahrensschritt verdunnt man die behandelte
DRA-Probe mit Wasser oder einer wéssrigen Ldsung. Bever-
zugt wird anschlieBbend eine Desulfonierung der DNA {10-30
min, 90-100 °C) bei alkalischem pH-Wert durchgefihrt.

Im dritten Schritt des Verfahrens amplifiziert man die
DHA-Probe in einer Polymerasekettenreaktion, bevorzugt
mit einer hitzebestadndigen DNA-Polymerase. Die Amplifika-
tion von mehreren DHNA-RAbschnitten wird vorzugswelise in

einem Reaktionsgefah gemacht.

Den Verfahrensschritt filhrt man vorzugswelse in zwei
Teilschritten durch. Man beginnt mit einer PCR Prdampli-
fikation mit mindestens einem Primerpaar unterschiedli-
cher 3equenz, welche die vorbehandelte DNA Erobe unspezi-
fisch hybridisieren und daher im PCR Schritt mehr als ein
Amplifkat ergeben. Danach fiihrt man eine PCR Amplifikati-
on des in der Pr2amplifikation gebildeten Produkts mit

Primern unterschiedlicher Ssguenz durch, die jewells zu
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einem BAbschnitt der vorbehandsltsen DNA-Probe [ (+)-Strang
oder {-}-Strang] identisch ¢der revers komplement#r sind

und die zu amplifizierende DNA spezifiach hybridisieren.

Dabei ist es klar, dass derartige Praamplifikationen hau-
fig nicht als PCR Reaktionen, sondern als Primerextensi-
onsreaktionen ausgefinrt werden, die keine hitzebestdndi-
ge Polymerasze erfordern.

Im letzten verfahrenzschritt detektiert man, inwieweit
sich dile Sequenz durch die Behandlung mit einem Bisulfit
enthaltenen Reagenz gegenfiber der gencmischen DNA-Probe
verdndert hat vnd schlieft auf den Methylierungsstatus

zumindest eines Locus in der genomiachen DHE-Probe.

Fir die Detektion werden die PCR-Produkte besonders be-
vorzugt auf sinen Oligonuklectid Array hybridisiert.

In einer bevorzugten Variante des Verfahrans fithrt man
nach der Hybridisierung auf einen Oligonuklectid Arrxay
die folgenden Teilschritte durch:

a} die amplifizierte genomische DWA wird an mindestene
sin 0ligonukleoctid unter Ausbildung einer Duplex hybridi-—
siert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit
inrem 3" -Ende vamititelbar oder im Abstand ven blz zu 10
Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer
Methylierung in der genomischen [WA-Prohe zu untersuchen
sind:

(b} das Cligonuklectid mit bekannter Sequenz von n Nukle-
otiden wird mittels siner Pelymerase mindestens um ein
Nukleotid verlingert, wobei das Nuklecotid eine nachwels-—
bare Markierung trigt und die Veridngerung vom Methylie-
rungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomiachen
DNA-Probe abhangt.
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In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens
fuhrt man nach der Hybridisierong auf einen Oligonukleso-

tid Array die folgenden Teilschritte durch:

(a} man hybridisiert einen Satz wvon Dligonukleetiden an
die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer
Duplex, wobei dieser Satz wvon Cligonuklectiden aus zwei
verschledenen Spezies besteht und wobei die hybridisier-
ten Oligonuklectide der ersten Spezies mit ibhrem 3°-Ende
unmittelbar cder im Abstand ven bis zu 10 Basen an die
Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung
in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind und wo-
bei das zweite Cligonukleotid der zweiten Spezies an eine
zweite Region des Zielmolekiils hybridisiert, so dass das
5'-Ende des Oligonuklectids der zweiten Spezies durch si-
ne Licke von der Gréfle eines Binzelnuklectides oder bis
zu 10 Nuklectiden vom 3'-BEnde des hybridisierten Dligo-
nukleotids der srsten Spezies an der Stelle der besagten
ausgewsdhlten Position getrennt ist;

{k) das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter
Sequenz von n Nukleotiden wird mittels einer Polymerase
um hochstens die Anzzhl von Nukleotiden werlingert, die
zwischen dem 3°-Ende des Oligonuklectids der 1. Spezies
und dem 3'~-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies lie-
gen, wobel die Verlingerung voim Methylierungsstatus des

jeweiligen Cytosins in der genomischen DMA-Probe abhiangt:

{c] man inkvbiert die Cligonukleotide in Gegenwart einer
Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerasereak-
tion werlangerte Cligonukleotid der ersten Spezies und
das Oligonukleotid der zweiten Spezies verbunden werden
und man dadurch ein Ligationsprodukt erhdlt, sofern im
vorangehenden Schritt eine Verléngerung des Oligonukleo-

tids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3°-

JP 2004-500892 A 2004.1.15



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

15

20

25

30

35

(44)

WO 01795528 PCT/DENAZZTY
20

Ende mit veorhandener 3'-Hydroxyfunktion des verlingerten
Cligonukleotids unmittelbar an das 5°-Ende des Oligo-—
nukleotids der zweiten Spezies angrenzt, welches beveor—

zugt phosphoryliert vorliegt.

Die verwendeten Oligonukleotide der ersten Spezies
und/oder die verwendeten Oligenuklestide der zweiten Spe—
zies enthalten besonders bevorzugt entweder nur die Basen

T, A und C oder aber die Basen T, A und G.

In einer wiederum bevorzugten Variante des Verfahrens
fukhrt man nach der Hybridisierung auf einen Oligonukleo—

tLid Array die folgenden Teilschritte durch:

{a} man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an
mindestens ein Cligonukleotid mit bekannter Sequen:z von n
Wukleotlden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte
hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3°-Ende teilweise
oder vollst#ndig an die Positionen hybridisieren, die
hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-
Proche zu untersuchen sind;

(b} das Oligonukleotid wird, scofern es mit seinem
3'Terminus muver ohne Basenfshlpaarungen an die zu unter-
suchenden Fosition hybridisierte, mittels einer Polymera-
s& mindestens um ein Nukleotid verlingert, wobei mindes-
tens eln Nuklectid eine nachwelskbare Markisrung tragt und
die Verldngerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen

Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhingt.

Die PCR-Produkte und/oder Verlangerungspradukte und/oder
Ligatlonsprodukte sind fiir die Detektion besonders bevor-
zugt mit einer nachweisbheren Markierung versshen.

Vorzugswelse sind die Markierungen der PCR-Produkte
und/oder Verliangerungsprodukte und/ocder Ligationsprodukte

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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Fluoreszenzmarkisrungen, Radicnuklide oder abl&ésbare Mas—
senmarkisrungen, die in einem Massenspektrometer nachge-

wiesen werden.

Die PCR-Produkte und/oder Verlingerungsprodukte und/oder
Ligationsprodukte k#nnen vorzugsweise insgesamt im Mas-
senspektrometer nachgewiesen werden und sind somit durch

ihre Mzase eindeutig charakterisiert.

Beaonders bevorzugt welst man jeweils ein Fragment der
PCR-Produkte und/cder Verlingerungsprodukte und/cder Li-

gationsprodukte im Massenspektrometer nach.

Das Fragment des PCR-Produkts wvnd/odsr Verlingerungspro-
dukts und/oder Ligationsprodukts erzeugt man bevorzugt
durch Verdau mit einer oder mehrerer Bxo- oder Endo-
nukleasen.

Eur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer wail-
sen die erzevgten Fragmente besonders bevorzugt eine ein—

zelne positive oder negative Nettoladung auf.

Die PCR-Produkte und/oder Verléngerungsprodukte und/oder
Ligationsprodukte detektiert und visualisiert man vor-
zugsweise wittels Matrix assistierter laser Descrpti-
ona/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder mit-

tels Blektrospray Massenspektrometrie (ESI).

Daa vorliegende Verfahren wird bevorzugt verwendet zur
Diagnose und/cder Prognase ven nachteiligen Erelgnisse
fur Patienten oder Individuen, weobhei disese machteiligen
Ereignisse mindestens einer der felgenden Kztegorien an-
gehdren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkran—
kungen; CN&-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Ag-
gressionssymptome oder Verhaltensstdrungen: klinische,

psychologische und scziale Konsequenzen von Gshirnschadi-
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gungen; psychotische Stérungen und Perssnlichkeitsstérun-
gen; Demenz und/oder assgcziierte Syndrome; kardiovaskolid-
re ¥rankheit, Fehlfunktion und Sch#digung; Fehlfunktion,
schidigung oder Xrankheilt des gastrointestinalen Traktes:
Fehlfunktion, Schidigung cder Krankheit des Atmungssys-
tems; Verletzung, Entziindung, Infektion, Immunitst
und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schidiguny oder
Krankheit des K&rpers als Rbweichung im Entwicklungspro-
zess; Fehlfunktion, Schddigung oder Krankheit der Haut,
der Muskeln, des Bindegewebesz oder der Knochen; endokrine
und metabolische Fehlfunktion, Schédigung oder Krankheit;

Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion.

Das neue Verfahren dient ferner besonders bevorzugt zur
Unterscheidung von Zelltypen, Geweben oder zur Untersu-

chung der Zslldifferenzierung.

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist ferner ein Kit,
das ein Bisulfit enthaltenes Reagenz, denatvrierends Rea-
genzien oder Losungsmittel, sowie Radikalfénger gemiss

Liste 1, Primer zur Herastellung der Amplifikate und eine

Anleitung zur Durchfihrung einss Assays enthilt.

Tiste 1:

Di-, Trihydroxybenszole, Grintee Extrakt {green tea
extract), Pycnogenol (pine bark extract) , Ginkge Biloba
Extrakt (BGb 761), Flavenocid-Mischung verschiedener
Frucht- und Gemiiseextrakte (GNLD}, , Bio-Normalizer {Sun-
O Corpl,

DPPH (1, 1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydrogu-
ajaret-sdure),

Trelex (€-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

karbons&ure}),

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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2,6é-Di-tert-butyliphenol, 4-Methyl-di-tert-butylphencl, 4-
Methoxy-di-tert-butylphencl, 2,6-Di-tert-butyl-p-cresol,
3,4-Dihydroxybenzoesiure, Vitamin C, Vitamin E, Vitamin
Q, Hydrochincn, Ukichinon, Lignane, Hydroxyterpensg, Fla-
vonpide, Curcumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-—
132 Bisbetacarboxyethyl-germanium-sesguioxid, Suparcoxid-
Dismutase [S0D), Superoxid-Katalase, Alpha-Maphtheflavon,
¢+ Di(Z-methyl-S-chlorophenyildithionat und Cu{IT}-
Derivate, Mebendazol, C3 (Chloroformléslicher) Alkaloid-
Extrakt,
4-{3,5-Di-tert-butyl-4~hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,2-
naphthochinon,

4- {3, 5-Di-tert~butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-1, 2-
naphthochinen,

4-{3,5-Di-tert-butyl-i-hydrozyphenyl)-1, 2-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-1, 4~
naphthochinen,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-1,4-
naphthochinorn,
2-(3,5-Di-tert-botyl-4-hydrozyphenyl)-3-methoxy-1,4-
naphthochinen,
2-(3,5-pi-tert-butyl~d4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-
naphthochinon,

2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-1, 4-naphthochinen,
4~(3,5-Di-tert-butyl-4-hydzoxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8~
tetramethyl-5, 6,7, 8~tetrahydra-~1, 2-anthrachinon,
4-(3,5-Di-tert-butyl-d-hydroxyphenyl)-3-methozy-5,5,8,8~
tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydro-1, 2-anthrachinon,
4-(3,5~Di~tert-botyl-4d-hydroxyphenyl)-5,5,8, 8-
tetramethyl-%, 6,7, B-tetrahydro-1, 2-anthrachinen,
3-Brom-4- (3, 5-di-tert~butyl-4-hydroxyphenyl}-5,5,8, 8~
tetramethyl-5, 6, 7, B-tetrahydro-1, 2-anthrachinon,
2-~{3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, S-dienyliden) ~
indan-1,3-dion,
2-{3,5~Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, S-dienyliden) -3, 4~
epoxy~3fhydroxyﬁ4Hmethoxy—B,4—@ihydro—2H—naphthalin—1—Gn,

JP 2004-500892 A 2004.1.15



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

10

15

30

35

(48)

WO 01795528 PCT/DENAZZTY
24

Z2-1(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclchexa-2, 5-dienyliden) -3, 4-
epoxy-3, 4-dimethoxy-3, 4-dihydro-ZH-naphthalin-1l-on,
2=-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -indan-1-on, 3,3-Bi-
[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -inden-l-anl-3-¥1,
2-(3,5-Di-tert-hutyl-4-hydroxyphenyl) -2-brom-5,5, 8, 8-
tatramethyl-5,6,7, B-tetrahydro-1, 4-anthrachinen,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl})-3-chleor-5,5,8, 8-
tetramethyl-5, 6,7, B-tetrahydro-1, 4-anthrachinon,

2-1(3, 3-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-3-methozy-5,5, 8, 8-
tetramathyl-5,6,7, 8-tetrahydro-1, d-anthrachinon,
2-(3,5-Di-tert-bukyl-4-hydroxyphenyl}-3-hydroxy-5,5,8,8~
tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydro-1, d-anthrachinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-5,5,8, 8~
tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydro-1, d-anthrachinon,
Z-Brom-3- (3-brom—5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8, 8-
tetramethyl-5, 6,7, B-tetrahydro-1,d-anthrachinon,
Z2-Brom-3- (3, 5-dibrom-4-hydroxyphenyl}-5,5,8, 8-
tetramethyl-5,6,7, B-tetrahydro-1, d-anthrachinon,
2-Brom-3- {3-brow-5-tart-butyl ~4-hydroxyphenyl} -3-hydroxy-
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1, 4-anthrachinon,
3-Brom-2-(3, 5~di-tert~butyl-4-hydroxyphenyl) -1, 4-
anthrachinon,
2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-3-methoxy-1, 4-
arthrachinon,

2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hiydroxyphenyl) -3-hydroxy-1,4-
anthrachinon,
5,5,8,8-Tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydronaphthalin-1, 3~
diol.,

S-dMethoxy-5,5, 8, 8-tetramethyl-5,6,7,8-
tetranydronaghthalin-i-ol,

4-(3-Chlor-5,5,8, 8~tetramethyl-1, 4-dioxo-1,4,5,6,7, 8-
hexahydroanthracen~2-yl}-henzoesdure,
Methyl-4~{3~chlor-5,5,8, B-tebramethyl-1, 4-dicxo-
1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-z-yl) ~benzoat,
4-{3~-Hydroxy-1, 4-dloxo~1, 4~dihytironaphthalin-Z-y1} -
benzoesaure,
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Methyl-{3-methoxy-1,d4-dioxe-1, 4-dihydronaphthalin-2Z-y1}-
benzoeséure,

4~ (3-Hydroxy-5, 5, 8,8-tetramethyl-1, 4-dioxo-1,4,5,6,7, 8-
hexahydroanthracen-2-yl) -benzoesiure,

Methyl-4- {3-hydrozy-1,4-dioxo-1, 4-dihydronaphthalin-2-yl-
&zo) -benzoat,

4- (3-Hydroxy-5,5, 8, 8~tetramethyl-1,4-dioxo~1,4,5,6,7, B~
hexshydroanthracen-2-yl-azo) -benzoesiure,
3-{3,5-Di~-tert-butyl-d-oxccyclohexa~2, S-dienyliden}-~
5,5,8,8-tetramethyl-5,5,7,8-
tetrahydrocyclopenta[blnaphthalin-1, 2-djion,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5S-dienyliden)—
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7, 8~tetrahydroanthracen-3H-1,2,4-
irion,
2-{3,5-pi-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 8~
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2-1{3,5-Di-tert-butyl-4-hydrexyphenyl) -3-methoxy-6, 7-
dimethyl~1, 4-naphthochinon,
Z2-({3,5-Di-tert-butyl-4¢-hydroxyphenyl)~3-methoxy-5S-methyl-
1, 4-navhthochinon,

2-(3,5-Di-tert-butyl-d-hydroxyphenyl) -Z-methoxy-S-methyl-
1,4-naphthochinom,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-E-methyl-
1,4-naphthochinon,
3-(2,5-bi-tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-2-methoxy-6-methyl-
1,4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) - 3-methoxy-5, 6
dimetinyl-1, d-naphthochinon,
3-{2,5-Di-tert-butyl-4{-hydroxyphenyl}-2-methoxny-5, 6~
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5,7-
dgimethyl-1, 4-naphthochinon,
3-{3,5-Di-tert-butyl-i-hydroxyphenyl}-2-methoxy-5,7-
6imethyl‘l,é-naphthochinon,
2-{3,5-Di-tert-butyl-di-hydroxyphenyl) -3-ethylthio-5-
methyl-1,4-napbthochinon,

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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2-(3,5-Di-tert-putyl-d-hydroxyphenyl} -3-ethylthio-é-
methyl-1, 4-naphthochinon,
2~1{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) ~3-hydroxy-5, 8-
dimethyl-1, 4-naphthochinen,
2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) - 3-nydroxy-6,7-
dimethyl-1, 4—naphthochinon,
2-{3,5-Di-tert-butyl-i-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5S-methyl-
1, d-naphthochinon,

3-{3, 5-Di-tert-putyl-4d-hydroxyphenyl) -2-hydrosy-5-methyl-
1, d-napnthochinon,

2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-6-methyl~
1,4-napithochinon,
3-1{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-E6-methyl-
1, 4-naphthochinon,
2-{3,5-Di-texrit-butyl-4-hydroayphenyl] -3-hydrozy -5, 6-
dimethyl-1, é-naphthochinon,
2-{3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphanyl} -3-hydrosy-5, 6—
dimethyl-1, 4-naphthechinon,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl]-2-hydroxy-5, &-
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)} -3-hydrozy-5,7~
dimethyl-1, 4-naphthachinon,
3-(3,5-Di-text~butyl-4{-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,7-
dimethyl-1, 4-naphthachinon.

Das folgende Beispiel erliutert die Erfindung.

Beispiel:
Automatisierte Durchfihrung der Bisulfitreaktion.

Im vorliegenden Beispiel wird die Rnwendung des Verfah-
rens zum Nachwels des Methylierungsstatus von Cytosinen
im Faktor ¥III-Gen einer genomischen DNA-Probe, die mit

einer Restrikticnsendonuclease nach Angabe des Herstel-
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iers behandelit wurde, beschrieben. Das Verfahren heruht
auf dem Binsatz eines automatischen Pipsttiersystems (MRG
RoboSeq 4204} mit wier separat vertikal beweglichen Adap-
tern flUr auvstauschbare Pipettierspitzen, die Kreuzkonta-—
minationen ausschiiefien. Das Pipettiersystem ermdglicht
das Pipettieren von 1Q0pl mit einem Fehler von weniger
alg +2Zpl. Die Arbeitsplatte des automatischen Pipettier-
systema ist mit sechs Gestellen fix Pipetilerspitzen und
acht Fipettierpositicnen, von denen zwel gekihlt werden
konnen, einem kithlbaren Reagenziengestell, einem Stapel-
system fir 10 Mikxretiterplatten, einer Pipettierspiizen-—
waschstation und einer Vorrichtung zur Trennung der Pi-
pettierspitzen vom Adaptor awsgeriistet. Das zutomatische
Fipettiersystem ist Uber eine serielle Schnittstelle nit
einem Computer verbunden und wixd {ber ein Softwarepro-
gramm, das die freie Programmierung aller €{r zur Rnwen-—
dung des Verfahrens notwendigen Pipettierschritte sr-
laubt, gesteuert.

Im ersten Verfahrensschritt wird wvon Hand ein Aligquet der
DNA-Probe in eine wvon %6 frel wahlbaren Positionen einer
Mikretiterplatie pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird
anschlieBend unter Verwendung eines Eppendorf Mastercyc—
lers zur Denaturierung der vorbehandelten DNA-Probe anf
96°C erwirmt., Die Mikrotiterplatte wird dann in das anto-
matische Pipettiersystem (berfiihrt. In alle Positionen,
die DNBE enthalten, werden programmgesteuert nacheinandexr
aus dem Reagenziengestell Aligquots eines denaturierenden
Agens (Diexan}, einer 3,2 molaren Natriumhydrogensulfit-
lésung, und einer Ldsung eines Radikalfingers in dem wer—
wendeten denaturierenden Agens hinzu pipettiert. An-
schliefend wird die Mikrotiterplatte im Eppendorf Master-
cycler inkubiert, dass in der DNA-Probe unter Einwirkung
des Natriwehydregensulfits alle upmethylierten Cytosin-
reste in ein Bisulfitaddukt umgewandelt werden.

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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Nach der Bisulfitbehandleng wird die Mikrotiterplatte aus
dem Thermccycler in das autometische Pipetiersystem iiber-
firirt. Es wird eine zweite Mikrotiterplatte desselben

Typs vorgelegt. In alle Kaemmern, deren Zguivalente Posi-
tion suf der ersten Mikrotiterplatte eine bisunlfitbeshan-
delte DWA-Probe enthilt, wird zuerst ein basischer Tris-
BCL fuffer (pH 9%.5) und anschliebend wird ein Aliguot der
bisulfitbebandelten DNA in die entsprechende Pesition der
zwelten Mikrotiterplatte vbertragen. In der basischen Lo~
sung werden die Bisulfitaddukte der nichtmethylierten Cy-

tosinreste zu Uracilzesten umgewandelt.

Die gezcielte Amplifikation eines Stranges {im vorliegen-
den Beispiel der sense-8trang) der bisulfitbehandelten
DNA erfolgt durch eine Polymerasekettenreaktion (PCR). Es
wird ein Primerpaar des Typs 1 {AGG GAG TTT TTT TTA GGG
RAT AGA GGG A (SEQ-ID:1) und TAAR TCC CAAR ARRC CTC TCC ACT
BCA RCA A (SEQ-ID:2)) veruwendet, das die spezifische
Rmplifikation sines erfolgreich bisulfitkehandelten DNA-
Strangs, nicht Jedoch eines DMA-~Strangs, dessen nichtme-
tylierte Cytesinreste nicht oder unvollstdndig in Uracil-~
reste umgewandeli wurden, erlavbt. Fur die PCR-Reaktlion
wird im aubomatischen Pipettiersystem eine dritte Mikro-
titerplatte desselben Typs vorgelegt. In alls Kammern,
deren Ecuivalente Positionen auf der ersten Mikroti-
terplatte eine bisulfitbehandeite DNA-Probe enthi£lt, wird
zuerst ein Rliquot einer Stammlésung, die einen PCR-
Fuifer, eine DNA-Polymerase und Primer des Typs 1 ent-
hdlt, automatisch pipettiert. Danach wird autometisch aus
jeder Position der zweiten Mikrotiterplatte ein Aliguot
der verdinnten bisulfitbehandelten DWA in die entspre-
chende Position der dritten Mikrotiterplatie tbertrage:n,
bevor diese zur Durchfiihrung der PCR-Reaktion in den Cyc-
ler idherfihrt wird, Das PCR-Produkt wird durch Agarosege-
lelektrophorese und anschilefende Anfarbung mit Ethidi-
unbronid identifiziert (Fig. 1). Figur 1 zeigh das Gel-
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bild eines PCR-amplifizierten bisulfitbehandelten DNA-
Stranges {links: Molekvolargewichtsmarker, rechts: PCR-
Produkt)
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Patentanspriiche
1. Verfahren zum Nachwels von Cytosin-Methylierungen in

DNA, dadurch gekenmzeichnet, dasg wman folgende
Arbeitsgchritte ausfihrt:

a}) elne gencmische DNA-Probe wird mit einer Lésung
eines Bisulfits (= Bydrogensulfit, Disulfit) im Kon-
zentrationsbereich zwischen ¢,1 wund § mel/l infu-
biert, wobei ein denaturierendes Reagenz und/oder DLo-
gemittel sowie mindestens ein Radikalfinger zugegen
ist;

b) die behandelte DEA-Frobe wird mit Wasger oder ed-
ner wassrigen Lésung verdiont:

c} die DNA-Probe wind in einer Polymerasersakbion
amplifiziert;

d) man detektiert, inwleweit sich die Secuenz durch
die Eehandlung nach Schritt a) gegeniliber der genomi-
schen DNA-Frobe verandert hat und schliesst auf den
Methylierungsstatus zumindest eines Locus in der ge-
nomischen DNA-Probe.

verfahren nach Znspruch 1, dadurch gekenpzeichnet,
dass das denaturierende Reagenz und/oder Lésungsmit-
tel aus der folgenden Liste von Verbindungen oder
Verhindungsklassen ausgewahlt ist:

Polyethylenglykoldialkylethex, Dicxan und substitu-
ierte Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetomitril,
primére Alkohcle, sekundére Alkchole, tertidre Alko-
hole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylenglykal-
dialkylsther, Tetrasthylenglyvkel-dialkylether, Pen-

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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tasthylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldially-
lether, DMSQ, THF.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Radikalfinger aus der folgenden
Gruppe vomn Verbindungen zusgewahlt ist:

Di-, Trihydroxybenzole, Griintee Extrakt (green tea
extract), Pycnogenol (pine kark extract), Ginkgo Bi-
loba Extrakt (EGb 761), Flavonoid-Mischung verschie-
dener Frucht- und Gemliseextrakte (GNLD), Bio-
Normalizer (Sun-0 Corp), DPPH (1,3-Diphenyl-2-
pierylhydrazyl), NOGR (Nordihydroguajaret-pdure},
Trolox {&-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karhoneiure}, 2,6-Di-tert-butylphencl, 4-Methyl-di-
tert-butylphencl, 4-Methoxy-di-tert-~butylphencl, 2z,6-
Di-tert-butyl-p~cresol, 3,4-Dihydroxybenzoesdure, Vi-
tamin ¢, vitamin E, Vitamin @, Hydrochinoen, Ubichi-
non, Lignane, Hydroxyterpene, Flavonoide, Curcumin,
Tannine, Retinsa&ureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarbo-
xyethyl-germanium-gesquioxid, Superoxid-Diemutase
(80D) , Superoxid-Katalase, Alpha-Naphthoflavon, .,
Di{2-methyl-5-chlarcphenyl)dithionat und Cu{IT) -
bDerivate, Mebendazole, €S8 (Chlorofoxmldslicher) Alka-
loid-Extrakt,

4-1(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-1,2-
naphthochinen,
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-1, 2~
naphthochinen,
4-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1,2~
naphthochinen,
2-(3,5-Di-tert-hbutyl-4-hydroxyphenyl) -3-brom-1,4-
naphthachinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-chlor-1,4-
naphthachinon,

2~ (3,5-Di-tert-butyl -4 -hydroxyphenyl) -3-methoxy -1, 4-

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} -3 -hydrowy-1,4-
naphthechinon,

z-1{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} -1,4-
paphthochinon,
4-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -hydroxy-
5,5,8,8-tetramethyl-5, 6,7, 6-tetrahydro-1, 2-
anthrachinon,
4-1(3,5-Di~tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2 -methoxy-
5,5,8,8-tetramethy}-5,6,7, 8-tetrahydro-1, 2-
anthrachinon,
4-13,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-5,5,8,8-
tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydro-1, 2-anthrachinon,
2-Brom-4- (3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5,5,8,8~
tetramethyl-5, 6,7, 8-tecrahydro-1, 2-anthrachinon,
2-{3,5-Pi-tert-butyl-4-oxoayclohexa-2, 5-dienyliden) -
indan-1,3-dion,

2- {3, 5-Pi-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) -
3.4-epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-2, 4~-dihydro-2H-
naphthalin-1-on,
2-{3,5-pi-tert-butyl-4-cxocyclohexa-2, 5-dienyliden) -
3, 4-apoxy-3,4-dimethoxy-3, 4-dihydro-2H-naphthalin-1-
on,
2-{3,5-Di-texrt-butyl-4-hydroxychenyl) -indan-l-on,
3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -inden-
1-onl-2-yl,

2- {3, 5-Di-tert-butyl-4-hvdrexyphenyl) -3-krom-5,5, 8, 8-
tetramethyl-5, 6, 7, 8- tetrahydro-1, 4-anthrachinon,
2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} -3-chlor-
5,5,8,8~tetramethyl-5,6,7, 8-tetrahydro-1,4-
anthrachinen,
2-4{2,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-
5,5.8,8-tetramethyl-5,6,7, 8-tetrahydro-1,4-
anthrachinon,
2-(2,5-Di-tert-butyl -4 -hydroxyphenuyl) -3-hydroxy-
5,5%.8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydre-1,4-
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anthrachinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-5,5,8, 8-
tektramethyl-5,¢6,7,8-~tetralydro-1, 4-anthrachinon,
2-Brom-3- (3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
5,5,8,8~tetramethyl-5,6,7, 8-tetrahydro-1,4-
anthrachinon,
2-Brom-3- (3, 5-dibrom-4-hydroxyphenyl}-5,5,38,8-
tebramethyl-5,6,7,8~tetrahydro-1, 4-~anthrachinon,
2-Brom-3- (3-bram-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-
hydroxy-5,%,8, 8~tetramethyl-5,6, 7, B-tetrahydre-1,4-
anthrachinem, }
3-Brom-2-{3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-1,4-
ankhrachinon,
2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -methoxy-1,4-
anthrachinon,
2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -hydroxy-1, 4-
anthrachinon,
5,5.8, 8-Tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydronaphthalin-1,3-
diol,
3-Methoxy-5,5,8, 8-tetramethyl-5,6,7, 8-
tetrahydronaphthalin-1-ol,
4-(3-Chlox-5,5,B,8-tetranathyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,68-
hexahydroanthracen-2-yl) -benzeoegdure,
Methyl-4- (3-chlor-5,5, 8, 8-tetramaethyl-1,4-dioxa-
1l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl) -benzoat,
%- (3-Hydroxy-1, 4-dioxo-1, 4 -dihydronaphthalin-2-yl) -
benzoesaure,
Methyl- (3-methoxy-1, 4-diaxo-1, 4-dihydronaphthalin-2-
v1l}-benzoegiure,
4- [3-Hydroxy-5,5, 8, 8-tetramethyl-1, 4-dioxo-
i,4.,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl) -benzoesiure,
Methyl-4- (3-hydroxy-1, 4-dioxo-1, ¢-dihydronaphthalin-
2-yl-azo)} -benzoat,
4-(3-Hydreoxy-5,5, 8, 8-tetramethyl-1, 4-dioxo-
1,4,5,6,7,8-hexahydrcanthracen-2-yl-azo) -benzaesaurs,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxcoyclohexa-2,5-dienyliden) -

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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5,5,5,8-tetranethyl-5,6,7,8-
tetrahydrocyclopenta{blnaphthalin-1,2-dion,
3-(3,8-Di-tert-hugyl-4-oxocyclohexa-2,5-dlenyliden) -
5,5,8,8-tetramsthyl-5, 6,7, §-tetrahydroanthracen-3H-
1,2,4-trion,

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 ~methoxy-5%, 8-
dimathyl-1, 4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-6,7-
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-3-methoxy-5-
methyl-1, 4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-5-
methyl-1, 4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -methoxy-6-
methyl-1,4-naphthochinon,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-€-
methyl-1, 4-naphthochinen,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphernyl) -3 -methoxy -5, §-
dimethyl-1, 4 -naphthochinon,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) - 2-mekhoxy -5, 6-
dimathyl-1,4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-bydroxyphenyl) -3 -methoxy-5, 7-
dimethyl-1,4-naphthochinon,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-5,7-
dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -ethyithio-5-
methyl-1, 2-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-athylthio-6-
methyl-1, 2-naphthochinon,
2-(%,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -hydroxy-5, &=
dimethyl-1,4-naphthochinon,

2- (2, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-€,7-
dimethyl-1,4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-bukyl-4-hydrexyphanyl) -3 -hydroxy-5-
methyl-1, ¢-naphthochinen,
3-(2,5-Di-text-butyl-4-hydroxyphenyl) -2 -hydroxy-5-
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methyl-1,4-naphthachineon,
2-(2,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} -3-hydroxy-6-
methyl-1,4-naphthochinon,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-€-
westhyl-1, 4 -naphthechinon,
2-(3,5-Di-terc-butyl-4-bhydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 8-
dimsthyl-1,4-naphthochinon,
2-[3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) - 3-hydroxy-

S, 6-dimethyl-1, 4-naphthochinon,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-5, 6-
dimethyl-1,4-naphthochinon,
2-(3,53-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 7~
dimethyl-1,4-naphthochinon,

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-5, 7~
dimethyl-1,4-~naphthochinon.

Verfahren nach =sinem der voranstehenden anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man die genonigche DNA-
Probe vor der Behandiung thermisch denaturiert.

Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass
wan der Schritt ¢) in zwel Tailschritten wie folgt
durchfithre:

a) eine PCR Pridamplifikation wit wmindestens einem
Primerpaar unterschiedlicher Seguenz, die an eine
nach Amspruch 1 vorbehandelte DNA-Probe ungpezifisch
hybridisieren und daher im PCR Sghritt mehr als ein
amplifikat ergeben;

bh) eine PCR amplifikation des in der Priamplifikation
gebildeten Produkts mit Primern unterschiedlicher Se-
quenz, die jeweils zu aeinem Abschnitt der nach An-
spruch 1 vorbehandeliten DNA-Probe {(+)-Strang odex {-
) ~Btrang] identisch gder komplementdr sind und die zu
anplifizierende DNA sperifisch hybridisieren.

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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Verfahren nach sinem der vorangehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass wan dis pmplifikation ven
mehreren DNA-Abgchnitten in einem Reaktionegefas
durchfihrt,

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass man fiir die Polymerase-
reaktion eine hitmebestindige DNA-Polymerase verwen-
det.

verfahren nach einem der vorangehendsn Angpriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass man vor Schritt c} des An-
spruchs 1 eine Desulfeonierung éer DNA durchfilhrt,

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass man fhr die Dekekblon der

vorbshandelben DNA die PCR-Produkte auf einen Cligo-

nukleckid Array hybridigiert und man anschliefiend die
folgenden Teilschritbte ausiihzt:

z2) die amplifizierte genomische DMA wird an mindss-
tens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex
hybridisiert, wobei besagte hybridisierte Cligonukle-
otide mit ihrem 27-Ende vomittelbar cder im Abstand
von bis zu 10 Basen an dis Positionen angrenzen, die
hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen
IN2-Probe zu untersuchen =ind;

(b} man das Oligonuklectid mit bekannter Saguenz von
n Nukleotiden mittels siner Palymsrase windestens um
ein Nukleotid verlangert, wobei das Nukleotid sine
nachweishzre Markierung tragt und die Verlingerung
vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosing in
der genomischen LCNA-Probe abbingt.

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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10. verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8 dadurch
gekennzeichnet, dass man fir die Detektion der vorbe-
handalten DWA dis PCR-Produkte auf ainen Oligonuklec-
tid Array hybridisiert und man anechlieBend die fol-
genden Teilschritte ausgeflihrt:

(a) man hybridisiert einen Satz vom Oligonukleotiden
an die amplifizierte genomische DNA unter Aughildung
einer Duplex, wobei dieser Satz von Cligonukleotiden
aus zwel verschiedenen Spezies hestght md wobeli die
hybridisierten Oligonukleotide der eraten Spezies mit
ihrem 37-Ende uwnmittelbar oder im Abstand won bis zu
10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsicht-
lich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Frobe
zu untersuchen sind und wobei dag zweite Oligomuklea-
tid der zweiten Spezies an eine zweite Region des
Zielmolekiils hybridigiert, so dass das 5'-Ende deas
Cligonukleotids der zweiten Spezies durch eine Idicke
von der Grdfe eines Einselnukleotides oder bim zu 10
Mukleotiden vom 3'-Ende des hybridigpiertem Oligo-
nukleotids der ersten Spezies an der Btelle der ba-
sagten auvsgewihlten Position getrennt ist;

(b} wman das Oligonukleotid der ersten Spezies mit be-
kannter Sequenz von n Nuklectiden witbels sinsr Poly-
werase um héchstens die Anzahl wvon Nukleotiden ver-
léngert, die zwischen dem 37-Ends des Cligonukleotids
der 1. gpezies und dem 57-Ende deg Cligonukleotids
der 2. Spezles liegen, wobei die Verléngerung vom Me-
thylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der ge-
nomischen DHA-Probe abhidngt;

(c) man inknbiart die Oligonuklectide in Gegenwart
einer Ligase, wobel das angrenzende, durch die Poly-
merasareaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten
spezies und das Cligomukleotid der zweiten Spezies
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11.

1z.

verbunden werden und wan dadurch ein Ligaticonsprodukt
erhalt, ascfern im vorangehendsrn Schritt eine Verlan-
gerung das Qligonukleotids der ersten Spezies derart
erfolgte., dase nmun dag 37-Ende mit vorhandener 37-
Hydroxyfunktion des verlangerten Oligonuklestids un-
mittelbar an das 57-Ende des Oligonukleotids der
zweiten Spezies angrenst.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
dass die verwendeten Qligomukleotide der ersten Spe-
ziea und/oder die verwendeten Oligenuklectide der
zweiten Spezies entweder nur dle Basen 7, A und C o-
der aber die Basen T, A und & enthalten.

Verfahren nach einem der Angpriche 1 bis 8, dadurch
gekennzelichaet, dags man fir die Detektion der vorhe-
handslten DNA dis PCR-Produkte auf einen Oligonuklec-
tid Array bybridisiert und man anschliefend die fol-
genden Tellschritte ausfibhrt:

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomischa DHA
an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Se-
quenz von n Nukleotiden unter Ausbildung einer
Duplex, wobei besagte hybridisierte Qligonuklectide
mit ihrem 37-Bnde teilweise oder vollsténdig an die
Fositionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Me-
thylierung in der genomischen DNA-Probe zu untersu-
chen sind;

(b} man das Oligomukleotid, sofern es mikb seinem 37 -
Terminug zuvor chne Bagenfehlpaarungen an die zu un-
tersuchenden Position hybridisierte, mittels einer
Polymerage wmindestens um ein Nukleotid verlingert,
wobel mindestens ein Muklectid eine nachweisbare Mar-
kisrung trigt und die Verléngerung wvom Methylie-

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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13,

14.

15.

16,

17.

18.

1%,

39

rungsstatugs des jewsiligen Cytosins in der genomi-
schen DEa-Probe abhangt.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte
und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationspro-
dukte fiir die Detektiom mit einer nachwaigbaren Mar-
kierung versieht.

Verfahren nach einem der vorangtehenden Anspriliche,
dadurch gekemnzeichnet, dass die WMarkierungen Fluc-
resrgenzmarkierungsn gind.

Verfahren nach einem der voranstehenden aAnespriiche,
dadurch gekernzeichnet, dass die Markierungen Radio-
nuklide #ingd.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass die Markierungen der Nukleotide
ablosbare Massenmarkierungen sind, die in sinem Mag-
gengpektrometer nachweigbar sind.

verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass man diz PCR-Produkte und/oder
verlingerungeprodukte und/cder Ligationsprodukte
insgesant im Massenapektrometer nachweist und somit
durch ihre Masee eindeutig charakterisiert sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, daduxch
gekennzeichnet, dass wan jewells ein Fragment der
PCR-Produkte und/eder Verlangsrungsprodukte und/oder
Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachwelst.

Varfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet,
dags wman das Fragment des PCR-Produkts und/oder Ver-
ldngerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts durch

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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20,

2%,

22,

23,

40

Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonuklea-
Sen erzeugt.

Verfahren nach Angspruch 18 und 19, dadurch gekenn-
zeichnet, dass wan zur begseren Detektierbarkeit im
Massenspektrometer die srzeugten Fragmente mit einer
ainzelnsn positivan cder negativen Nettoladung ver-
gieht.

Verfahren gemdf einem der voranstehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkke
und/oder Verlidngerungsprodukte und/oder Ligationspra-
dukte mittels Matrix assistierter Laser Desorpti-
ons/Ionisations Masesnspektrometrie (MALDI-TOF) oder
mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detek-
tiert und visunalisiexrt.

Verfahren nach einem der voramstehenden Angpriche,
wobei man die genomische DNA aus einer DNA-Probe er-
hidlt, wobei Quellen Efir DNA z. B. Zelllinien, Bluat,
Eputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Rickemmarks-Fliissigkeit,
in Paraffin eingebettetas Gewabe, belspielsweise Ge-
webe voen Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata,
Lunge, Brust oder Leber, histologische Objekttriger
und alle mdglichen Hombinationen hisrvon umfassen.

Verwendung cinea vVerifahrens nach einem der woranste-
henden Anspriiche zur Diagnose und/oder Frognose
nachteiliger Ereignisse fiir Patienten oder Individu-
en, wokel diese nachteiligen Ereignisse mindestens
einer der folgenden Kategorien angehéren: unerwiinsch-
te Arzneiwmittelwirkungen; Krebserkrankungen; Cig-
Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressicns-
symptome oder Verhaltensatdrungen; klinische, psycho-
logische und scziale Konzequenzarn von Gehirnachidi-

gqungen; psychotische 3tiérungen und Persdnlichkeits-

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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24.

25,

41

stérungen; Demenz und/eder asscrilerts Jyndrome; kar-
diovaskulanre Krankheit, Fehlfunktion und schidigung;
Fehlfanktion, Schddigung oder Krankheit des gastroin-
teatinalen Traktes; Fehlfunktion, Schidigung oder
Krankhzit des Atmungssystems; Verletzung, Entzlndung,
Iofektion, Immunitét und/oder Rekomvaleszenz; Fehl-
funktion, Schadigqung oder Krankheir des Kérpers als
abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion,
gchidiqung oder Krankheit der Haukt, der Muskeln, des
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabo-
ligche Fehlfunktion, Schidigung oder Krankhedit; Kopf-
schwerzen oder sexuclle Fehlfunktion.

Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranste-
henden Ansgpriiche zur Unterscheidung ven Eelltypen o-
dexr Gewsben oder zur Untersuchung der Zelldifferen-
Zierung.

Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Rea-
genz, denaturierenden Reagenzien oder Lésungsmitteln,
gowie Radikalfingern und Primern zur Herstellung der
Amplifikate, sowie eine Anleitung zur Durchfdhrung
eines Assays nach einem der Anspriche 1 bis 22.

JP 2004-500892 A 2004.1.15
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SEQUENZFROTOKOLL
<110> Epigencmics AG
<120> Verfabren zum Machweis wvon Cytosin-Methyliervnger
<130 EQL/1Z04/W0

<14C»

<I4Nn
<iGl» 2
<170% PatentIn Ver. 2.1

«z19> 1

<21l 28

<212> DNn

«<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Begcareibung der xfnstlichen Sequenz: Primer

<400> 1
agggagtitt ttttagggae tagaggga 28

<3210> 2

<2l1» 2B

<212> DRR

<213» Kinetliche Seguenz

<Z20>

<Z23> Beschraipung der kiostlichen Sequenz:Primer

<400> 2

taatoceaza acctotcoccoac tacaacsa 28
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