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(1) NACH DEM VERTBAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUR DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (FCY) ¥ EROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fir geistiges Eigentum

O

Intemationales Biiro
(43) i Ver g o L
7. Marz 2002 (07.03.2002) FCT WO 02/18632 A2

(51} Interuationale Patentklassiflkatton”: C12Q /68 {81) Bestimmungsstzaten (national): AB. 4G, AL, AM, AT,
AU, AZ, B4, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR,
[21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EPOVI00T4 CU, CZ, DE. DE. DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, HU, 1D, IL, TNy, 18, JP, KE, XG, KB, KR. K2,
[22) Interuationsles Anmeldedatuw: LG LE, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN,
1. September 2001 (01.09.2001) MW, MX. MZ.NC, NZ, PH, PL PT, RO, RU, SD., SE, §G,
81, SK, SL, TJ, TML TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN,

(25) Etarcichungsspraches Deutsch YU, ZA, ZW.
(26) Yerbffentilchungssprache: Deutsch (g4 Bestimmungsstaaten (ragional): ARIPO-Patent (GH,
N GM, KB, L8, MW, MZ, §D, SL, 8Z, TZ, UG, ZW),
(30) Angaben zar Priovitit curasisches Patent (AM. AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
18043 826.1 1. September 2000 (01.09.2000) DE TM), europdisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK,
10044 54583 5. September 2000 (05.03.2000) DE BS, K, FR, GB, GK. IB, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TK),

OAPIL-Patent (BR, BJ, CE, CG, CL CM, GA, GN, GQ. GW,

] (i alle Besti i von

US): EFIGENOMICS AG [DEDE], Kostaniorallee 24, T "o o SN D, TG
MRl OB Verbifenticht:
=== (72) Ecfwder; und —  ohne internaticnalen Recherchenberichi wnd ernewi zn
= (19 ErfndorAvmeder (mr fr US): OLEK, Alexmn- werafientlichen nuch Exbli des Berichis
— der [DE/DE); Schriderstrasse 13, 10115 Besbn (DE). il dem Sequenzprotokolitel der Beschreitung in glekero-
= PIEPENBROCK, Christian [DEDE), Schoartzkopiis- nischer Form geirennt vesdeosliohi; auf Ansrog vom Diser-
= trasse 7 B, 0115 Bedin (DE). BERLIN, Kurt [DE/DE}; nationalen Bitro erhiililich

weg 4. 14532 Swhnsdosf (DE). GOTIG,

= David [DE/DE); Kastunienallee 74, 10435 Bexlin (DE). Zur Eridfyung dev Zweibychstaben-Codes und der anderen
= Abkiiyzsngen wird axf die Erklarungen ("Guidance Notes on
== (74) Anwalt: SCHUBERT, Klemens; Neve 5. Codes and. am Anfang jeder regularen Ausgabe

10178 Berlin-Mitée: (DE). der PCT-Gazelle verwiesen:

34) Tite: METHOD FOR DETERMINING THE DEGREE OF METHYLATICN OF DEFINED CYTOSINES TN GENOMIC
DNA TN THE SEQUENCE CONTEXT 5'-CPG-3"

§4) Bezeichnuug: VERFAHRBIN ZUR BESTIMMUNG DBS METHYLIERUNGSGRADES VON BESTIMMTEN CYTOST-
NEN I GENOWISCHER DNA IM SEQUENZKONTBXT 5°-CRG-3

(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting the de ion of adefined ne in the
5.Cpi3-3 of a genomic DNA sample. The first stage Involves chemically treating the genomic DNA in such 5 way that the oytosine
bases, bt nat the S-methyicytosine bases, ave converted inta wracil. Pasts of the genomic IDNA containing the defined cytosine are
lh:n amplified. The amplified parts are gwan adetectable mark and the extent of the hybridisation of the anplified parts on the twa
s th by detecting the mark of the amplified parts. The degree of meibylation of the dufned
ymmmz in lbz genomic DNA sample can be dedvced on the basis of the relatonship hetween the marks detected on the two classes
of ides following the

32 A2

= (57) Zusammenfpssung: Beschtie‘ben wind ¢in Verfahren zor Detektion d i Cylosins im Se-
v quenzkontext 5-CpG-3 eiper DNA-Probe. I i jtt wird die i DNA chemisch derart bi:hmdcl! dass
= die Cytoss n Urneil werden, nicht aber die 5 2 werden Teile der g
DNA amplifiziet, die das besagte bestimmte Cytosin enthalten, wobei die Amplifikate eine nachweisbare Mmkmung erhalten wid
in den folgenden Schritien wird das Avsmal der Hybridisierong der Ampliikate an die zwei Klassen von Oligonuklgonden durch
Detektion der Markicrung der Amphﬂknl: hestimmit und aus dem Vahﬂllms der an den zwei Klassen von Ollgnnukimdden in
Falge der Hybrdisi uf den N d besagten besty Cytosins in der
DINA-Prabe geschlossen.
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WO 0218632 PCT/EPO1/10074

Verfahren zur Bestimmung des Methylierungsgrades
wvon bestimmten Cytesinen in genomischer DNA
im Saquenzkontext 5'-CpG-3°

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Detektion des
Methylierungsgrades eines bestimmten Cytosins im
Sequenzkontext 5°~CpG-3° einer genomischen DNA-Probe.

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre
in der Molekularbiologie gut studierten
Beobachtungsebenen sing die Gene selbst, die Ubexsetzung
dieser Gene in RNA und die daraus entstehenden Proteine.
Wapn im Laufe der Entwicklung eines Individuums welches
Gen angeschaltst wird und wis Bktivieren und Inhibieren
bestimmter Gene in bestimmten Zellen und Geweben
gesteuert wird, ist mit AusmaR und Charakter der
Methylierung der Gene bzw. des Genoms korrelierbar.
Insofern #ubern sich pathogene Zusténde in einem
verinderten Methylierungsmuster einzelner Gene oder des
Genoms .

Die vorliegende Exfindung beschreibt ein Verfahren, mit
dem viele Cytosinbasen in einer gegebenen DNA-Probe
gleichzeitig auf das Vorliegen einer Methylgruppe an dex
Position 5 mittels Hybridisierung untersucht werden
kénnen. Sie beschreibt weiterhin Nukleins#uren,
Oligonuklectide yund PNA-Oligomere welche nitzlich sind um
das Verfshren zur Diagnose von bestehenden Erkrankungen
odex der Pridispesition fir Erkrankungen einzusetzen.

S-Methyleytosin ist die haufigste kovalent modifizierte -
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt
beispielsweise eine Rolle in der Regulation der
Transkription, beim genetischen Imprinting und in der

JP 2004-516821 A 2004.6.10
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WO 0218632 PCT/EP01/10074

Tumorgenese. Die Identifizierung von 5-Methylcytosin als
Bestandteil genetischer Information ist daher von
erheblichem Iateresse. S5-Methylcytosin-Positionen kénnen
jedoch nicht durch Seguenzierung idemtifiziert werden, da
5-Methylcytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten
aufweist wie Cytosin. Dariber hinaus geht bei einer PCR-
Bmplifikation die epigenetische Information, wslchs die
S5-Methylcytosine tragen, vollsténdig verloren.

Die Methylierung von CpG Inseln wird oft mit
Transkriptionsinaktivitadt gleichgesetzt. Obwohl es
eindeutige Beveise daffir gibt, das die CpG Inseln in den
Promotoren der Gene zu finden sind, sind nicht alle CpG
Inseln und Methylierungsstellen in bekannten Promotoren
lokalisiert. Bei verschiedenen gewebsspezifischen und
LAmprinting® Genen sind die CpG Inseln in betr&chtlichen
Entfernungen stromabw&rtz des Transkriptionsstarts
lokalisiert, zusdtzlich besitzen viele Gene multiple
Promotoren. Fix eine Vielzahl von Erkrankungen wurde
Methylierung von CpG Dinukleotiden als ursdchlich
nachgewiesen. Im Gegensatz zu klassischen Mutationen,
handelt es sich bei der DNA-Methylierung um einen
Mechanismus, der eine Basensubstitution beschreibt, ohne
die codierende Funktion eines Gens zu verdndsrn. Dieses
Wechselspiel zZwischen epigenetischer Modifikation und
klzssischen Mutationen spielt eine wichtige Rolle in der
Tumorgesnese. Beispielsweise sind fokale Hypermethylierung
und generalisierke genomische Demethylierung Merkmale
vieler verschiedener Tunortypen. Es wird angenommen, dass
die Tumorgenege und die Tumorprogression zum einen duxch

Hypermethylierung induziertexr Mutationsereignisse und zum )

anderen durch das Abschalten von Genen, welche die
zellulgre Proliferation und/odexr die induzierte
Reaktivierung von Genen Uber Demethylierung
kontrallieren, die nur fir die embryologische Entwicklung
gebraucht werden, verursacht werden.

JP 2004-516821 A 2004.6.10
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WO 02/18632 PCT/ER01/10074

Bei dem vererbbaren non-polyposis Colorektalkrebs berubt
z. B. der Hsuptteil der mutationsnegativen Dickdarmkrebs
Falle eher auf der Hypermethylierung des hMLHI Promotors
und gder anschlielenden Nicht-Expression von hMLHI, ein
Reparaturgen fiir Fehlpaarungen (Bevilacqua RA, Simpson
AJ. Methylation of the hMLH] promoter but no hMLH1
mutztions in sporadic gastric carcinomas with high-level
microsatellite inetability. Int J Cancer. 2000 Jul
15;87(2):200-3.). Bel der Pathogenese von Lungenkrebs ist
der Verlust der Egpression mit der Methylierung von CpG
Inseln in der Promotor Sequenz eines RAS Effektor-
Homeologs korxreliert. (Dammann R, Li C;, Yoon JH, Chin FL,
Bates 8, Pfeifer GP, Nucleotide. Epigenetic inactivation
of 2 RAS association domain family protein from the lung
tumour suppressor locus3p2l.3. Nat Genet. 2000
Jul;25(3):315-8). Eine epigenetische Inaktivierung des
LKBl Tumorsupressorgens, welche die Hypermethylierung des
Promotors mit einschlisesst, ist mit dem Peutz-Jeghers
Syndrom assoziiert (Estellerx M, Avizienyte E, Corxn PG,
Lothe RA, Baylin SB, Aaltonen LA, Herman JG, Bpigenetic
inactivation of LKBl in primary tomors associated with
the Peutz-Jeghers syndrome. Oncogene. 2000 Jan
6;19(1):164-8),

Eine Vielzahl won Erkrankungen, die mit Methylierung
assoziiert sindg, weisen in ihrer Atiologie eine enge
Verbindung zu den Tumorsupressorgenen plé oder pl5 Gene -
auf. So wird eilne Beziehung zwischen Mycoso fungoides und
der Bypermethylierung des plé(INK4a) Gens angenommen
{Wavas IC, Ortiz-Romerc PL, Villuendas R, Martinez B,
Garcia C, Gomez B, Rodriguez JL, Garcia D, Vanaclocha F,
Iglesias L, Piris MA, Algara P, pl6[(INK4a) gene
alterations are freguent in lesions of mycosis fungoldes.
Am J Pathol. 2000 May; 156(5):1565-72). Auch wird von

JP 2004-516821 A 2004.6.10
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4

einer starken Korrelation zwischen dem Abschalten der
Transkription des plé Gens bei dem gastrischen Karzinom
und der de novo Methylierung einiger weniger spezifischer
CpG Stellen ausgegangen (Song SH, Jong HS, Choi HH, Kang
SH, Ryu MH, Kim NK, Kim WE, Bang YJ, Methylation of

© specific CpG sites in the promoter region conld

significantly down-regulate pl6{INKda) expression in
gastric adenocarcinoma. Int J Cancer. 2000 Jul
15:87(2):236-40) . Die Pathogenese des Cholangiokarzinoms,
welches mit der prim#r sklerosierenden Cholangitis
assozilert ist, wird mit der Inaktivierung des plé
Tumorsupressorgens, welches wiederum von der Methylierung
des pl6 Promotors abhéngig ist, in 2usammenbang gebracht .
(Bhrendt SA, BEisenbergex CF, ¥Yip ﬂ, Rashid A, Chow JT,
Pitt HA, Sidransky D, Chromoscme 2p2l loss and plf
inactivationr in primaxy sclerosing chelangitis-asscociated
cholangiocarcinoma. J Surg Res. 1995 Jun 1:84(1):88-33).
Bei der Leuk#dmogenese und beim Fortschreiten der akuten
lympbatischen Leuk&mie spielt dis Inaktivierung des pié
Gens durch Hypermethylierung eine Relle {Nakamura M,
Sugita K, Inukai T, Goi K, Iijima X, Tezuka T, Kojika §,
Shiraishi K, Miyamoto N, Karakida N, Kagawi K, O-Koyama
T, Mori T, Nakazawa S, plG6/MTS1/INK4A gene is freguently
inactivated by hypermethylaticn in childhood acute
lymphoblastic leukemia with 11g23 translocation.
Leukemia. 1922 Jun;13{6}:884-90). Weiterhin wird
postuliert, Gass die Hypermethylierung der plé und pl5
Gene eine entscheidende Rolle bhei der Tumorgenese des
multiplen Myeloms spielt (Ng MH, Wong IH, Lo KW, DNA
methylation changes and moltiple myeloma. Leuk Lymphoma.
1893 Aug;34{5-6):463~72}. An der Pridisposition des
Nierenkarzinoms scheint das durch Methylierung

JP 2004-516821 A 2004.6.10
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inaktivierte VHL-Gen beteiligt zu sein {Glavac D, Ravnik-
Glavac M, Ovcak 74, Masera 3, Genetic changes in the
origin and development of renal cell carcinoma {(RCC}.
Pflugers BRrch. 1996;431(6 Suppl 2):R193-4). Bine
abweichende Methylierung der 5' CpG Insel ist
méglicherweise an der Transkriptionsinaktivierung des plé
Gens bel dem nascpharyngealen Karzinom beteiligt (Lo KW,
Cheung ST, Leung SF, van Hasselt A, Tsang YS, Mak KF,
Chung YF, Woe JK, Lee JC, Huang DP, Hypermethylation of
the plé gene in nasopharyngeal carcinoma. Cancer Res.
1896 Jun 15;56(12):2721-5). Bei dem Leberzellenkarzinom
wurde eine Inaktivierung des plé Proteiﬁs nachgewiesen.
Promotor Hypermethylierung und homezygote Deletionen
gehtren hier zu den bhanfigen Mechanismen (Jin M, Piao 2,
Kim NG, Park C, Shin BC, Park JH, Jung BJ, Kim CG, Kim H,
plé is a major inactivation target in hepatocellular
carcinoma. Cancer. 2000 Jul 1;89(1):60-8). DNA-
Methylierung als Kontrolle der Genexpreséion wuxde fix
gas BRCAL Gen fix Brustkrebs nachgewiesen (Magdinier F,
Billard DM, Wittmanp G, Prappart L, Benchaib M, Lencir
GM, Guerin JF, Dante R Regional methylation of the 5' end
CpG island of BRCAl is associated with reduced gene
expression in human somatic cells FASEB J. 2000
Aug;14(11):1585-94). Eine Korrelation zwischen
Methylierung und Non-Hodgekin's Lymphom wird ebenfalls
angenommen (Martinez-Delgado B, Richart A, Gaxcia MJ,
Robledo M, Osorio B, Cebrian A, Rivas C, Benitez J,
Hypermethylation of Pl6ink4a and P15inkdb genes as a
marker of disease in the follow-up of non-Hodgkin's

lymphomas. Bx J Haematol. 2000 Apr;109(1):97-103).

JP 2004-516821 A 2004.6.10
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3

CpG-Methylierung ruft auch das Fortschreiten der T-Zell
Leukémie hervor, die in Zusammenbang mit der verminderten
Expression des CDRN2A Gens steht (Nosaia K, Maeda M,
Tamiya S, Sakai T, Mitsuya H, Matsuoka M, Increasing
methylation of the CDENZA gene is associated with the
progression of adult T-cell leukemia. Cancer Res. 2000
Feb 15:60(4):1043-8). Bei Blasenkrebs wurde eine exhdhte
Methylierung der CpG-Inseln festgestellt (Salem C, Liang
G, Tsai YC, Conlter J, Knowles MA, Feng AC, Groshem §,
Wichels PW, Jones PA, Progressive increases in de novo
methylation of CpG islands in bladder cancer. Cancer Res.
2000 May 1;60(9):2473-6). Die Transkriptionsinaktivierung
von Plattenepithelkarzinomen der Speiserdhre wird in
Verbindung mit der Methylierung des FBIT Gens gebracht,
das mit dem Fortschreiten der Erkrankung assoziilert ist
(Shimada ¥, Sato F, Watanabe G, Yamasaki 5, Kato M, Maeda
M, Imemura M, Loss of fragile histidine triad gene
expression is associated with progression of esophageal
squamous cell carcinoma, but not with the patient’'s
prognosis and smoking history. Cancer. 2000 Jul
1:89(1):5-11). Die Neutral Endopeptidase 24.11 (NER)
inaktiviert das Wachstum von Newropeptipen, die an dem
Wachstum des Androgen unabhéngigen'Prostatakrebs
beteiligt sind. Ein Verlust dexr NEP Expression duxch
Hypermethylierung des NEP-Promotors trigt méglichexrweise
zu der Entwicklung des Neuropeptid stimulierten Androgen
unabhingigen Prostatakrebses bei (Usmani BA, Shen R,
Janeczko M, Papandreou CN, Lee WH, Nelson WG, Nelson JB,
Nanus DM, Methylation of the neutral endopeptidase gene
promoter in human prostate cancexs. Clin Cancer Res. 2000
May;6(5):1664~70). Der adrenokortikale Tumor bel

Erwachsenen weist strukturelle Bbnormalitdten bei Tumox-
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DNA auf. Diese Abnormalititen beinhalten unter anderem
eine Uberexpression des IGF2 Gens in Korrxelation mit
einer Demethylierung der DNA an diesem Locus (Wilkin F,
Gagne N, Paguette J, Cligny LL, Deal C, Pediatric
adrenocortical tumors: molecular events leading to
insulin-like growth factor II gene overegpression. J Clin
Endocrinol Metab. 2000 May:85(5):204B-56. Review). Es
wird angenommen, dass bei dem Retinoblastomgen DNA-
Methylierungen in mehreren Exons an dex Erkrankung
beteiligt sind (Mancini D, Singh S, Ainsworth P,
Rodenhiser D, Constitutively methylated CpG dinucleotides
as moutation hot spots in the retinoblastoma gene (RB1).
Am J Hom Genet. 1997 Jul;61(1):80-7). Bei chronischex
myeloischer Levkimie wird ein Zusammenhahg zwischen der
Deregulation des p53 Gens und einer Verinderung des
Methylierungsmusters mit der Progression der Erkrankung
vermutet (Guinn BA, Mills KI, p53 mutations, methylation
and genomic instabllity in the progression of chronic
myeloid leukaemia. Leuk Lymphoma. 1997 Jul;26(3-4):211-
26) . BRuch fur die akute myeloische Leuk&mie wurde ein
Zusammenhang mit Methylierung nachgewiesen (Melki UR,
Vincent PC, Clark 8J. Concurrent DNA hypermethylation of
maltiple genes in acute myeloid leukemia. Cancer Res.
1999 Aug 1:59(15):3730-40). Bs wurde eine
tumorspezifische Methylierungsstelle in dem Supressorgen
fir den Wilms Tumoxr identifiziert {Kleymenova EV, Yuan X,
LaBate ME, Walker CL, Identification of a tumor-specific
methylation site in the Wilms tumor suppressor gene.
Oncogene. 1938 Feb 12;16(6);713-20). Bei dem Burkitt
Lymphom weisen einige Promotorxren eine vollst#éndige CpG—
Methylierung auf (Tao Q, Robertson KD, Manns A,
Hildesheim A, Ambinder RF, Epstein-Barr virus (EBV) in
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endemic Burkitt's lymphoma: molecular analysis of primary
tumor tissue. Blood. 1898 Feb 15;31(4):1373-81). Bs wird
angenommen, dass bel dem Schilddritsenkarzinom die DNA-
Methylierung eine Rolle spielt (Venkataraman GM, Yatin M,
Marcinek R, Ain KB, Restoration of iodide uptake in
dedifferentiated thyroid carcinoma: relationship to human
Na+/I-symporter gene methylation status. J Clin
Endocrinol Metab. 19922 Jul;B4(7):2449-57).

Richt nur viele Krebserkrankungen sind mit Methylierung
assoziiexrt, auch viele nicht Krebserkrankungen werden mit
Methylierung in Zusammenhang gebracht. So weisen
Untersuchungen zur entziindlichen Arthritis daxauf hin,
dass diese Brkrankung mit einer Untermethylierung
genomischer DNA assozilert ist (Kim YI, Logan JW, Mason
JB, Roubenoff R, DNA hypomethylation in inflammatory
artbritis: reversal with methotrexate. J Lab Clin M¥ed.
1996 2ug;128{2):165-72). Fiur das ICF-Syndrom wurde eine
Methylierungs regulierte Expression nachgewiesen {Kondo
T, Bobek MP, Kuick R, Lamb B, Zhu X, Narayan &, Bourc'his
D, Viegas-Pequignot B, Bhrlich M, Hanash SM, Whole-genome
methylation scan in ICF syndrome: hypomethylation of non-
satellite DNA repeats D4Z4 and NBL2). Die Beteiligung von.
Methylierunyg an systemischem Lupus erythematosus wird
vermutet (Vallin B, Perexrs A, Alm GV, Ronnblom L, Anti-
double-stranded DNA antibodies and immunostimulatory
plasmid DNA in combination mimic the endogenous IFR-alpha
inducer in systemic lupus erythematosus. J Immunol. 1999
Decl;163(11):6306-13); ebepso ein Zusammenhang zwischen
der Muskeldystrophy Duchenne und einer CpG reichen Insel
(Banexjee S, $ingh PB, Rasberry C, Cattanach BY,

Bmbryonic inheritance of the chromatin organisation of
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the imprinted H19 domain in mouse spermatozoa. Mech Dev.
2000 Feb;90(2):217-26; Burmeister M, Lehrach H, Long-
range restriction mep around the Duchenne muscular
dystrophy gene. Nature. 1986 Dec 11-17:324(6097):582-5).
Ein epigenetischer Effekt, der an der Untermethylierung
des Amyloid Precursor. Proteins, beteiligt ist, welches
mit der Ausbildung der Brkrankung in Zusammenhang steht,
wird bei der Alzheimer Erkrankung vermutet (West RL, Lee
JM, Maroun LE, Hypomethylation of the amyloid precursor
protein gene in the brain of an Alzheimer's disease
patient. J Mol Neurosci. 1985;6(2):141-6). Auch auf
chromosomaler Ehene spielt der Methylierungsstatus eine
wichtige Rolle. Beispielsweise wird bel mentalen
Retardierungssyndromen, die mit der Fragilitst des ¥-
Chromosoms gekoppelt sind, der Grad der
Chromosomenbriichigkeit durch die Methylierung bestimmt
(de Muniain AL, Cobo M, Poza JJ, Saenz A, [Diseases due
to instability of DNA). Neurclogia. 1995 Dec;10 Suppl
1:12-9).

Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten
angewandte Methode zur Untersuchung von DNA anf 5-
Methylcytosin berubt auf der spezifischen Reaktion von
Bisulfit mit Cytosin, das nach anschliefender alkalischer
Kydrolyse in Uracil uvmgewandelt wird, welches in seinem
Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-
Methylcytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht
modifiziert. Damit wird die urspriingliche DNA so
umgevandelt, dass Methyleytosin, welches uxgprunglich
durch sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht
unterschieden werxden kann, jetzt durch ,normale™
molekularbiologische Techniken als einzig vexbliebenes
Cytosin belspielsweise durch Amplifikation und
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Hybridisierung oder Sequenziexung nachgeﬁiesen werden
kann. Alle diese Techniken berxvhen auf Basenpaarung,
welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der Stand der Technik,
was die Empfindlichkeit betrifft, wird durch ein
Verfahren definiert, welches die zu untersuchende DNA in
einer Agarose-Matrix einschliebt, dadurch die Diffusion
und Renaturierung der DNA (Bisulfit reagiert nur an
einzelstréngiger DNA) werhindert und alle Fillungs~ und
Reinigungsschri&te durch schnelle Dialyse ersetzt {Olek,
A. et al., Nucl. Acids. Res. 1996, 24, 5064-5066). Mit
dieser Methode kénnen einzelne Zellen untersucht wexrden,
was das Potential der Methode weranschaulicht. Allerdings
werden bisher nur einzelne Regionen bis etwa 3000
Basenpaare Lange untersucht, eine globale Untersuchung
von Zellsn auf Tausenden von mdglichenr
Methylierungsanalysen ist nicht méglich.‘hllerdings kann
auch dieses Verfshren keine sehr kleinen Fragmente aus
geringen Probenmengen zuverldssig analysieren. Diese
gehen trotz Diffusionsschutz durch die Matrix verloren.

Eine Ubersicht iiber die weiteren bekannten M6glichkeiten,
S5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem folgenden
Obersichtsartikel entnommen werden: Rein, T.,
DePamphilis, M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 1998,
26, 2255.

Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen
(z. B. Zechnigk, M. et 2l., Eur, J. Hum. Gen. 1987, 5,
394-98) nur in der Forschung angewendet. Immer aber werden
kurze, spezifische Stiucke eines bekannten Gens nach einer
Bisulfit-Behandiung amplifziert und entweder komplett
sequenziert (Olek, A. und Walter, J., Nat. Genet. 1997,
17, 275-276) oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine
~Primer-Extension-Reaktion™ (Gonzalgo, M. L. und Jones, |
P. A., Nucl. Acids Res. 1997, 25, 2529-2531, wO-Patent
9500665) oder einen Enzymschnitt (Xiong, 3. und Laird, P.
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W., Nucl. Acids. Res. 1997, 25, 2532-2534) nachgewiesen.
Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung
beschrieben worden (Olek et al., WO-B 59/28498).

Reitere Publikationen, die sich mit der Anwendung dex
Bisulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei einzelnen
Genen befassen, eind: Xiong, %. und Laird, P. W. (1997},
Nucl. Acids Res. 25, 2532; Gonzalgo, M. L. und Jones, P.
A. (19%7), Nucl. Acids Res. 25, 252%; Grigg, S. und
Clark, 8. (1994), Bicassays 16, 431; Zeschnik, M. et al.
(1997), Human Molecular Gepetics 6, 387; Teil, R. et al.
{1924), Nucl. Acids Res. 22, 6%5; Martin, V. et al.
(1985), Gene 157, 261; WO-A 97/46705, WO-A S$5/15373 und
WO-A 95/45560.

Eine Ubersicht iber den Stand der Technik in der Oligomex
Array Rerstellung l&kt sich aus einer im Januar 1999
erschienenen Sonderxausgabe von Nature Genetics (Nature
Genetics Supplement, Volume 21, January 189%) und der
dort zitierten literatur entnehmen.

Flir die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind
vielfach fluoreszenzmarkierte Sonden verwendet worden.
Besenders geeignet fir Fluoreszenzmarkierungen ist das
einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 5'-OH
der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der
hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise bber ein
Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 &ind, neben
vieler anderen, kommerziell erhililich.

Matriz-assistierte Laser Desorptions/JIonisations-—
Massenspektrometrie (MALDI-TOF} ist eine sehr
leistungsfihige Entwicklung fiir die Analyse von
Biomolekiilen (Karas, M. und Hillenkamp, F. (1988}, Laser
desorption ionjization of proteins with molecular masses
exeeding 10000 daltons. Anal. Chem. 60: 2299-2301). Ein
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Analyt wird in eine lichtabsorbierende Matrix
eingebettet. Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix
verdampft und das Apzlytmolekil so unfragmentiert in die
Gasphase beférdert. Durch Stéke mit Matrizmolekiilen wird
die Ionisation des Anzlyten erreicht. Eine angelegte
Spannung beschleunigt die Ionen in ein feldfreies
Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Massen werden
Ionen unterschiedlich stark beschleunigt. Kleinere Iomen
erreichen den Detektor frither als gréRere.

MALDI-TOF Spektrometrie eignet sich ausgezeichnet zur
Analyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von
Wukleinsgurxen ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck,
5. {1995)), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization Mass Spectrometry. Molecular Bioclogy: Curxent
Innovations and Future Trends 1: 147-157.) Fiix
Nukleinssduren ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal
schlechtex als fiur Peptide und nimmt mit zunehmender
Fragmentgréfe Uberproportional ab. Fir Nukleinssduren, die
ein vielfach negativ geladenes Rilckgrat haben, ist dex
Ionisationsprozed durch die Matrix wesentlich
ineffizienter. In der MALDI-TOF Spektrometrie spielt die
Wahl der Matrix eine eminent wichtige Rolle. Fur die
Desorption von Peptiden sind einige sehr leistungsfahige
Matrices gefunden woxden, die eine sehr feine
Kristallisation ergeben. Fir DNR gibt es zwar
mittlererweile einige ansprechende Matrices, jedoch wurde
dadurch der Empfindlichkeitsunterschied nicht verringert.
Dex Bmpfindlichkeitsunterschied kann verringert werden,
indem die DWA chemisch so modifiziert wird, dass sie
einem Peptid &hnlicher wirg.
Phosphoxothioatnukleinszuren, bei denen die gewdhnlichen
Phosphate des Rickgrats durch Thiophosphate substituiert
sind, lassen sich durch einfache Alkyliervngschemie in
eine ladungsneutrale DNA umwandeln (Gut, I. 6. und Beck,
S. (1985), A procedurs for selective DNA alkylation and
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detection by mass spectrometry. Nucleic Acids Res. 23:
1367-1373). Die Kopplung eines ,charge tags™ an diese
modifizierte DNA resultiert in der Steigerung dexr
Empfindlichkeit um den gleichen Betrag, wie er f£iir
Peptide gefunden wird. Ein weiterer Vorteil von ,charge
tagging™ ist die erhdhte Stabilitdt der Analyse gegen
Ve:un}einigungen, die den Nachweis unmodifizierter
Substrate stark erschweren.

Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus DNA von
zZell~, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben gewonnen.
Diese Standardmethodik findet sich in Referenzen wie
Fritsch vnd Maniatis eds., Molecular Cloning: A
Laboratory Mannal, 19889.

Die vorliegende Erfindung soll ein besonders effizientes
und zuverlissiges Verfahren bereitstellen, das es
erlaubt, viele Cytosinbasen in einer gegebenen DNA-Probe
gleichzeitig auf das Vorliegen einer Methylgruppe an der
Position 5 mittels Rybridisierung zu untersuchen. Dazu
werden zudem Qligonukleotide und PNA-Oligomere
bereitgestellt, welche fir die Verwendung des Verfahrens
zur Diagnose von bestehenden Erkrankungen und dexr
Pradisposition fir Brkrankungen durch Analyse eines
Satzes genetischer und/oder epigenetischer Parameter
besonders geeignet sind.

Genetische Parameter im Sinne dieser Erfindung sind
Mutationen und Polymorphismen der beanspruchten
WukleinsBuren (Seqg. ID 1 bis Seg. ID 40712) und zu ihrer
Regulation weiterhin erforderliche Sequenzen.
Insbesondere sind als Mutationen Insertionen,
Deletionen, Punktmutationen, Inversionen und
Polymorphismen und besonders bevorzugt SNPs (Single

Nucleotide Polymorphisms} zw bezeichnen. Polymorphismen
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konnen aber ebenso Insertionen, Deletionen oder

Inversionen sein.

Epigenetische Parameter im Sinne dieser Erfindung sind
insbesaondere Cytosin-Methylierungen und weitere
chemische Mcodifikationen von DNA~Basen der beanspruchten
Nukleins&uren (Ssg. ID 1 bis Seq. ID 40712} und zu ihrex
Regulation weiterhin exforderliche Sequenzen. Weitere
epigenetische Parameter sind beispielsweise die
Acetylierung von Histonen, die jedoch mit dem
beschriebenen Verfahren nicht direkt analysiert werden
kann, sondern wiederum mit dexr DNA-Methylierung

korreliert.

Das vorliegende Verfabren Qient zﬁr Detektion des
Methylierungsgrades mindestens eines bestimmten Cytosins
im Sequenzkoentext 5'-CpG-3' einer gencomischen DNA-Probe.
Besonders bevorzugt wird das Verfahren zur
gleichzeitigen Detektion vieler verschiedener

Methylierungspositionen verwendet.

Die Aufgabe wird erfindungsgem#B durch ein Verfahren zur
Detektion des Methyliervngsgrades eines bestimmten
Cytosins im Sequenzkontext 5°-CpG-3° einer genomischen
DNA-Probe gelést, welches dadurch gekennzeichnet ist,
dass

a) man die genomische DNA behandelt, wobei man die
Cytosinbasen in Uracil umwandelt, nicht aber die $-
Methylcytosinbasen;

b} man Teile der genomischen DNA amplifiziert, die das
besagte bestimmte Cytocsin enthalten, wobei die
Amplifikate eine nachwelsbare Markieruvung erhalten:

<) man die Bmplifikate an zwei Klassen von
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Oligonukleotiden und/oder PNA-Oligomeren mit jeweils
mindestens einem Mitglied hybridisiert;
&) man das Ausmal der Hybridisierung der 2mplifikate an

die zwei Klassen von Oligonukleotiden duxrch Detektion der )

Markierung der Amplifikate bestimmt;

e} man aws dem Verh&ltnis der an den zwei Klassen von
Dligonukleotiden in Folge der Hybridisierung detektierten
Markierungen auf den Methylierungsgrad besagten
bestimmten Cytogins in der genomischen DNA-Probe
schliesst.

Besonders bevorzugt ist dabei ein Verfahren, bei dem man
in Schritt ©} eine Hybridisierung dex Amplifikate an zwei
Klassen von Oligomeren (Oligonuklectiden und/oder PNA-
Oligomeren) mit jeweils mindestens einem Mitglied
durchfihrt, wobei die Oligomere der exrsten Klasse
bevorzugt an die Sequenz hybridisieren, welche aus der
chemischen Behandlung der genomischen DNA hexrvorgeht,
wenn das besagte bestimmte Cytosin in der genomischen DA
nethyliert vorlige und wobei die Oligomere der zweiten
Klasse bevorzugt an cdie Sequenz hybridisieren, welche aus
der chemischen Behandlung der genomischen DNA hervorgeht,
wenn das bcségte bestimmte Cytosin in der genomischen DNA
unmethylisxrt vorlége. Eine dieser zwei Klassen von
Oligmeren koenmen beispielsweise duxch Oligonuklectide,
die ein CG in der Mitte enthalten gebildet werden und die
andere Klasse durch Oligonunkeotide, welche in der Mitte
ein TG (oder ein CA, im Gegenstrang) aufweisen. Die
restlichen Teile der Oligomersequenzen sollten zwischen
beiden Klassen hevorzugt Ubereinstimmen. In diesem Fall
wirden Oligonukleotide der ersten Klasse an die Seguenz
(um das zu untersuchende bsstimmte Cytosin)
hybridisiexren, wie sie nach Bisulfit Umsetzung in
methylierten Fall vorlige, umgekehrt wirden die der
zweiten XKlasse an die Sequenz hybridisieren, wie sie nach
Bisulfit Omsetzung in unmethylierten Fall vorlige.
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Besonders bevorzugt ist auwch ein Verfahren, bei dem man
in Schritt ¢} eine Hybridisierung der Amplifikate an zwei
Klassen von ¢ligomeren (Oligonukieotiden und/oder PNA-
Oligomersn} mit jeweils mindestens einem Mitglied
durchfiihrt, wobei die Oligomexre der exsten Klasse
bevorzugt an die Seguenz hybridisieren, welche aus der
chemischen Behandlung der genomischen DNA hervorgeht,

wenn das besagte bestimmte Cytosin in der gencmischen DNA

methyliert vorlége und weniger bevorzugt an die Seguenz,
welche aus der chemischen Behandlung der genomischen DNB
hervorgeht, wenn das besagte bestimmte Cytosin in der
genomischen DNA unmethyliert vorlige und wobei die
Oligomere der zweiten Klasse an das zu untersuchende
Amplifikat im wesentlichen unabhingig von dem
Methylierungsgrad besagten bestimmten Cytosins in der
genomischen DNA hybridisieren.

Ensprechend ist auch ein Verfahren bevorzugt, bei dem man
in Schritt ¢} eine Hybridisierung der Amplifikate an zwei
Klassen von Oligomeren (Oligonuklectiden vnd/oder PNA-
Oligomeren) mit jeweils mindestens einem Mitglied
erfolgt, wobei die Oligomere der ersten Klasse bevorzugt
an die Sequenz hybridisieren, welche aus der chemischen
Behandlung der genomischen DNA hervorgebt, wenn das
besagte bestimmte Cytosin in der genomischen DNA
vamethyliert vorlige und weniger bevorzugt an die
Sequenz, welche aus der chemischen Behandlung der
gencmischen DNA hervorgeht, wenn das besagte bestimmte
Cytosin in der genomischen DNA methyliert vorlige und
wobel die Oligomere der zweiten Klasse an das zu
untersuchende Amplifikat im wesentlichen unabh#ngig von
dem Methyliexungsgrad besagten bestimmten Cytosins in der
genomischen DNA hybridisieren.
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It diesen Fdllen hybridisiert alsc die zweite Xlasse von
Oligomeren an das Amplifikat, ohne dass sich eine
wesentliche Methylierungsspezifitat ergibt, demnach also
bevorzugt an eine Position des Amplifikates die keinen
methylierbaren Cytosin Positionen entspricht. Damit wird
letztlich mur die Konzentration des Amplifikates tiber die
Intensit&t der Hybridisierung bestimmt. Relativ dazu
erfolgt die Hybridisierung an die erste Klasse von
Oligonukleotiden in Abhingigkeit von dem
Methylierungsgrad der zu untersuchenden bestimmten
Cytosins.

Bevorzugt ist es, dass man das Verfahren nicht nnr mit
der genomischen DNA-~Frobe durchfithrt, sondern sinngemis
auch mit bekanntermabBen an der Position des besagten
bestimmten Cytosins methyliert oder aber unmethyliert
vorliegender Standard-DNA, wobei die jeweils mit dex
unmethylierten Standard DNA gemessenen Verhiltnisse der
an den beiden Klassen von Oligonukleotiden detektierten
Markierungen als Bichwert Ffilr einen Methylierungsgrad von
0 und entsprechend die jeweils mit der methylierten
Standard DNA gemiss gemessenen Verhiltnisse der an den
beiden Klassen von Oligonukleotiden detektiexten
Markierungen als Eichwert fir einen Methylierungsgrad von
1 dienen und man diese Eichwerte fux die Bestimmung des
Methylierungsgrades der genomischen Proben-DNA einsetzt.

Besonders bevorzugt ist es, dass man weitere bekannte
Standard DNA~Proben zur Bichung verwendet, die jeweils
einen beliebigen bekannten Methylierungsgrad des besagten
bestimmten Cytosins aufweisen.

Die verwendeten Standard DNA-Proben und die Pxobe (das
aus einer genomischen DN3 hergestellte Amplifikat] sind
bevorzugt jeweils unterschiedlich markiert. Die
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verwendeten Standard DNA Froben sind jewiels wiederum
bevorzugt unterschiedlich markiert.

Besonders bevorzugt ist auch ein Verfahren, bei dem man

Amplifikate, hervorgegangen aus verschiedenen genomischen -

DNA-Probern, mit unterschiedlichen Markierungen versieht.
In diesem Fall ist es mdglich, mit einem Satz von
DOligonuklectiden dex beiden Klassen gleichzeitig
verschiedene Proben zn messen, sei es beipielsweise auf
einem Oligomer Array, welcher Oligonukleotide der beiden
Klassen enthilt.

Beosnders bevorzugt ist auch ein Verfahren, bei dem man
Amplifikate, hervorgegangen aus derselben genomischen
DNA-Proben, mit unterschiedlichen Markierurgen versieht,
um Uber eine Mittelung der aus verschiedenen
Detektionsverfahren erhaltenen Werte eine Erh&hung der
Messgenauigkeit zu erreichen. Dies kann beipielsweise
durch Markierungen mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen erfolgen. Die Messung exfolgt in
diesem Pall mittels eines Fluoreszenzscanners, welchexr
tber mehrere Kandle zur Messung der individuellen
Emissionswellenlédngen dexr Fluoreszenzfarbstoffe verfigt.

Besonders bevorzugt ist demnach auch ein Verfshren, bei
dem die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen sind.

Bevorzugt ist es erfindungsgemdh ferner, dass besagte
Markierung eine Fluoreszenzmarkierung ist. Dabei ist
bevorzugt, dass man besagte Markierung durch
Chemilumineszenz, ihre UV-Absorption oder
Fluoreszenzpelarisation nachweist.

Ganz besonders ist es erfindungsgenmdh bevorzugt, dass man

die Behandlung dex DNA in Schritt a) mit einer Ldsung
eines Bisulfits (=Hydrogensulfit, Disulfit] durchfibrt.
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Besonders bevorzugt ist auch ein Verfahren, bei dem man
fur die Amplifikation Qligonukleotide verwendet, die
einsn mindestens 18 Basen langen Sequenzabschnitt einer
chemisch vorbehandelten DNA gemih einexr der Seg. ID 1 bis
Seg. ID 40712 umfassen. Damit wird sichergestelli, dass
man zu bisulfit behandelter DNA komplementére Primer
verwendet, welche in der Lage sind, regulatorische
Regionen (CpG inseln) zu amplifizieren, welche dann
nachfolgend hinsichtlich Methylierung untersucht werden
kdnnen.

Besonders bevorzugt ist auch ein Verfahren hei dem man in
einem Hybridisierurgsschritt Oligonukleotide und/oder
Peptide Nucleic Acid (PNA) Oligomere verwendet, die an
einen mindestens 9 Basen langen Sequenzabschnitt einer
chemisch vorbehandelten DNA gem#B einer der Seg. ID 1 bis
Seq. ID 40712 hybridisieren odexr diesem sntsprechen,
wobel die Basenseguenz mindestens ein CpG Dinukleotid
umfaft und sich das CpG Dinukleotid in etwa im mittleren
Drittel des Oligomers befindet. Diese Qligonukleotide
sind geeignet, spezifische CpG Positionen hinsichtlich
ihres Methylierungsgrades gen#f dem erfindungsgemiBen
Verfahren zu untersuchen. Sie binden bevorzugt an die
2Amplifikate behandelter DNA, welche aus einer an der
betreffenden Cytosin Positionen methylierten genomischen
DNZ Probe bhervorgingen.

Bevorzugt ist auch, dass die Markierungen ‘Radionuklide
sind.

Bevorzugt ist ferner, dass die Markierungen ablbsbare
Massenmarkierungen sind, die in einem Massenspektrometer
nachgewiesen werden.
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Briindungsgemahb besonders bevorzugt ist es, dass man die
PCR-Produkte insgesamt oder deren charakteristische
Fragmente im Massenspektrometer nachweist und somit durch
ihre Masse eindeutig charakterisiert sind.

ErfindungsgemiB besonders bevorzugt ist es, dass die
Oligomere (Oligonukleotide und/ader PNA-Oligomere) einer
Klasse die Sequenz 5 -CG-3° umfassen.

Erfindungsgem$h besonders bevorzugt ist es, dass die
Oligomere (Oligonukleotide und/oder PNA-Oligomere) einer
Klasse die Sequenz 5°~TG~3" und/oder die Sequenz 5" ~CA-3~
umfassen.

Besonders bevorzugt ist es ferner auch, dass die
Oligonukleotide der ersten Klasse die Sequenz 57-CG-3°
umfassen und die Oligonukleotide der zweiten Klassen die
Sequenz 5°~TG-3" und/oder die Sequenz 5 -CA-3° umfassen.

Bevorzugt ist es auch, dass die Oligonukleotide der
ersten und der zweiten Klasse auf einer gemeinsamen
Festphase immobilisiert sind. Auch ist dabei beverzugt,
dass die Oligonukleotide auf einer ebenen Festphase in
einem rechtwinkligen oder hexagonalen Raster angeordnet
sind und dex Ort bestimmter Oligonuklectide auf der
Pestphase mit deren jeweiligexr Sequenz korrveliert ist.

Ebenfalls besonders bevorzugt ist es, dass die Oligomere
der exsten und zweiten Klasse auf Beads immobilisiert
sind, welche mit einem Satz getrennt nachweisbaxer
Markierungen codiert sind. Letztere dienen zur
Jdentifizierung des Beads, d.h. der an das betreffende
Bead gebundenen Sequenzen. Die an die Beads gebundenen
Amplifikate werden dann mittels anderer Markierungen,
welche an die Bmplifikate gebunden sind, identifiziert.
Instrumente zur Durchfihrung solcher Messungen basierend
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auf Beads werden beipsielsweise von der Firma Luminex
angeboten.

Ganz besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemdBes
Verfahren, wobei men den Schritt b) in zwel Teilschritten
wie folgt duxrchfilhrt:

a) eine PCR Priamplifikation mit mindestens einem
Primerpaar unterschiedlicher Sequenz, die an eine nach
Anspruch 1 vorbehandelte DNA-Prcbe unspezifisch
hybridisieren und dsher im PCR Schritt mehr als ein
Anplifikat ergeben;

b) eine PCR Amplifikation des in der Prdamplifikation
gebildeten Produkts mit Primexn unterschiedlichex
Sequenz, die jeweils zu einem Abschnitt der nach Anspruch
1 vorbehandelten DNA~Probe [(+)-Strang oder (-)-Strang)
identisch oder revers komplementidr sind und an die zu
amplifizierende DNA spezifisch hybridisieren.

Unter Hybridisierung wird im Zusammenhang dieser
Erfindung eine Hybridisierung zweier gem#B den Watson-
Crick Regeln vollstédndig zueinander revers komplemenitérer
DRA-Einzelstrange verstanden, chne dass eine
Basenfehlpaarvng auftritt. Uracil wird in diesem
zZusammenhany wie Thymin betrachtet.

Exfindungsgemal bevorzugt ist es ferner, dass die
Anplifikation von mehreren DNA-Bbschnitten in einem
Reaktionsgefad durchfuhrt wird.

Weiterhin ist erfindungsgemsp bevorzugt, dass fir die
amplifikation eine hitzebesténdige DNA-Polymerase
verwendet wird. Besonders bevorzugt ist auch, dass die
fiir die Amplifikstion verwendeten Primeroligonuklsotide
der entweder nur die Basen T, A und C oder aber die Basen
T, A und G enthalten.

JP
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Bevorzugt ist es auch, dass mindestens 10 CpG Positionen
in unterschiedlichem Sequenzkontext gleichzeitig
analysiert werden. Besonders bevorzugt ist es, dass
nindestens 50 CpG Positionen in unterschisdlichem
Sequenzkontext gleichzeitig analysiert werden. Ganz
besonders bevorzugt ist es, dass mindestens 100 CpG
Positionen in unterschiedlichem Sequenzkontext
gleichzeitig analysiert werden. H&chst bevarxzugt ist es
dass mindestens 500 CpG Positionen in unterschiedlichem
Sequenzkontext gleichzeitig analysiert werden. Am
bevorzugsten ist es, dass mindestens 1000 CpG Positionen
in unterschiedlichem Sequenzkontext gleichzeitig
analysiert wexrden.

Brfindungsgemif bevorzugt ist das Verfishren, wobei die
genomische DNA-Probe aus %elllinien, Blut, Sputum, 3tuhl,
Urin, Gehirn-Rickenmarks-Fliissigkeit, in Paraffin
einbettetem Gewebe, beispielsweise Gewebe von Bugen,
Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge., Brust oder
Leber, histologischen Objekttrigern oder allen mtglichen
Kombinationen hiervon erhalten wurde.

Bevorzugt ist die Verwendung eines erfindungsgemifen
Verfahrens zur Diagnose und/oder Prognose nachteiliger
Ereignisse fir Patienten oder Individuen, wobei disse
nachteiligen Ereignisse mindestens einer der folgenden
Kategorien angehéren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen;

Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Schiden oder

Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltemsstérungen;
klinische, psychologische und sozisle Konsequenzen von
Gehirnschédigungen; psychotische Stérungen und
Perstnlichkelitsstérungen; Demenz und/oder assoziierte
Syndrome; kardiovaskuldre Krankbeit, Fehlfunktion und
Schédigung; Fehlfunktion, Sch&digung oder Krankheit des
gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schidigung oder
Krankbeit des Atmungssystems; Verletzung, Entziindung,
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Infektion, Immunitét und/cder Rekonvaleszenz;
Fehlfunktion, Schidigung oder Krankheit des Kérpers als
Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion,
Schadigqung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische
Fehlfunkiion, Schidigung oder Krankheit:; Kopfschmerzen
oder sexuelle Fehlfunktion.

Weiterhin ist die Verwendung eines erfindungsgemiBen
Verfahrens zur Unterscheidung von Zelltypen cder Geweben
oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung bevorzugt.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit,
umfassend ein Bisulfit enthaltendes Reagenz,
Primeroligonukleotiden zur Herstellung der Bmplifikate
vnd/oder vorzugsweise an einer Festphase immobilisierte
Oligonuklectiden sowie eine Bnleitung zur Durchfithrung
des erfindungsgeméhén Verfahrens. Die
Primeroligonukleotide und die immobilisierten
Oligonuklectide werden wie oben beschrieben avs den Seq.
IDs 1 bis 40712 abgeleitet.

Diese genomische DNA-Probe wird bevorzugt aus Zelllinien,
Blut, Sputum, Stubl, Urin, Gehirn-Rickenmarks-
Flissigkeit, in Paraffin einbettetem Gewebe,
beispielsweise Gewebe von Bugen, Darm, Niere, Hirxn, Herz,
Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histologischen
Objekttrigern oder allen mdglichen Kombinztionen hierwon
exhalten.

Bel diesem Verfahren wird im ersten Schxitt eine
genomische DNA-Probe derart behandelt, dass aufer den 5-
Methylcytosinbasen alle Cytosinbasen in Uracil
umgewandelt werden. Diese chemische Behandlung wird
bevorzugt mit der lésung eines Bisulfits
{=Hydrogensnlfit, Disuvlfit) durchgefihrt.
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Dieser Verfahrensschritt kann nicht nur mit dexr
genomischen DNA-Probe durchgefilhrt werden, sondexn
vorzugsweise sinngem&f auch mit bekanntermafen an der
Position des besagten bestimnten Cytosins methyliert oder
aber unmethyliert vorliegender Standard-DNA.

Im zweiten Schritt des Verfahrens wexrden die Teile der
genomischen DNA amplifiziert, die das besagte hestimmte
Cytosin enthalten. Dieser Schritt kann besonders
bevorzugt in zwei Teilschritten durchgefithrt werden:

1. Zuerst wird eine PCR Praamplifikation mit mindestens
einem Primerpaar unterschiedlicher Sequenz durchgefithxt,
die an eine chemisch vorbehandelte DNA hybridisieren.
Diese Vorbehandlung erfolgte chemisch derart, dass die
Cytosinbasen in Uracil umgewandelt wurden, nicht aber die
S5-Methylcytosinbasen.

2. Eine PCR-Amplifikation des in der Praamplifikation
gebildeten Produkts wird mit Primers unterschiedlicher
Sequenz durchgefihrt. Diese Primer sind identisch oder
revers komplement&r zu einem Abschnitt des chemisch
vorbehandelten DNA [ (+)-8trangs oder (-)-Strangs] und
hybridisieren spezifisch an die zu amplifizierende DNA.
Die Amplifikate enthalten vorzugsweise eine nachweisbaxe
Markierung.

Im folgenden dritten Schritt des Vexfahrens erfolgt eine
Hybridisierung der Amplifikate an bhevorzugt zwei Klassen
von Oligonukleotiden mit jeweils mindestens einem
Mitglied. In einer besonders bevorzugten Variante des
Verfahrens umfassen die Oligonukleotide der ersten Klasse
die Sequenz 5'-CG-3' und die Oligonukleotide der zweiten
Klasse die Sequenz 5'~TG-3' und/oder die Sequenz 5°-CA-
3'. Die Oligonukleotide der ersten und der zweiten Klasse
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sind vorzugsweise auf einer gemeinsamen Festphase
immebilisiert. Die Oligonuklsotide sind auf einer ebenen
Festphase in einem rechtwinkligen odexr hexagonalen Raster
angeordnet und der Ort der bestimmten Oligonuklectide ist
auf der FPestphase mit der jewsiligen Sequenz korreliert.

Die Oligonukleotide der ersten Klasse hybridisieren
bevorzugt an die Sequenz, welche aus der chemischen
Behandlung der genomischen DNA hervorgeht, wenn das
besagte bestimmte Cytosin in der genomischen DNA
methyliert vorlige. Die Oligonukleotide der zweiten
Klasse hybridisieren bevorzugt an die Sequenz, welche aus
der chemischen Behandlung der genomischen DNA herxvergeht,
wenn das besagte bestimmte Cytosin in der genomischen DNA
unmethyliert vorlige.

Die Zmplifikation won mehreren DNA-Abschnitten wird
besonders bevoxzugt in einem Reaktionsgefih durchgefihrt.
Bevorzugt filihrt man die Amplifikation mit der
Polymerasekettenreaktion (PCR) durch, wobei vorzugsweise
eine hitzebestédndige DNA-Polymerase verwendet wird.

Die fir die Amplifikation verwendeten )
Primercligonuklectide enthalten bevorzugt entweder nur
die Basen T, A und C oder aber die Basen T, A und G.

Im vierten Verfahrensschritt wird das Busmaf der
Hybridisierung der Bmplifikate an die zwel Klassem von
Oligonukleotiden durch die Detektion der Markierungen der
Amplifikate bestimmt. Die Markierungen sind besonders
bevorzugt Fluoreszenzmarkierungen, Radionuklide oder
abldsbare Massenmarkierungen, die in einem
Massenspektrometer nachgewiesen werden. Die Markierung
werden vorzugsweise ebenfalls durch Chemilumineszenz, UV-
Absorption oder Fluoreszenzpelarisation nathgewiesen. Die
PCR-Produkte kénnen auch bevorzugt insgesamt oder zls
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deren charakteristische Fragmente im Massenspektrometer
nachgewiesen werden. Somit sind die PCR-Produkte durch
ihre Masse eindeutig charakterisiert.

Im letzten Verfahrensschritt wird aus dem Verh&linis dex
an den zwel Klassen von Oligonukleotiden in Folge der
Hybridisierung detektierten Markierungen auf den
Methylierungsgrad des besagten bestimmten Cytosins in dex
genomischen DNA-Probe geschlossen.,

Die jeweils wit der unmethylierten Standard-DNA
gemessenen Verhiltnisse der an den beiden Klassen von
Cligonukleotiden detektierten Markierungen dienen
vorzugsweise als Eichwert fir einen Methylierungsgrad von
0.

Entsprechend dienen die jeweils mit der methylierten
Standard-DNA gemessenen Verhdltnisse der an den beiden
Klassen vonr Oligonukleotiden detektierten Markierungen
vorzugsweise als Bichwert fir einen Methylierungsgrad wvon
1. Diese Eichwerte werden besonders bevorzugt fir die
Bestimmung des Methylierungsgrades der-genomischen DNA-
Proben eingesetzt.

Fitr die Eichung konnen vorzugsweise auch weitere bekannte
Standard DNA-Proben zur Bichung verwendet werden, die
jeweils einen beliebigen bekannten Methylierungsgrad des
besagten bestimmten Cytosins aufweisen.

Das Verfahren ist dadurch charakterisiert, dass bevorzugt
mindestens 10 CpG Positionen in untexschiedlichem
Sequenzkontext gleichzeitig analysierxt werden. Ferner
ktnnen vorzugsweise mindestens 50 Cp6 Positionen in
unterschiedlicher Seguenzkontext gleichzeitig analysiert
werden. Bevorzugt ist auBerdem, dass mindestens 100 CpG
Positionen in unterschiedlichem Sequenzkontext
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gleichzeitig analysiert werden. Sehr beverzugt ist die
gleichzeitige Analyse von mindestens 500 CpG Positionen
in unterschiedlichem Sequenzkontext. Besonders bevorzugt
ist abschlieBend die gleichzeitige Analyse von mindestens
1000 CpG Positionen in unterschiedlichem Seguenzkontext.

Das beschriebene Verfahren wird bevorzugt verwendet zur
Diagnose und/oder Progpose nachteiliger Ereignisse fiir
Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen
Ereignisse mindestens einer der folgenden Kategorxien
angehdren: unerviinschte Arzneimittelwirkungen:
Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Schéden oder
Erankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstérungen;
klinische, psychclogische und soziale Konseguenzen von
Gehirnschidigungen; psychotische Stérungen und
Personlichkeitsstdrungen; Demenz und/oder assoziierte
Syndrome; kardiovaskul&re Krankheit, Fehlfunktion und
Schddigung; Fehlfunktion, Sché&digung oder Krankheit des
gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schidigung oder
Krankhelt des Atmungssystems: Verletzung, Entzindung,
Infektion, Inmunit#t und/oder Rekonvaleszenz;
Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Kérpers als
Abweichung im Entwicklungsprozegs; Fehlfunktion,
Schidigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des
Bindegevebes oder der Knochen; endokrine und metabolische
Fehlfunktion, Schidigung oder Krankheit; Kopfschmerzen
oder sexuelle Fehlfunktion.

Das vorliegende Vexrfahren wird besonders bevorzugt
verwendet zur Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben
oder zux Untersuchung der Zelldifferenzierung.

Durch Bestimmung der Hybrisierungsverhilinisse zwischen
den zwel eingesetzten Klassen won Oligonukleotiden (z.3.
enthaltend CG/TG) wird Unabhingigkeit von der Intensitét
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der Gesamthybridisierung der unbekannten Gewebeproben
erreicht.

Zur Kalibrierung von unbekannten Gewebeproben werden
unmethylierte und aufmethylierte Vergleichsproben als
Standards eingesetzt.

Bestandteil dieses Verfahrens ist ferner ein XKit, das ein
Bisulfit enthaltendes Reagenz, Primeroligonuklectide zur
Rerstellung der Amplifikate und/oder vorzugsweise an eine
Festphase immobilisierte Oligonukleotide umfasst. Die
Oligonukleotide (erste Klasse) umfassen die Sequenz 5'-
CG-3*. Die Oligonkleotide (zweite Klasse} umfassen die
Sequenz 5'-TG-3' und/oder die Seguenz 5'-Ca-3'. Zu dem
Kit gehdrt auch eine Anleitung zur Durchfiihrung des
Verfahrens.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin die
Nukleins&uren, die sich fUr die Durchfithrung des
Verfahrens besonders eignen.

Gegenstand der BErfindung ist auch ein Satz von mindestens
10 Oligomersonden (Oligonukleotiden und/cder PNA~
QOligomeren), die zur Detektion des Cytosin-
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter
genomischer DNA (Seq. ID 1 bis Seq. ID 40712) dienen. Mit
diesen Sonden ist die Analyse eines Satzes genstischer
und/oder epigenetischer Parameter zur Diagnose von
bestehenden Erkrankungen oder fir die Diagnose der
Priadisposition fiir bestimmte Erkrankungen méglich.

Gegenstand der vorliegenden Erxfindung ist auch ein
mindestens 18 Basen langer Sequenzabschnitt einex
behandelten DHA gemdfh einer der Seq. ID 1 bis Seq. ID
40712. Diese 18 Basenpaare lange Abschnitte aus Seg. ID 1
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bis Seq. ID 40712 werden fir die Amplifikation der
behandelten genomischen DNA benutzt. Als Detektoren fiix
diese Abschnitte werden Oligomere mit einer L#nge von

mindestens ¢ Nukleotiden vexrwendet.

Die Oligomere enthalten bevorzugt mindestens ein CpG
Dinukleotid. Das Cytosin des entsprechenden CpG
Dinukleotids befindet sich in etwa im mittleren Drittel
des Oligomers. Entscheidend ist, dass im jeweiligen Satz
wvon Oligomeren fiir zumindest jedes der CpG Dinukleotide
mindestens ein Oligonukleotid aus Seg. ID 1 bis Seq. ID
40712 vorhanden ist.

Die Oligomere werden bevorzught auf einem Trégermaterial
in einer fixierten Anordnung hergestellt, wobei
mindestens ein Oligomer an eine feste Phase gekoppelt
wird. Verfahren zur Bindung von Oligomersonden an

Festphasen sind dem Fachmann bekannt.

Wichtig ist in diesem Zusammenhang ferner, dass man zur
Diagnose von genetischen und/oder epigenetiséhen
Parametexrn der beanspruchten Nukleins&uren (Seq. ID 1 bis
Seg. ID 40712) nicht einzelne CpG Dinukleotide, sondern
die eine grosse Anzahl der in cen Sequenzen vorhandenen
CpG Dinuklectide analysieren muss. In einer besonders
bevorzugten Variante des Verfahrens sind alle in den
Sequenzen vorhandenen CpG Dinukleotide zu untersuchen.

Wiederum bevorzugt ist es, dass alle Oligomersonden die
gleiche Lénge haben. Besonders bevorzugt sind weiterhin
alle l8mere, welche ein CG Dinukleotid in der Mitte
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aufweisen und die an eine der Seq. ID 1 bis Seg. ID 40712

ohne Basenfehlpaarungen hybridisieren.

In einer wiederum bevorzugten Variante des Verfahrens
werden wmindesten zehn der Oligomere zur Detektion des
Cytosin-Methylierungszustandes und/oder von Single
Nucleotide Polymorphismen (SNPs} in chemisch

vorbehandelter genomischer DNA verwendet.

Die Oligomere werden vorzugsweise verwendet zur Diagnose
von uvnerwiinschien Brzneimittelwirkungen,
Krebserkrankungen, CNS-Fehlfunktionen, Schiéden oder
Brkrankungen, aggressiven Symptomen oder
Verbaltensstérungen, klinischen, psychologischen und
sozlalen Folgen von Gehirnverletzungen, psychotische
Stérungen und Perstnlichkeitsstdrungen, Demenz und/oder
assoziierten Syndromen, kardiovaskul#drer Krankheit,
Fehlfunktion, Schédigung oder Exkrankung des
gastrointestinalen Traktes, Fehlfunktion, Schidigung oder
Erkrankung des Atmongssystems, Verletzung, Entzimndung,
Infektion, Immunit&t und/oder Rekonvaleszenz,
Fehlfunktion, Schidigung oder Brkrankung des Kbrpers als
Abweichung im Entwicklungsprozess, Fehlfunktion,
Schadigung oder Erkrankung der Haut, der Muskeln, des
Bindegewebes oder der Knochen, endokrine und metabolische
Fehlfunktion, Schidigung oder Erkrankung, Kopfschmerzen
und sexuellen Fehlfunktionen durch Analyse von

Methylieruvngsmustern.

Auch von den im Sequenzprotokoll aufgelisteten
Hukleinssuren oder erheblichen Teilen davon (Seg. ID 1

bis Seg. ID 40712) wird vorzugsweise mindestens eine
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verwendet fiir gie Analyse eines Satzes genstischer
uvnd/oder epigenetischer Parameter zur Diagnose von
bestehenden Erkrankungen oder ftir die Diagnose dex

Pradisposition fiir bestimmte Brkrankungen.

Dem Fachmann wird versténdlich sein, dass die Oligomere
bel einem Austausch von Thymin gegen Uracil in den
verwvendeten Seguenzen den gleichen Zweck exfilllen.

Die zu analysierende genomische DNA wird bevorzugt aus
den iblichen Quellen fiixr DNA erhalten, wie z. B.
Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-
Riickenmarks-Flizssigkeit, in Paraffin eingebettetes
Gewebe, beispielsweise Gewebe von Rugen, Darm, Niere,
Birm, Herz, Prostata, lunge, Brust oder Leber,
histclogische Objekttriger und alle mdglichen
Kombinationen hiervon.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch
Nukleinsguren, umfassend einer mindestens 18 Basen langen
Sequenzabschnitt einer chemisch vorbehandelten DNA gem&B
einer der Seg. ID 1 bis Seq. ID 40712.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein
Oligomer (Oligonukleotid oder Peptide Nucleic Acid (PNA)-
Oligomer) zur Detektion des Cytosin-
Metbylierungszustandes in chemisch vorbehandelter DNA,
unfassend jeweils mindestens eine Basensequenz mit einer
L&nge von mindestens 9 Wukleotiden, die an eine chemisch
vorbehandelte DNA (Seg. ID 1 bis Seq. ID 40712}
hybridieiert. Dabei ist es erfindungsgemdB bevorzugt,
dass die Basensequenz mindestens ein CpG Dinukleotid
umfasst. Bevorzugt ist dabei auch, dass das Cytosin des
CpG Dinvkleotids in etwa im mittlexen Drittel des
Oligomers befindet.
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Gegenstand der Brfindung ist auch ein Satz von
exfindungsgemsfen Oligomeren, uwfassend mindestens ein
Cligomer £0r zumindest eines der CpG Dinukleotide einer
der Sequenzen der Seq. ID 1 bis Seq. ID 40712. Bevorzugt
ist dabei, ein Satz von Oligomeren, umfassend fir jedes
der CpG Dinukleotide aus einer der Sequenzen dex Seg. ID
1 bis Seq. ID 40712 mindestens ein Oligomer.

Gegenstand der vorliegenden Erxfindung ist auch einSatz
von mindestens zwei Nukleins&uren, die als
Primeroligonukleotide zur erfindungsgemiken Amplifikation
mindestens einer der Seq. ID 1 bis Seg. ID 40712 ogder
Bbschnitten davon eingesetzt werden. Dabei ist bevorzugt,
dass mindestens ein Qligonukleotid an eine PFestphase
gebunden ist.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Satz von
Oligomersonden zur Detekticm des Cytosin-~
Methylierungszustandes und/cder von Single Nucleotide
Polymorphismen (SWPs) in chemisch vorbehandelter
genonischer DNA gem4R einer der Seq. ID 1 bis Seq. IPD
40712, umfassend mindestens zehn der erfindungsgemifen
oben genannten Oligomere.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner ein
Verfahren zur Herstellung einer auf einem Trigermaterial
fixierten Anordnung von unterschiedlichen Oligomeren
(Array)} zur Analyse von in Zusammenhang mit dem
Methylierungszustandes der CpG Dinukleotide einer der
Seq. ID 1 bis Seg. ID 40712 stehenden Erkrankungen, bei
dem mindestens ein Oligomer erfindungsgemif an eine feske
Phase gskoppelt wird.
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Gegenstand der Exfindung sind auch an eine Festphase
gebundene Anordnungen von unterschiedlichen
erfindungsgemifen Oligomeren ({Rrray).

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Arzay
von unterschiedlichen Oligonukleotid- und/cder PNA-
Oligomersequenzen wobeli diese auf einer ebenen Festphase
in Form eines rechtwinkligen oder hexagonalen Gittexs
angecordnet sind. Bevorzugt ist dabei, dass die
Festphasenoberfléche aus Silizium, Glas, Polystyrol,
Alvminium, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, Silber oder Gold
bestent.

Erfindungsgemdf ist anch ein DNR- und/oder PNA-Array zur
Bnalyse von in Zusammenhang mit dem Methylierungszustand
von Genen stehenden Erkrankungen, der mindestens eine
exrfindungsgemife wie oben beschriebens Nukleinsiure
beinhaltet.

Die folgenden Beispiele erldutern die Exfindung.

Beispiel 1:
Rerstellung von nicht- und aufmethylierter DWA und
Bisulphit-Behandlung

Fir die Herstellunyg aufmethylierter DNA wurden humane
genomische DNA mit S-Adenosylmethion und dexr CpG
Methylase (SssI, New Englancd Blolabs, ) nach Angaben des
Herstellers behandelt. Fir die Herstellung nicht-
methyliertexr DNA wurde das Genfragment ELK~1 (Accession
number ep58011) mit den Primer GCTCTARTGGTCTTGTCTAACCGTA
und AGGTGGTGGTGGCGETEG ausgehend von humaner genomischer
DNA, mittels PCR amplifiziert. Die so hergestellte nicht-
und aufmetnylierter DNA, wie auch humane genomische DNA,
wurde untexr Verwendung von Bisulphit (Hydrogensulfit,
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Disulfit) derart behandelt, dass alle nicht an der 5-
Position der Bagze methylierten Cytosine so verindert
werden, dass eine hinsichtlich dem Basen?aarungsverhalten
unterschiedliche Base entsteht, wihrend die in 5-Position
methylierten Cytosine unverindert bleiben. Wird fiir die
Rezktion Bisulfit im Konzentrationsbereich zwischen 0.1 M
und 6 M verwendet, so findet an den nicht methylierten
Cytosinbasen eine Addition statt. Zudem missen ein
denaturierendes Reagenz oder Lésungsmittel sowie ein
Radikalfanger zugegen sein. Eine anschliebende alkalische
Hydrolyse filhrt dann zur Umwandlung von nicht
methylierten Cytosin-Nukleobasen in Uracil. Diese
umgewandelte DNA dient dazu, methylierte Cytosine
nachzuweisen.

Beispiel 2:
Rerstellung der CyS-markierten Gensonden

Zusgehend von den Bisulphit behandelten DNA Proben wird
je ein definiertes Fragment der Linge 523 bp aus der
Promoterregion des ELK-1 Gens amplifiziert (Bccession
number ep59011l). Die Amplifikation wird mit den
Primeroligonukleotiden ATGGTTTTGTTTAATYGTAGAGTTCTIT und
TARACCCRAAAABADMAAAACCCAATAT durchgefiihrt. Durch Verwenden
von Primercoligonuklectiden, die mit dem
Fluoreszenfarbstoff Cy5 marxkiert sind, wird das Fragment
direkt bei der PCR markiert. Als Matrix DNA wird
Bisulpbit (Hydrogensulfit, Disulfit) behandelte (1)
nichtmethylierte, (2) aufmethylierte und (3) humane
genomische DNA verwendet. AnschlieBend werden diese drei
unterschiedlichen DNA-Fragmente in getremnten
Hybridisierungen auf ihren Methylierungsgrad an einer
spezifischen CpG Position untersucht.
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Beispiel 3:
Durchfihrung der Hybridisierung und Auswertung eines
hybridisiexten DNa~“Chip®

Die in Beispiel 2 hergestellte Gensonden wird auf einem
DNA Chip hybridisiert. Auf dem Chip sind zuvor
Oligonukleotide immobilisiert worden. Die
Oligonukleotidesequenzen leiten sich von dem in Beispiel
2 genannten amplifizierten Fragment des Gens BLK-1 ab,
und représentierten die CG Dinuklectide, die unmittelbare
Umgebung einschliefend. Die Lange der Oligonukleotide
betraégt 14-22 Rukleotide, die Position des CG
pinukleotides innerhalb der Oligonukleotide ist variabel.
Nach der Bybridisierung wird der DNA Chip gescannt {siehe
Fig. 1) und die Hybridisierungssignale - numerisch
ausgewertet {Daten nicht gezeigt). Das Ergebnis der
Hybridisierung ftir die Oligonukleotide CTACTCARCGRABACAAA
und CTACTCAACARAARCAAA wird in Fig. 1 und Fig. 2 gezeigt.
Hierbei hybridisiert CTACTCAACGABAACARA bevorzugt, wenn.
das zu Cytosin des ELK-1 Fragments, welches sich an
Position 103 des Bmplifikates befindet, methyliert ist,
CTACTCARCAABABCRAR wenn dieses Cytosin nicht-methyliert
ist. .

In Figuor 1 ist ¢in DMA Chip nach Bybridisieruny mit dem
BLK-1 Fragment dargestellt. Dargestellt ist das
Falschfarben-Bild wie es nach dem Scannen erzeugt wixd.
Entgegen der hier dargestellten schwarz-weif Abbildung
wird von gdem Scanner ein farbiges Bild erzeungt. Die
Intensitdt der verschiedenen Farben reprisentiert den
Grad der Hybridisierung, wobel der Hybridisierungsgrad
von rot (in Figur 1 als helle Spots zu erkennen) nach
blau (in Figur 1 als dunkle Spots zu exkennen) abnimmt.

Figur 2 A stellt eine Teilakbildung wvon Figur 1 dar. Zur
Verdeutlichung des Hybridisierungsschemas sind die
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gespotteten Oligonkleotildpaare weif umrandet:

ctactcaacaaaaacaaa (links) und ctactcaacgaaaacaaa

{xechts).

Teilabbildung Figur 2 B zeigt das Spottingmuster fiir
einen unbekannten Methylierungsstatus der Gewebeprobe und
Teilabbildung Figur 2 C den Methylierungsstatus fiir die
aunfmethylierte Vergleichsprobe.

Tebelle 1:
Probe A Probe B Probe C
( hyllert) (unbekannt) ammmmg
Sequenz des IFluoreszenz |MittelwerlFluoreszen [WittsiweriFluoreszen [Mitteiward
{Retektionsaligomers ((counts) lz (counts) z {counts)
clactoanagesnacana 362 5102 ~ [pooz
ctectcascgansacaas {2950 pr7s 858
biscicaacgeasacasa 119 6360 4%
otactcanc 5181 521 11401
920 6190 8197
lptactcancaaaaacaaa {29577 [Fo74 7290
tach ans (19702 0171 685
ktactcaacasanacass  [24130 7603 0286
|tectcaacananacana 21601 9434 12435
21504 8321 9748
CG/CA 0,28 0,74 k.34

Der Mittelwert ist jewells ftir eine Wellenlange von 635
nm angegeben. In Spalte A werden die Werte fiir die
unmethylierte Probe, in Spalte B fir einen unbekannten
Methylierungsstatus einer Gewebeprobe und in Spalte C die
Werte fir die aufmethylierte Vergleichsprobe. Die CG/CA
Verhsltnisse reprasentieren den Methylierungsstatus der

jeweiligen Probe. Der Wert von 0,74 zeigt, dass die Probe
im wesentlichen in aufmethylierter Form wvorliegt.

JP
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Beispiel 4:

Das folgende Beispiel bezieht sich auf ein Fragment des
mit dem vererbbaren non-polyposis Colorektalkrebs
assoziierten Gens hMLHl, in dem eine bestimmte CG-
Position anf Methylierxung untersmcht wird.

Im ersten Schritt wird eine genomische Sequenz unter
Verwendung von Bisulfit (Hydrogensulfit, Disulfit) derart
behandelt, dass alle nicht an der 5-Position der Base
metbylierten Cytosine so veréndert werden, dass eine
hinsichtlich dem Basenpaarungsverhalten unterschiedliche
Base entsteht, wdbrend die in 5-Position methylierten
Cytosine unverdndert bleiben. Wird filr die Reaktion
Bisulfit im Konzentrationsbereich zwischen 0.1 M ungd 6 M
verwendet, so findet an den nicht methylierten
Cytosinbasen eine Addition statt. Zudem missen ein
denaturierendes Reagenz oder Lbsun@smittel sowie ein
Radikalféngexr zugegen sein. Eine anschliefende alkalische
Hydrolyse filhrt dann zur Umwandlung von nicht
methylierten Cytosin-Nukleobasen in Uracil. Diese
umgewandelte DNA dient dazu, methylierte Cytosine
nachzuweisen. Im zweiten Verfahrensschritt verdiinnt man
die behandelte DNA-Probe mit Wasser oder einexr widssrigen
Losung. Bevorzugt wixd anschliessend eine Desulfonisrung
der DNA (10-30 min, 20-100 °C) bei alkalischem pH-Wert
durxchgefihrt. Im dritten Schritt des Verfahrens
amplifiziert man die DNA~Probe in einer
Polymerasekettenreaktion, bevorzugt mit einer
hitzebestidndigen DNA-Polymerase. Im vorliegenden Beispiel
werden Cytosine des Gens hMLH1, hier ans einer 1551 bp
grofen 5' flankiersnden Region, untersucht. Dazu wird mit
den spezifischen Primeroligonukleotiden
AGCAACACCTCCATGCACTG und TTGATTGGACAGCTTGAATGC ein
definiertes Fragment der Linge 719 bp amplifiziert.
Dieses Amplifikat dient als Probe, die an ein vorher an
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einer Festphase gebundenes Oligonukleotid unter
Ausbildung einer Duplexstruktur hybridisiert,
beispielswsise GAAGAGCGGACAG, wobei sich das
nachzuweisende Cytosin an Position 588 des Amplifikats
befindet. Der Nachweis des Hybridisierungsprodukts bexuht
auf Cy3 und Cy5 fluoreszenzmarkierten
Primeroligonukleotiden, die f(r die Amplifikation
verwendet wurden. Nur wenn in der Bisulfit behandelten
DNA an dieser Stelle ein methyliertes Cytosin worgelegen
hat, kommt es zu einer Hybridisierungsreaktion dex
amplifizierten DNA mit dem Oligonukleotid. Somit
entscheidet der Methylierungsstatns des jeweiligen zn
untersuchenden Cytosins tiber das Hybridisierungsprodukt.

Beispiel 5:
Berstellung von durch Bisulfit medifizierter DNAR durch
Agarose beads

In dem vorliegenden Experiment wird, ausgehend won mit
Bisulfit behandelter DNA, ein definiertes Fragment der
Lange 529 bp aus der Promoterregion des ELK-1 Gens
(Accession number ep59011) amplifiziert.. Durch Verwenden
dex Primeroligonukleotide ATGGTTTTGTTTAATYGTAGAGTIGTTT
und TABACCCRARRAARRAAAACCCAATAT, die mit dem
Fluoreszenfarbstoff RLEXA 488 markiert sind, wird das
Fragment direkt bei der PCR markiert. Oligonukleotide der
ersten Klasse (hier beispielsweise ATTAATAGCGTTTTGGTT)
und der zweiten Klasse (hier: beispielsweise
ATTAATAGTGTTTTGOCIT) werden an den Oberfldchen von beads
immobilisiert, ¢ie sich durch eine individuelle
Farbkodierung unterscheiden. In einem folgenden Schritt
werden die mit den oben genannten Primerxoligonuklecotiden
hergestellten Amplifikate des Gens ELK-1, mit einem
Gemisch beider Klassen der beads zusammengebracht, wobei
die AZmplifikate gegen die immobilisierxten
Oligonukleotide, hier beispielsweise ATTARTAGCGTTTTGGTT
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und ATTAATAGTGTTITGSTT, wobei sich das nachzuveisende C
bzw. T Jeweils an Position 476 des Amplifikats befindet,
hybridisieren. AnschlieBend werden die beads vereinzelt,
dann durch Fluoreszenzmessung anhand ihrer Farbkodieruag
identifiziert und durch Messung der
Fluoreszenintensitéten, die spezifisch fiir den
Fluoreszenzfarbstoff ALEXA 488 sind, der Grad der
Hybridisierung ermittelt.

Beispiel 6:
Verwendung von multiplen Farbstoffen zur internen
Kalibrierung

Ausgehend von mit Bisulfit behandelter DNA wirgd ein
definiesrtes Fragment dex L&nge 529 bp aus der
Promoterregion des ELK~1 Gens amplifiziert. Durch
Verwenden fluoreszenzmarkierter Primeroligonukleotide
ATSGTTTTCTTTAATYGTAGAGTTGTTT und
TARACCCRARRABABRARRACCCAATAT, wird das Fragment direkt hei
der PCR markiert. Fir die PCR Reaktion, die auf einem
Thermocycler (Bppendoxf GmbH) durchgefihrt wird, wexrden
10 ng von mit Bisulfit behandelter DNB, 6 pmol je Primer,
200 pM je oNTP, 1.5 mM MgCl, und 1 U HotstartTag (Qiagen
RG) eingesetzt. Die ubrigen Bedingungen werden den
Herstellerangaben gem#B gewdhlt. Fir die Amplifikation
wird eine Denaturiexung fiir 14 min bei 96°C duxchgefithrt,
woran sich 39 Zyklen mit den Bedingungen 60 sec bei 96°C,
45 sec bei 55 °C und 75 sec bei 72 °C anschliefen. Zum
Schluss wird eine Elongation fir 10min bei 72°C
durchgefithrt. Im vorliegenden Fall wexden die zu
vntersuchenden Proben, hier Gewebe von gesunden und
kranken Personen, mit dem FParbstoff Cy2 markiert. Zur
internen Kalibrierung des Methylierungsstatus werden
Primeroligonukleotide zur Amplifikation der Proben fur
die Kalibrierung verwendet, die mit den
Fluoreszenfarbstoffen Cy3 und Cy5 markiert singd. Die
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Bmplifikate aus den Proben fiir die XKalibrierung
représentieren einen bekannten Methylierungsstatus, zum
einen, einen Zustand hundertprozentiger Methylierung und
zum anderen einen nicht-methylierten Zustand. Da bei
diesem Verfahren die Verh#ltnisse der Farbintensit&ten
der Fluoreszenzfarbstoffe, die unter Verwendung des
ScanArray 4000XL, Packard BioScience-BioChip
Technologies, gemessen werden, zwischen zwei Klassen von
Oligonukleotiden, hier beispielsweise ATTAATAGCGTITTGGTT
und ATTAATAGTGTTTTGGTT, wobei sich das nachzuweisende ¢
bzw. T jeweils an Position 476 des Amplifikats befindet,
berechnet werden, kann, das Verhdltnis von methyliertem
zu nicht methyliertem Zustand der unbekannten Proben
exmittelt werden.

Beispiel 7:

Verwendung von multiplen Farbstoffen zur Erhdhung des
Probendurchsatzvolumens und zur Erhdhung der
2Analysekomplexitat

Das vorliegende Experiment dient dazn, verschiedene
Proben in einem einzigen Hybridisierungsschritt zu
analysieren und dadurch das Probendurchsatzvelumen zn
erh¢hen. Dazu wird von vier Individuen jeweils aus dex
Promotorregion des Gens ELK-1 jeweils ein definiertes
Fragment der Linge 529 bp ausgehend von mit Bisulfit
behandelter DNA, mit den Primeroligonukleotiden
ATGGTTTTGTTTAATYGTAGAGTTGTTT und
TAAACCCRAAAAAAARAAACCCAATAT, amplifiziert. Diese von den
vier Individuen stammenden Fragmente werden mit den vier
verschiedenen Fluoreszenfarbstoffen Cy3, Cy5, Cy2 und Cy7
markiert und gegen immobilisierte Oligonukleotide, hier
beispielsweise ATTRATAGCGTTTTGSTT und ATTAATAGIGTTTTGGTT,
wobei sich das nachzuweisende C bzw. T jeweils an
Position 476 des Amplifikats befindet, hybridisiert.
Diese verschieden fluoreszenzmarkierten Proben werden
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anschliefend bei unterschiedlichen Wellenlédngen
analysiert, ohne dass es zu einer gegenseitigen, auvf
einer Fluoxeszenfarbstoff basierenden Beeinflussung,
kommt .

Umgekshrt ist es anch méglich, ausg einer DNA Probe
verschiedene unterschiedliche S&tze von Fragmenten zu
erzeugen, die mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert
sind, hier Cy2, Cy3 und Cy5. Wird ein Satz von
Oligonukleotidsonden fiix 64 Gene (Satz 1) auf einem Chip
immobilisiert, so ist die Spezifitat ausreichend, um 64
z.B. Cy3 markierte Fragmente unabhingig voneinander zu
analysieren.. Dadurch, dass hier Proben von Satz 1 mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 und Proben von Satz 2 mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert werden (und Satz 3
mit Cy2), wird die Detektion des Methylierungsstatus iUber
die Fragmente des Satzes 1 bei der Messung der
Fluoreszenzintensititen nicht durch die
fluoreszenzmarkierten Amplifikate der Sitze 2 und 3
beeinflusst (und umgekebrt). Damit ist es mdglich, trotz
erhdhter Komplezitit dexr Amplifikate gleichermaBen
zuverldssige Daten zn erzeugen wie bei einer Komplexitit
von 64 amplifikaten.

Verwendung von multiplen Farbstoffen zur Verifizierung
der experimentellen Reproduzierbarkeit.

In dem vorliegenden Experiment werden gleiche PCR-
Amplifikate mit vier verschiedener Fluoreszenfarbstoffen
markiert und diese in 4 facher Redundanz verifiziert.
Dazu wird, ausgehend von mit Bisulfit behandelter DNA,
ein definiertes Fragment der Linge 529 bp aus der
Promoterregion des ELK-1 Gens mit den
Primeroligonukleotiden ATGGTTTTGTTTARTYGTAGAGTTGTIT und
TARACCCRAAAAAALAARACCCAATAT, amplifiziert und gegen
immobilisierte Oligonukleotide, hier beispielsweilse
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ATTAATAGCGTTTTGGTT und ATTAATAGTGTITTGGTT, wobei sich das
nachzuweisende C bzw. T jeweils an Position 476 des
Rnplifikxats befindet, hybridisiert. Durch Verwenden von
mit Cy3, Cy5, Cy2 und Cy7 fluoreszenzmarkierten
Primeroligonuklectiden werden die Verhiltnisse der
unterschiedlich fluoreszenzmarkjerten Proben verglichen’
und auf diese Weise eine hohere experimentelle Sicherheit
exzielt.

JP 2004-516821 A 2004.6.10



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

10

15

20

25

30

35

(68)

WO 02/18632 PCT/EROL/10074

43
Patentanspriiche

Verfahren zur Detektion des Methylierungsgrades eines
bestimmten Cytosing im Seguenzkontext 5°-CpG-3~ einer
genomischen DNA-Prcbe, dadurch gekennzeichnet, dasse

a) man die genomische DNA chewmisch behandelt,
wobei man die Cytosinbasen in Uracil umwandelt, nicht
aber die 5-Methylcytosinbasen;

b) wan Teile der genomischen DNA amplifiziert, die
das besagte bestimmte Cytosin enthalten, wobei die
Amplifikate eine nachweisbare Markierung erhalten;

c) man die amplifikate an zwei Klassen ven
Oligonuklectiden und/oder PNA-Oligomeren mit jeweils
mindestens einem Mitglied hybridisiert;

aj man das Ausmaf der Hybridisierung der
Emplifikate an die zwei Klassen von Oligonukleotiden
und/cdexr PNA-Oligomeren durch Detektion der
Markierung der Amplifikate bestimmt;

e wan aug dem Verhdltnis der an den zwei Klassen
von Qligonukleotiden und/oder PNA-Oligomeren in Folge
der Hybridisierung detektierten Markierungen auf den
Methylierungsgrad besagten bestimmten Cytosins in der
genomischen DNA-Probe schliefRt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass in Schritt c) eine Hybridisierung der
amplifikate an zwei Klaggen von Oligomeren
(Oligonukleotiden und/oder PNA-Oligomeren) mit
jeweils mindestens einem Mitglied erfolgt, wobei die
Cligomere der ersten Klasse bevorzugt an die Sequenz
hybridisiexen, welche aus der chemischen Behandlung
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dexr genomigchen DNA hervorgeht, wenn das besagte
bestimmte Cytosin in der genomischen DNA methyliert
vorlage und wobei die Oligomere der zweiten Klasse
bevorzugt an die Sequenz hybridisieren, welche aus
der chemischen Behandlung der genomischen DNA
hervorgeht, wenn das besagte bestimmte Cytosin in der
gencmischen DNAR unmethyliert vorlige.

verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass in Schritt ¢) eine Hybridisierung dexr
amplifikate an zwei Klassen von Oligomeren
{Oligonukleotiden und/oder PNA-Oligomeren) mit
jeweils mindestens eimem Mitglied exfolgt, wobei die
Oligomere der ersten Klasse bevorzugt an die Sequenz
bybridisieren, welche aus der chemischen Bebandlung
der genomischen DNA hervorgeht, wenn das besagre
bestimmte Cytosin in der gencmischen DNA methyliert
vorlidge und weniger bevorzugt an die. Sequenz, welche
aus der chemischen Behandlung der genomischen DNA
hervorgeht, wenn das besagte bestimmte Cytosin in dex
genomischen DNA ummethyliert vorlége und wobei die
Oligomere der zweitenm Klasse an das zu untersuchende
Amplifikat im wesentlichen unabbdngig von dem
Methylierungsgrad besagten bestimmten Cytosins in dexr
genomischen DNA hybridisieren.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekemnzeichnet,
dass in Schritt c) eine Hybridisierung dexr
amplifikate an zwei Klassen von Oligomeren
{Oligonukleotiden und/oder PHA~Oligomerem) mit
jeweils mindestens einem Mitglied erfolgt, wobei die
Oligomere der ersten Klasse bevorzugt an die Sequenz
hybridisieren, welche aus der chemischen Behandlung
der genomischen DNA hexvorgeht, wenn das besagte
bestimmte Cytosin in der genomischen DNA unmethyliert
vorlage und weniger bevorzugt an die Sequenz, welche
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sus der chemischen Behandlung der genomischen DNA
hervorgeht, wemn das besagte bestimmte Cytosin in dex
gencomischen DNA methyliert vorlige und wobeil die
Oligomere der zweiten Klasse an das zu untersuchende
2mplifikat im wesentlichen unabhéngig von dem
Methylierungegrad bessagten bestimmten Cytosins in dex
genomischen DNA hybridisieren.

verfahren nach einem der Anspriiche 1 big 4, dadurch
gekennzeichnet, dass man das Verfahren nicht nur mit
der gemomischen DNA-Probe durchfiihrt, sondern
ginngemdfl auch mit bekauntermafen an der Position des
besagten bestimmten Cytosins methyliert oder aber
unmethyliert vorliegender Standard-DNA, wobei die
jeweils mit der unmmethylierten Standard DNA gemiss
Anspruch 1 gemessenen Verh@ltnisse -dex an den beiden
Klassen von Oligorukleotiden detektierten
Markierungen als Eichwert filir einen Methylierungsgrad
von ¢ und entsprechend die jeweils wit der
methylierten Standard DNA geméss Anspruch 1
gemessenen Verhdltnisse der an den beiden Klassen von
Oligonukleotiden detektierten Markierungen als
Bichwert fir einen Methylierungsgrad von 1 dienen und
man diege Eichwerte €ir die Besiimmung des
Methylierungsgrades der gemomischen Proben-DNA
einsetzt.

Verfahren nach anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dzss man weitere bekamnte Standard DNA-Prcben zuxr
Eichung verwendet, die jeweils einen beliebigen
bekannten Methylierungsgrad des besagtem bestimmten
Cytosins aufweisen.

Verfahren nach einem der Anspriche 5 oder 6, dadurch
gekennzeichvet, dass die als Standard verwendeten
DNAs jeweils unterschiedlich markiert sind und die
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Probe (das aus einer genomischen DNA ensprechend
Anspruch 1 hergestellte Amplifikat) wiederum mit
einer davon verschiedenen Markierung versehen ist.

Verfzahren nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass Amplifikate, hervorgegangen aus
verschiedenen genomischen DMA-Proben, mit
unterschiedlichen Mérkierungen verseben sind.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass Amplifikate, hervorgegangen aus
derselben genomischen DNA-Proben, mit .

unterschiedlichen Markierungen versehen singd, um tber.

eine Mittelung der aus verschiedenen
Detektionsverfahren erhaltenen Werte eine Exhéhung
der Memsgenauvigkeit zu erreichen.

Verfahzen nach einem dexr voranstehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass besagte Markierungen
Fluoreszenzmarkierungen sind.

Verfahren nach.einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass.wman die chemisgche
Behandlung mit einer Ldsung eines Bisulfits
{=Hydrogensulfit, Disulfit) durchfihrt.

Verfahren nach einem der voranstehenden anspriiche,
dadurch gekemnzeichnet, dass fir die Amplifikation
Oligonukleotide verwendet werden, die einen
mindestens 18 Basen langen Sequenzabschnitt einer
chemisch vorbehandelten DNA gem3R® einer der Seg. ID 1
bis Seq. ID 40712 umfassen. ’

Verfahren nach einem der voranstehenden anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass in einem
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Hybridisierungsschritt Oligomukleotide und foder
Peptide Nucleic Acid (PNA) Oligomere verwendat
werden, die an einen mindestens 9 Basen langen
Sequenzabschnitt einer chemisch vorbehandelten DNA
gemdR einer der Seg. ID 1 bis Seq. ID 40712
hybridisieren oder diesem entsprechen, wobei die
Basensequenz mindestens ein Cpd Dinukleotid umfaft
und sich das CpG Dinuklectid in etwa im mittleren
Drittel des Oligomers befindet.

Verfabren nach einem der voranstebenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass man besagte Markierung
durch ihre Chemilumineszenz, ihre UV-Absorption oder
Flyoreszenzpolarisation nachweist.

Verfahren nach eimem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dass die Markierungen Radionuklide
gind. .

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dasa die Markierungen ablSsbare
Magsenmarkierungen sind, die in einpem
Massenspektrometexr nachgewiesen werden.

Verfaliren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte insgesamt
oder deren charakteristische Fragmente im
Maggenspektrometer nachweist und somit durch ihre
Masse eindeutig charskterisiert sind.

Verfahren nach einem der voranstehenden Angprilche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Oligomere
(Oligonukleotide und/oder FMA-Oligomere) einer Klasse
die Sequenz 57-CG-3° umfassen.
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21.

22.

23,
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Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriche,
dadurch gekennzeickmnet, dass die Oligomere
{Oligonukleotide und/oder PNA-Oligomere) einer Klasse
die Seqguenz 57-TG-3° und/oder die Sequenz 57 -CA-3°
umfagsen.

Verfahren nach den Znspriichen 18 und 1%, dadurch
gekennzeichnet, dass die Oligomere {0ligonukleotide
und/oder PNA-Oligomere) der ersten Rlasse die Sequenz
57-C@-3" umfasgen und die Dligomere.der zweiten
Klasse die Seguenz 5°-TG-3" und/ocder die Sequenz 5”-
Ca-37 umfassen.

Verfahren nach einem der voranstehenden anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Oligomere der ersten
und der zweiten Klasse auf einer gemeinsamen
Festphase immobiligiert sind.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekeunzeichnet,
dass die Oligcmukleotide auf einexr sbenen Festphase
in einem rechtwinkligen oder hexagomalen Raster
angeorduet sind und der Ort bestimmter
Oligonukleotide auf der Festphase mit deren
jeweiliger Sequenz korreliert ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-20, dadurch
gekennzeichnet, dass die Oligomere der srsten und
zweiten Klasse auf Beads immobilisiert sind, welche
mit einem Satz getremnt machweisbarer Markierungen
codiert sind.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche
dadurch gekennzeichnet, dass man den Schritt b) des
Anspruchs 1 im zwel Teilschritten wie folgt
durchfdhrt:
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26.

27.

28.
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a) eine PCR Praamplifikation wit mindestens einem
Primerpaar unterschiedlichexr Ssquer;z, die an eine
nach Anspruch 1 vorbehandelte DNA-Probe unspezifisch
hybridisieren und daher im PCR Sohritt mebr als ein
Amplifikat ergeben;

b) eine PCR Amplifikation des in der Prdamplifikatiom
gebildeten Produkts mit Primern unterschiedlicher
Bequenz, die jeweils zu einem Abschnitt der nach
Amspruch 1 vorkehandelten DNA-Probe [{+)-Strang oder
(-)-8trang] identisch oder revers komplementir sind
und an die zu amplifizierende DNA spezifisch
hybridisieren.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,
dadurch gekemnzeichnet, dass die Amplifikation von
mehreren DNA-Abgchnitten in einem Reaktionsgef4s
Gurchfihyt wird.

Vexfahren nach einem der voranstehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass f£ixr die amplifikation
eine hitzebestindige DNA-Polymerase verwendet wird.

Verfabren nach einem der voranstehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass die fir die
Amplifikation verwendeten Primercligonukleotide dex
entweder pur die Basen T, A und C oder aber die Basen
T, A und G enthalten.

Verfabren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichmnet, dass mindestens 10 CpG
Positionen in unterschiedlichem Sequenzkontext
gleichzeitig analysiert werdem.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekeunzeichnet, dass mindestens 50 CpG
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Positionen in unterschiedlichem Sequenzkontext
gleichzeitig apnalysiert werden.

Verfahren nach einem der voranstehenden Angpriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens 100 CpG
Positionen in unterschiediichem Sequenzkontext
gleichzeitig analysiert werden.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekeunzeichnet, dass mindestens 500 CpG
Positionen in unterschiedlichem Sequenzkontext
gleichzeitig analysiert werden.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens 1000 CpG
Positionen in unterschiedlichem Sequenzkontesxt
gleichzeitig analysiert werdem.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
wobel die genomische DNA-Probe aus Zelllinien, Blut,
Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Rickenmarks-Flassigkeit,
in Paraffin einbettetem Gewebe, beispielsweise Gewebe
von Augen, Darm, Niere, Eimn, Hersz, Prostata, Lunge,
Brust coder Leber, histologischen Objekttridgexrn oder
allen mdglichen Rombinationen hiexrvon erhalten wurde.

Verwendung eines Verfahrens nach einem dex
vorangtehenden Anspriche zur Diagnose und/oder
Prognose nachteiliger Ereignisse fOr Patienten oder
Individuen, wobei diese nachteiligen Breignisse
mindestens einer der folgenden Kategorien angehdren:
mmerwinschte Arzneimittelwirkungen;
Erebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Schiden oder
Krapkheit; Aggressionssymptome oder
Verhaltensstérungen; klinische, psychologische und
goziale Konsequenzen von Gehirnschédigungen;
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36.

37.

38,
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psychotische Stérungen und Persénlichkeitsstdrungen;
Demenz und/oder assozilerte Syndrome; kardiovagkulare
Rrankheit, Feblfunktion und Schidigung; Fehlfunktion,
Schidigung oder Krankheit des gastrointestinalen
Traktes; Fehlfunktion, Schidigung oder Krankheit des
Atmungssystemy; Verletzung, Entzindung, Infektion,
Immunitadt uod/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion,
Schadigung oder Rrankheit des Kérpers als abweichung
im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schidigung oder
Xrankheit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes
oder der Knochen; endokyime und metabolische
Fehlfunktion, Schidigung oder Krankheit;
Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktiom.

. Verwendung eines Verfahrens nach einem dex

voranstehenden Anspriiche zux Unterscheidung von
Zelltypen oder Geweben oder zur Untersuchung der
Zelldifferenzierumng.

Xit, umfassend ein Bisulfit enthaltendes Reagenx,
Primexoligonukleotiden zur Herstellung dexr
2amplifikate und/oder vorzugsweise an einer Festphase
immobilisierte Oligonukleotiden gem4f Anspruch 10
sowie eine Anleitung zur Durchfihrung eines
Verfahrens mach einem der voranstehenden Angpriiche.

Nukleins3ure, umfassend einen mindestens 18 Basen
langen Sequenzabgchnitt einer chemisch vorbebandelten
DNA gemdf einer der Seg. ID 1 bis Seq. ID 40712.

Oligomer {Oligonukleotid oder Peptide Nucleic Aoid
(PNA) -Oligomer) zur Detektion des Cytosin-
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandeltexr
DA, umfassend jeweils mindestens eine Basensequenz
mit einer lLédnge von mindestens S Wukleotiden, die an
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40.

41.

42.

43.

44 .

45,

52

eine chemisch vorbehandelte DNA (Seg. ID 1 bis Seq.
ID 40712) hybridisiext.

Oligomer gemdf Angpruch 38, wobei die Basensequenz
mindesteng ein CpG Dinukleotid umfaft.

Oligomer gemif Anspruch 32, dadurch gekennzeichuet,
dass das Cytosin des CpG Dinukleotids im etwa im
mittleren Drittel des Oligomers befindet.

Satz von Oligomeren gemiB Anspruch 39, umfassend
mindestens ein Oligomer flr zumindest eines der CpG
Dinukleotide einer der Sequenzen der Seq. ID 1 bis
Seq. ID 40712.

Satz von Oligomeren gemaR Anspruch 41, unfassend fir
jedes dexr CpG Dinukleotide aus einer der Sequenzen
der Seq. ID 1 bis Seq. ID 40712 mindestens ein
Oligomerx.

Satz von mindestens zwel Nukleinsduren, die als
Primeroligonukleotide zur Amplifikation gemif
Anspruch 1 mindestens eineyx dexr Seqg. ID 1 big Seq. ID
40712 oder Abschnitten davon eingesetzt werden.

Satz von Oligonukleotiden gemd® Anspruch 43, dadurch
gekennzeichnet, dass mindestens ein Oligomukleotid an
eine Festphase gebunden ist.

Satz von Oligomersonden zur Detektion des Cytosin-
Methylierungszustandes und/oder von Single Nucleotide
Polymoxphismen {(SNPs) in chemisch vorbehandelter
genomischer DNA gemif einer dex Seq. ID 1 bis Beg. ID
40712, umfassend mindestense zehn der Oligowere gemdf
einem der Anspriche 38 bis 40.
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50.
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Verfahren zur Herstellung einer auf einem
Tragermaterial fixierten Anordnung von
unterschiedlichen Oligomeren (Array) zur Analyse vom
in Zusammenhang mit dem Methylierungszustandes der
Cp@ Dinuklectide einer der Seq. ID 1 bis Seg. ID
40712 stehenden Exkrankungen, bei dem mindestens ein
Oligomer gemdf eimem der Anspriiche 2 bis 4 an eine
feste Phase gekoppelt wird.

An eine Pestphase gebundene Anordnung von
unterschiedlichen Oligomeren {Array) nach einem der
Anspriiche 38 bis 40.

Array von unterschiedlichen Oligonukleotid- und/ader
PNA-Oligomersequenzen gem&f@ Anspruch 47, dadurch
gekennzeichnet, dass diese auf einer ebenen Festphase
in Form eines rechtwinkligen odex hexagonalen Gitters
angeordnet sing.

Array gemédf einem der Anspriiche 47 oder 48, dadurch
gekennzeichnet, dass die Festphasenoberfliche aus
Silizium, Glas, Folystyrol, Aluminium, Stahl, Bisen,
Kupfer, Nickel, Silber oder Gold besteht.

IDNA~ und/oder PNA-Array zur Analyse von in
Zusammenhang mit dem Methylierungszustand von Genen
stehenden Exkrankungen, der mindestens eine
Nukleinsdure gemd® einem der Anspriiche 38 bis 40
beinhaltet.
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