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Diagnose von bedeutenden genetischen Farameternm innerhalb
des MEC

Die vorlisgende Erfindung betrifft Nukleinsiuren, Oligo-
nukleotide, PNA-Oligomere wnd ¢in Verfahren zur Diagnose
von bedeutenden genetischen Parametern innerhalb des Ma-

jor Histocompatibility Complex (MHCT).

Die nach den methodischen Entwicklungsn der letzten Jahre
in der Molzkularbiolegie gut studierten Bacbachtungzebe—
nen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser Gene in
RRA und disz daraus entstehenden Preoteine. Wann im Laufe
der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschal-
tet wird und wie Bktivieren und Inhibieren bestimmter Ge-
ne in bastimmtsn Zellen und Geweben gesteuvert wird, ist
mit Ausmak und Charakter der Methylierung dsr Gene bzw.
des Gencms korrellerbar. Inscfern #uBern sich pathogens
Zusténde in einem verinderten Methylierungsmuster einzel-

ner Gene cder dez Genoms.

Der Major Histccompatibility Complex (MHC) beschreibt ei-
ne Gruppe von 3Zenen mit immuenclogischen vnd nicht-
immunologischen Funktiornen vnd wird bei allen Vertebraten
gefunden ("Both man & bird & beast": comparative crgani-
zation of MHC genes. 1995, Trowsdale J, Immuncgenstics;
41: 1-17; Bvolwving views of the major histocompatibility
complax. 1897, Gruen JR and Welssman SM, Blood; $0: 4252-
4263) . Beim Menschen erstreckt er sich iber einen Bereich
von 3,6 Millionen Basenpaaren auf dem kurzen Arm von
Chreomesom 6 (6p21,3) und ist wesentlich an der Immunant-—
wort betelligt. Er ist komplett =equenziert, hoch poly-
morph und welst die hochste Gendichte jm gauzen menschli-
chen Genom auf. So werden von den insgeaamt auf Chromesom
6 geschitzten 33500 Genen 224 identifizierte Genloci dem

MHC zugerachnet, was bedeutst, dass 3 mal 3o viels Gene

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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in der Region des MHEC lokalisisrt sind wie asufgrund sei-
ner Gréfie zu erwarten wire. Der MHC wird unterteilt in
die drei Regionan: Klasse 1, 2 und 3. BRlle Gene der Klas-
se 1 sind zwischen 3 und 6 kb grok. Sie sind auf jeder
Zelle vorhanden und werden als Transplantationsantigens
bezeichnet, d.h. sie gind verantwortlich fiir die Absto—
Bung von fremdem Gewebe. Die Gene dey Klasse 2 sind zwi-
schen 4 und 11 kb grob. Die Genprodukte sing an der Wech-
selwirkung zwischen Zellen, die fir die Immnantwort be-
nétigt werder, beteiligt. Die Klasse 3 weist die hichste
Gendichte suf. Hier sind sowchl Gene lokalisiert, die
nicht im Imounsystem involviert sind als auch die Komple-—
mentfaktoren, die als Komponenten des Serums mit Antikdo-

per-Antigen Xomplexen interagieren.

Die prim#re immunclogische Funktion der MHC Molekile be-
steht darin, antigene Peptlde avf den Oberflichen von
Zellen zu binden; dies dient zur Erkennung von Antigen
spezifischen T-82ll Rezeptoren von Lymphocyten. Die Ba-
deutung der T-Zellen sieht in engem Zusammenhang mit in-
trazelluldren Infekten und Tumoren. Da MHC Molekiile eine
zentrale Rolle bei der Regnlation der Immunantwort spie-
len, haben sie wahrscheinlich auch einen entscheldenden
Anteil an der Hontrells und Suszeptibilitdt von Exkran-
kupgen. Es wigd angenommen, dass der MHC mit genetischen
Erkrankungen wie rheumatischer Arthritis (The association
of HLA-DM genes with rheumateid arthritis in Eastern
France. 2000, Toussirct FE et al., Hum Immunel; 61{(3):303-
308 ), Diabetes {(In vivo evidence for the contribution of
human histocompatibility levkocyte antigen (HLA)-DQ mole-
cules te the develcpment of diabetes. 2000, Wen L et al.
J Exp Med; 191(1}:97-104), speziell Typ I Diabetes (The
aeticlogy of Type I diabetes. 1292, Chowdhury TA, Mijovie
CH, Barnett AH, Beillieres Clin Endocrinol Metab.; 13(Z):
181-1%5),und Insulin abhdngige Diabetes mellitus (IDDM)

(Identification of a new susceptibility locus for insu-
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lin-dependent diabetes mellitus by ancestzal haplotype
congenic mapping. 1$%5, Thegami H, Makino S, Yamoto E,
Kawaguchi Y, Ueda H, Sakamoto T, Takekawa K, Ogihara T, J
Clin Invest.; 96[4}:1936-1942), hereditdrer Himochroma-—
tose | Haemochromatosis in the new millennium. 2000, Pow-
ell LW et al., J Hepatol;32{1 Suppl):48-62), speziell die
genetische Hé&mochromatose (GH) (BFE codon 63/282
{EB3D/C2R2Y) dimorphizm in German patients with genetic
hemochromatosis. 1998, Gottschalk R, Seidl C, Loffler T,
Seifried E, Hoelzer D, Xaltwasser JP, Tissue Anti-
gens;51(3y:1270-275) und die milde Form der Hamochromatose
{HFE mutations analysis in 711 hemcchromatosis probands:
evidence for 865C implication in mild form of hemochroma-
tosis. 1999, Mura ¢, Raguenes O, Ferec C, Blood;
B3(B):2502-2505), Schizophrenie (Schizophrenia, rheuma-
toid arthritis and natoral resistance genes. 18%7, Rubin-
steir G, Schizophr Res; 25(3):177-181), HIV (The human
immonodeficiency virus type 1 (HIV-1) Vpu protein inter-
feres with an early step in the biosynthesis of major
bistocompatibility complexz (MHC) class I molecules. 1587,
Kerkan T et al., Exp Med; 185(7):1295-1305), Myositis
(Mapping of a candidate region for =usceptibility to in-
clusion body myositis in the human major histocompatibil-
ity complex. 103%, Kok CC et al. Immunogenetics:
42(6):506-516), Psoriasis (Localization of Psoriasis-
Susceptibility Locus PSORSL to a 60-kb Interval Telomeric
to HLA-C. 2000; Walr RP et al., Am J Hum Genet Jun;
66({6):1833-1644), Systemischem Lupus Erythematodss {(The
genetics of systemic lupus erythematodes. 19929, Lindgvist
AR, Alarcon-Rlguelme ME; Scand J Immunol; 50(6):562-571),
IgA Kephropathie (Evidence for genetic factars in the de-
velopment and pregression of Igh nephropathy. 2000, Hsu
51 et al., Kidney Int; 57(5):1618-1835.Review), Blu-
thochdruck (Possible influence of genes located on chro-
wesoems 5 within or near to the major histocompatibility
conplex on development of easential hypertension. 2000,

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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Vidan-Jeras B et al., Pflugers Arch; 439(3 Suppl):R60-
£2), Behcets Krankheit (The critical region for Behcet
disease in the human major histocompatibility complex is
reduced to a 46-kb segment centromeric of HLA-B, by asso-
ciation analysis using refined microsatellite mapping.
13599, Ota M et al., Am J Hum Genet; 64{5):1406-1410),
Gee-Hevubner-Herter-Thaysen-Krankhelt (CTLA-4 gene poly-
morphismen is asscciated with predisposition to coeliac
disease. 1998, Djilali-saiah I et al., Gut: 43{2):187-
189}, Myasthenia gravis, Spondylarthropathia (Genes in
the spordyloarthropathies. 1998, Wordsworth F., Rheum Dis
Clin Worth Bm; Z4{4):845-863. Review), Tuberkulose (Dif-
ferential T cell responses to Mycchacterium tuberculesis
ESATS in tuberculocsis patients and healthy doncors, 1998
Ulrichs T et al., EBur J Immuncl; 28(12):3349-3858), hy-
pertrophe Kardiomyopathie (Mutatlons in the cardiac tro-
ponin I gene asscciaked with hypertrophic cardieomyopathy.
1997, Kimura A., Nat. Genet. 16(4):379-382), Basedow-
Krankheit {Icdide, cytokinss and TSH-receptor expression
in Graves' disease. 1296, Schuppert et al., Exp Clin En-
docrinol Diabetes. 104 (Suppl 4:88-74), juvenils rheuma-—
tische Arthritis (HLA and T cell receptor pelymorphisms
in pauclarticular-onset juvenile rheumatoeid arthritis.
1891, MWepom B3, Arthritis Rheum. 34(10}:1260-1267), Epi-
lepsie, ldiopathische generalisierte Epilepsie (The phe-
notypic spectrum related to the human epilepsy suscepti-
bility cene EJML. 1935, Sander T, &nn Neurol;38{2):210-
217}, juvenile mycklonische Epilepsie (Refined mapping of
the epllepsy susceptibility locus EJM1 on chromogome 6.
1987, Sander T, Neurology. 49(3):842-847), Takayasu-
Krankheit, multiple immunopathologische Krankheiten (The
genetic basis for the essocisztion of the 8.1 ancestral
haplotype (Al,BS,DR3} with multiple immunopathological
diseases. 1989, Price P, Immunol Rev. 167: 237-274),
¥opf- und Halskrebs (Influence of tumour necrosis factox
microsatellite polymorphisms on susceptibility to head

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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and neck cancer. 18%88; susceptibility to leprosy in hu-
mens. 1996; Lagrange PH et al., Acta Leprol;l0(l):11i-27),
Malarie {Genetic susceptibility to malaria and other in-—
fecticns diseases: from the MHC to the whele gencme.
1986; Kill AV, Parasitclogy:112 Suppl: 75-84, Genetlc e-
pidemiclogy in the study of susceptibility/resistance to
mzlaria in the human population. 199%; Ebel L, 3ull Soc
Pathol Exot;$%2{4):256-60), Leishmania {Genetics of host
resistance and susceptibility te intramacrophage patho-
gens: a study of multicase families of tuberculosis, lep-
rosy and leishmaniasis in north-saatern Brazil. 1298;
Blackwell T, Int J Parasitol;28(1):21-28), Sarkeidose
(Analysis of MBC encoded antigen-processing genes TAPL
and TAPZ pelymorphisme in sarcoldeosis. 199%; Foley PJ =t.
al., Am J Respir Crit Care Med;160{3}:1009-1014}), Multi-
ple Sklersse (DRBE1-DQAL-DQEI loci and multiples sclerosis
predisposition in the Sardinian pepulation. 1%98; Marrosu
MG eb. al., Eum Mcl Genet; 7(8):1235-1237), primire
Gallenzirrhaose {Genetic susceptibility to primary biliary
cirrhasis. 139%; Agarwal K et al., Bur J Gastroenterol
Hepatol. Jur;11{6}:603-606}, WNepbritis {Benetic suscepti-
bility to lupus nephritis. 1%98:; Tsao BF, Lupus;
7(5):585-590} und vielen anderen Erkrankungen in Zusam-

menhang steht.

Es gibt Untersuchungen, die belegen, dass die Espression
von MHC Genen an die Methylierung von CpG Dinunkleotiden
gekxoppelt ist, was die Transkription negativ beeinflussen
kann. Entweder direkt, indem sich die Transkriptionsizk-
toren nicht an die DNA anlagern k®mnen oder indirekt,
durch Repressormolekiile, die an methylierte CpGs binden
{How dces DNA methylation repress transcription?, 1987:
Kzss 50 et =21., Trends Geneft; 11:444-448)

Verschiedene Ergebnisse belegen den Zusammenhang zwischen
immunologischen Erkrankungen und Methylierung. Die Bezis-—

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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bvng zwischen der Expression von HLA-DR Antigenen und dex
Methylierung des Genz HLA-DR alpha wurde bel systemischem
Lupus erythematodes, einer generalisierten Auntoimmuner-
¥krankung, untersucht {Low expression of human histocompa-
tibility leukocyte antigen-DR is associated with hyper—
wethylation of buman histocompatikbility lewkocyte anti-
gen-DR zlpha ¢gene reglions in B cells from patients with
systemnlc lupus erythematosus. 1985; Sano H et al., J Clin
Invest, 76(4):1314-1322). Die Beteiligung der DNA Methy-
lierung an der zberranten MHC class IT Genexpression wur-
de bel Patienten wmit MAC class II Defizienz Syndrome un-—
tersucht [The MHC c¢lass IT deficiency syndrome:; heteroge-
neity st the level of Lhe response to S-azadecxycytidine.
153%80; Lambert M et al., Res Immunol. 141(2}:129-140} . Ein
Beweis fir die Regulierung von MHC Genen wurde anhand ei-
nes epigenetischen Mechanismus erbracht (Methylation of
class Il trans-activator promoter IV: a novel mechanism
of MHC class TT gene control. 2000, Morris AC et. al., T
Tmmunol; 164(8):4143-4149). Die Expresszicn von MHC-Genen
wird inhibiert, wenn Transkriptionsfaktoren nicht an den
class 2 trans activator (CITTA) Prometor binden. Die In—
hibierung basiert hier auf der Methylierung der CpG Di-
nukleotide in dem pIV Promotor, dagegen fihri die Inhi-
bierung der Methylierung zu einer Re-Expression der CIITA
Gene. Auferdem konnte die Expression in einem transienten
Transfektionsversuch nicht durch methylierte pIV DNA ati-
muliert werden. Diese Ergebnisse belegen eine epigeneti-
sche Regulierung von CIITA und lassen weiterhin den
Schlopl zu, dass diese spigenetische Kontrclle prinzipiell
fir Gene der MEC Rlasse IT gilt.

5-Methyleytosin ist die h3ufigste kovalent modifizierte
Base in der DNA eukarycbischer €ellsn. Sie spielt bei-
spielsweise eine Rolle in cder Regulation der Transkripti-
on, belm genetischen Imprinting und in dar Tumorgenese.

Die Identifizierung von 5-Methylcytesin als Bestandtail

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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genetischer Information ist daher wvon srheblichem Inte-
resse. 5-Methyleytosin-Positionen kénnen jedoch nicht
durch Sequenzierung identifiziert werden, da 5-
Methyleytesin das gleiche Basenpaarungsverhalten aufweist
wie Cytosin. Dariiber hinaus geht bei siner PCR-
Amplifikation die epigenetische Information, welche die
5-Methylcytosine tragen, vollstindig verloren.

Eine relativ neue und die mittlererwsile am hiaufigsten
angewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5-
Methylcoytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von
Bisulfit mit Cytosin, das nach anschliefiender alkalischer
Bydrolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem
Baserpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-
Mathylcytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht
modifiziert. Damit wird die urspriingliche DNA so umgewan-
delt, dass Methylcytosin, welches ursprilnglich durch sein
Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden
werden kann, jetzt durch .normale™ molekularbiclogische
Techniken als einzig verkliebenes Cytosin beispielsweise
durch Amplifikaticn und Hybridisieruny oder Seguenzierung
nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen
zuf Basenpaarung, welche jetzt vell ausgenutzt wird. Der
Stand der Technik, was die Empfindlichkeit betrifft, wird
durch ein Verfahren definiert, welches die zu untersu-
chende DNA in einer Agarose-Matrix einschlieRt, dadurch
die Diffusion und Renaturierung der DNA (Bisulfit rea-
giert nur an einzelsatringiger DHA) verhindert und alle
F&llungs~ und Reinigungaschritte durch schnelle Dialyse
ersetzt [(Olek, A. et al., Nucl. Acids. Resa. 1996, 24,
5064-5066) . Mit dieser Methode k&nnen esinzelne Zellen un-
tersucht werden, was das Potential der Methode veran-
schanlicht. Allerdings werden bisher nur einzelne Regio-
nen bis etwa 3000 Basenpaare Lange untersucht, sine glo-
bale Untersuchung veon Zellen auf Tausenden von m¥glichen
Methylierungsanalysen ist nlcht miglich. Allerdings kann

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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auch dieges Verfahren keine sehr kleinen Fragmente aus
geringen Preobenmengen zuverléssig analysieren. Diese ge-
hen trotz Diffusionsschutz durch die Matrix verloren.

Eine Ubersicht ither die weliteren bekannten Moglichkeiten,
S5-Methyleytosine nachzuweisen, kann sus dem folgenden U-
bersichlsartikel entnommen werden: Bein, T., DePamphilis,
M. L., Zcrbas, H., Nucleic Acids Res., 1998, 2&, 2255.

Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen
{z. B. Bechnigk, M. =t al., Bux. J. Hum. Gen. 1997, 5,
94-98) nur in der Forachuang angewendet. Immer aber werden
kurze, spezifische Sticke eines bekannten Gers nach einer
Bisulfit-Behandliung amplifziert und entweder komplett se-
guenziert (Qlek, A. und Walter, J., tat. Genet. 1997, 17,
275-276) oder esinzelne Cytosin-Posltionen durch eine
«Primer-Extension-Reaktion™ (Gonzalgo, M. L. und Jones,
P. A., Nucl. Rcids Res. 1987, 25, 2529%-2531, WO-Fatent
9500669) oder sinen Enzymschnitt (Eiong, Z. und Laird, P.
W., Nucl. Reids. Res. 1987, 25, 2532-2534) nachgewiesen.
Zndem ist avch der Nachweis durch Hybridisierung he-
schrieben worden (Olek et al., Wo 99 28433).

Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der Bi-
sulfit-Technik zum Methylierungsmachweis bel einzelnen
Genen befassen, sind: Xiong, Z. und Laird, P. W. (1837),
Nucl. Acids Res, 25, 2532; Gonzalgo, M. L. und Jones, P
A, (19%%), Wucl. Acids Res. 25, 2529; Grigg, S. und
Clark, 5. (19%4), Bicassays 16, 431; Eeschnik, M. et al.
(1597}, Buman Molecular Genetics &, 387; Teil, R. et al.
{1984}, Wucl. Acids Res. 22, §925; Martin, V. =t al.
(1935}, Gene 157, 261; WO 27 46705, WO 25 15373 und WO
45560,

Matrix-zssistlerte lLaser Desorptions/Ionisations-
Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ist eine sehr leistungs-
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fihige Entwicklung fiir die Analyse ven Biomolekiilen (Ka—
ras, M, und Hillenkamp, F. (19288}, Laser desorptlon iocni-
zation of proteins with molecular masses exeeding 10000
daltons. Anal. Chem. 60: 2232-2301). Ein Analyt wird in
eine lichtabsorbierende Matrix eingebettet. Durch einen
kurzen Laserpuls wird die Mabrix verdampft und das Ana—
lytmolekill 50 unfragmentiert in die Gasphase befdrdert.
Durch Stéke mit Matrizmolekiilen wird dis Ionisation des
Analyten erreicht. Eine angelegte Spannung beschleunigt
die Tonen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer
verschiedenen Massen werden Ionen unterschiedlich stark
beschleunigt. Kleinere Iopen erreichen den Detektor fri-
her als grobere.

MALDI-TOF Spektroskeople eignet sich ausgezeichnet zur A-
nalyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nuk-
leinsiuzen ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, §.
{1985)}), DNAR and Matrix Assisted Laser Desorption Ioniza-
tien Mass Spectrometry., Molecular Biology: Current Inno-
vations and Future Trenas 1: 147-157.) Fiir Nukleinsiuren
ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal schlechter als fir
Peptide und nimmt mit zunehmender Fragmentgrike iiberpro-
rortional ab. For Wukleinsauren, die ein vielfach negativ
geladenes Rilckgrat haben, ist der Ionisaticnsprozel durch
die Matrix wesentlich ineffizienter. In der MALDI-TOF
Spektroskopis spielt die Wahl der Matrix eine eminent
wichtige Rolle., Fir die Desocrption von Peptiden sind ei-
nige sehr leistungsfabige Matrices gefunden worden, die
sine sehr feine Kristallisation ergeben. Fir DNA gibt es
zwar mittlererweils einige ansprechende Matrices, jedoch
wurde dadurch der Empfindlichkeitsunterschied nicht ver-
ringert. Der Bmpfinslichkeitsunterschied kann werringert
werden, indem die DNA chemizch so modifiziert wird, dass
sie einem Feptid &hnlicher wirxd. Fhosphorothicatnuklein-
sauren, bei denan die gewdhnlichen Phoaphate des Rick-

grats durch Thiopheosphate substituiert sind, lassen sich
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durch einfache Blkylierungschemie in eine ladungsneutrale
DNA vmwandeln (Guk, I. G, und Beck, 5. (1995, A precedu-
re for selective DNA alkylation and detection by mass
spectrometry. Wucleic Acids Ees. 23: 1367-1373). Die
Kopplung eines ,charge tags®™ an diese modifizierte DN
resultiert in der Stelgerunyg der Empfindlichkeit um den
gleichen Betrag, wie er fir Peptide gefunden wird. Bin
weiterer Vorteil won ,charge tagging" ist die erhonte
Stahilitédt der Analyse gegen Verunreinigungen, die den
Wachweis unmedifizierter Substrate stark arschweren.

Genomische DHA wird durch Standardmethoden aus DNA wvon
Aell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben gewonnen.
Diese Standardmethedik findet sich in Referenzen wie
Fritsch und Maniatis eds., Molecular Cleoning: A Laborato-
ry Manual, 198G.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Cligonukleoti-
de und/oder PNA~Oligomere zur Detektion veon Cytosin-

Methylierungungen und ein Verfahren bereitzustellen, wel-
ches sich zur Diagnose von genetischen und epigenetischen

Parzmetern inrerhalb des MEC beaonders eignet.

Cie Aufgabe wird geldst durch Hukleins#uren zur Diagnose
ven einem Satz genetischer Parameter innerhallb des Major
Bistocompatibiliby Complezes [MHC), umfassend einen min-—
destens 20 Bagenpaarxe langen revers komplementdren oder
identischen Abschritt der chemisch vorbehandelten genomi-
schen DNA gemiR S5Q ID-WO:1 oder SEQ ID-NO:2Z2.

Bin Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind
Oligonuklzotide zur Detektion des Cytosin-Methylierungs-—
zustandes in vorbehandslier genomischexr DNA, umfassend
jeweils mindestens eines Basensequenz mit einer Linge won
mindestens 13 Wuklectiden, die revers komplementdr odsr
identisch zu einem Bbschnitt der Basenseguenzen gem&d SEQ

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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ID-NO:1 oder SEQR ID-NO:2 ist, der mindestens ein CpG Di-
nuklectid enth#lt.

Dabei ist bevorzugt, dass das Cybtosin des CpG Dipukleo-—
tids das 5. - 9. Nukleotid vom 5% -Ende des 13 mers ist.

Weiterhin ist erfindungsgemif bevorzugt, dass fir jedes
der CpS Dinukleoctids aus einer der SEQ ID-NQ:1 oder SEQ
ID-NO:2 ein Oligonukleotid verhanden ist.

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind PNL (Pep-
tide Nucleic Acid) Cligemere zur Detektion des Cytosin-
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter geuncmi-
scher DHA, unfassend nindestens eine PHA Basenseguenz mit
einer Lange von mindestens 2 Hokleotiden, die revers kem—
plementér oder identisch zu einem Abschnitt der Baszense—
quenzen gemdl SEQ ID-NO:1 oder SEQ ID-NO:2 ist, der min-
destens ein CpG Dinvkleoticd enthiit.

srfindungsgemif bevorzugt ist hierpei, dass das Cytosin
des CoG Dinukleotids das 4. - 6. Rukleotid vom %'-Ende

des 9 mers ist.

Welterhin ist erfindungsgemif bevorzught, dass IOr jedes
ger CpG Dinukleotide aus einer Basensequenz gemdl 3EQ ID-
NO:1l oder SEQ ID-RO:2 ein Oligonukleotid vorhanden iszt,

Gegenstand der veorliegenden Erfindvng ist ein Satz von
bligomersonden zur Detektion des Cytosin-
Methylierungszustandes und/oder ven Single Nucleotide Po-
Iymorphismen in chemisch vorbehandelter genomischer DA,
umfassend mindestens 10 der erfindungsgemdffien Oligonukie-
ctid oder PWA Segquenzen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch eins An-

crdnung ven unterschiedlichen erfindungsgem#Ben 0ligo-

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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nukleotid- und/oder FNA-Oligomersequenzen, wobel diessz an
definierte Stellen elner Festphase gebunden sind. Bavor-
zugk ist dabei, dass diese auf einer ebenen Festphase in
Form eines rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters ange-

crdnet sind.

Gegenstand der vorliegenden Eriindung ist ein Satz von
Primercligonuklentiden umfassend mindestens zwei Oligo-
nukleotide, derer Sequenzen jewells mindestens einem 18
Basenpaare langen Bbschnitt der Basenseguenzen gemal SEQ
ID-NO:1 oder SEQ ID-WO:Z entsprechen oder revers komple-
mentsr zu ihnen sind. Bevorzugt ist erfindungsgemif da-
bei, dass diese kein CpG Dinuklectid enthalten. Welterhin
ist erfindungsgemdl bevorzugt, dass mindestens ein Primer
an eine Festphase gebunden ist.

Ein welterer besonders bevorzugten Gegenstand der vorlie-
genden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemifien
Kukleinsauren, Oligonnkleotide oder PHA-Cligomere zur Di-
agnose von Autocimmunerkrankungen, zur Diagnose ven rheu-
matischer Arthritis, zur Diagnose von Diabetes, besonders
bevorzugt zur Diagnose der Dizbetes vom Typ I Diabetes
cder ven Insulin sbhingiger Diabetes mellitus {IDDM), zur
piagnoze ven hereditdrer Hamochromatose, besonders bever-
zugt zur Diagnose von genetischer Himochromatose (GHE) o-
der der milden Form der Hamochromatese, zur Diagnose von
schizophrenie, zur Diagnose wvon Multipler Sklerose, zur
Diagnose von Systemischem Lupus Erythematodes, zur Diag-
nose ven Sarkoidose, zur Diagnose von primirer Gallenzir-
rhose, zur Diagnese von Myositis, zur Diagnose von Pscori-
asis, zur Diagnose von Nephritis, zur Diagnose von Krebs,
insbescndere von Hals- oder Kopfkrebs, zur Diagnose von
Ighk Wephropathie, zur Diagnose won Bluthochdruck, zur Di-
agnose von Behcets Krankheilt, zur Diagnose wvon der Gee-
HeubnsrfﬂerterﬁThaysen*Krankhe;t (Zéliakie), rur Diagnose

won Myasthenia gravis, zur Diagnese ven Spondylarthro-

JP 2004-511217
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pathia, zur Diagnose ven Tuberkulose, zor Diagnoss von
hypertropher Kardiomycpathie, =zur Diagneose von der Base-
dow-Krankheit, zur Diagnose von juveniler rheumatischer
Arthritis, zur Diagnose von Epllepsie, bevorzugt der idi-
cpathlischen generalisierten Epilepsie oder der juvenilen
myeklonischen Epilepsie, zur Diagnese von der Takayasu-—
Krankheit, zur Diagnose von multiplen immunopathelogi-
achen Krankneiten, zur Diagnose fir die Suszeptibilitst
fir Lepra, zur Diagnose fiur die Suszeptibilit&t fiir Mala-
ria wnd/oder zur Diagnose £iir die Suszeptibilitatr fuxr
Leishmania durch Analyse von Methyllerungsmostern inner-
hallb des MHC.

Ein weiterer Gegenstand ist auch die Verwendung der er-
findungsgemadfen Hukleinsivuren gemil SEQ ID-N0:1l oder SEQR
ID-NG:i2 fir die Diagnose von bedeutenden genetischen Pa-
rametern innerhalb des MHC.

Ein welterer Gegenstand der vorlisegenden Erfindung ist
ein Verfahren zur Diagnose von hedsutenden genetischen
Parametern innerhallb des MHC durch Analyse von Cytosin-
Methylierungen in Sidtzen ven Oligonukleotiden oder PHA-
Cligomeren nach efnsm der voranstehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass man folgende Schritte aus-
fuhrt:

a) ir einer genomischen DNA Prope wandelt man durch che-
mische Behandlung an der 5-Position unmethylierte Cyto—
sinkasen ir Uracil, Thymidin oder sine anders vom Hybri-
dizierungsverhalten her dem Cytosin unsihnliche Base um;
k) aus dieser chemisch vorkbehandelten gencmischen DNA
amplifiziert man Fragmente unter Verwendung von Sitzen
von srfindungsgemsfen Primeroligonuklectiden und einer
Polymerasear

¢} man hybridisiert die mmplifikate an einen Satz von er-
findungsgeniken Oligonukleotid oder PNA& Sonden:

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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d} man detektiert und visunalisiert die hybridisiesrten

Anplifikate,

Bevorzugt ist erfindungsgemi#B dabei, dass mehr zls zehn
unterschiedliche Fragmente amplifiziert werden, die 100 -
2000 Basenpaare lang sind. Welterhin ist bewvarzugt, dass
man die chemische Behandlung mittels einer Lisung eines
Bisulfits, Hydrogensulfits ader Disulfits durchfiihrt. Be-
sonders bevorzigt ist auch, dass die Polymerase eine hit-

zebestandige DYA-Polymerase ist.

Welterhin ist erfindungsgemaB bevorzugt, dass die Ampli-
fikation mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR)
durchgefilhrt wird. Bavorzugt ist auch, dass die an den
Amplifikaten angebrachten Markiervngen an jeder Position
der Festphase, an der =ich eine Oligonuklsotidsaquenz he-
findet, identifizierbar sind. Weiterhin ist besonders er-
findungsyemal bevorzugt, dass man eine erfindungsgemifs
Anordnung verwendet und dass die Festphasenoherfliche aus
Silizium, Glas, Polystyrcl, Aluminium, Stahl, Eisen, Kup-
fer, Hickel, Silber oder Gold besteht.

Helterhin ist bevorzugt, dass die Amplifikation von msh-
reran DNA-Abschnitten in einem Reaktionsgefdh durchge-
fohrt wird. Beveorzugt ist erfindungsgen&f auch, dass die
Markierungen der Amplifikete Fluoreszenzmarkierungen
sind. Weiterhin ist beveorzugt, dass die Markierungen der
mmplifikate Radionuklide sind. Bevorzugt ist auch, dass
die Markiervngen der Amplifikate abldsbare Molekitifrag-
nente mit typlscher Masse sind, die in einem Mas-
senspekirometer nachgewiesen werden. Besonders bevorzugt
ist es erfindungsgemal , dass die Amplifikate oder Frag-
wiente der Amplifikate im Massenspektrometer nachgewiesen
werden. Elerzu ist es erfindungsgemiB vorteilhaft, dass

zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer die

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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erzeugten Fragmente eine einzelne positive cder negative

Nettoladung aufweisen.

Erfindungsgemifi ganz besonders bevorzugt ist es, dass man
die Detektion mittels Matrix assistierter Laser Desorpti-
ons/lonisations Massenspektrometrie (MALDI) oder mittels
Elektrospray Massenspektrometrie [(ESI) durchftthrt und vwi-
sualisiert.

Bevorzugt iat das Verfahren, wobel die genomische DNA aus
einer DHA-Probe erhalten wurde, wohei Quellen fFiir DNA

Z. 3. %elllinien, Biopsien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin,
Gehirn-Rickenmarks-Flissigkeit, in Paraffin eingebettetes
Gewebe, beispiclsweise Gewebe von Augen, Darm, Hiere,
Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Leber, higtologi-
sche Objekttréger und alle méglichen Kombinationen hier-
von umfasst.

Bevorzugt ist avch ein Verfahren, zur Diagnose und/oder
Prognose nachteiliger Ereignisse . fir Patienten oder Indi-
viduen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mit Methylie-
rungsmustern innerhalb des MHC in Zusammenhang stehen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Ver—
wendung eines srfindungsgeméfen Verfahrens, wobsi man he-
deutende genetische Parameter innerhalb des MHC diagnos—
tiziert.

Schlisflich ist eiln welterer Gegenstand der verlisgenden
Erfindung ein Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthal-
tenden Reagenz, S&tze von erfindungsgemiBen Primern zur
Herstellung der erfindungsgemdBen Amplifikate, Oligo-
nukleotide und/cder FHA-Oligomere sowie eine Anleitung
zur Durchfiihrung und Auswertung eines erfindungsgeméfien
Verfahrens.

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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Die vorliegende Erfindung beschreibt alsc einen Satz wvon
mindestans 10 Oligomerscnden {Oligonukleotiden und/oder
FNA-Gligemexen), dile zur Detektion des Cytosin-
Methylierungazustandes in chemisch vorbehandelter genomi-
scher DNA (SEQ ID-FO:1 odsr SEQ ID-NO:2) dienen. Mit die-
zen Sornden ist die Diagnose von genetischen und epigens-—
tischen Parametern innerhalb des Major Histocompatibility
Complexes {MHC) méglich. Ferner wird ein Verfahren be-
schrieben, das fiur die Disgnose von genetischen und epi-
genetischen Parametern imnerhalb des MHC bestimmt ist.

Aus der vorgenannten chemisch vorbehandelten DNA werden
mindestens 20 Basenpaare lange Abschnitte zus SEQ ID-NG:1
oder SER ID-HWO:Z2 ftir die Diagnose benutzt. Als Detektoren
fiir diese Abschnitte werden entweder revers komplementire
bzw. identische Oligonukleotide mit einer L&ngs von 13
Nukleotiden verwendet oder aber revers komplementédre bzw.
identische PNA Oligomers mit einer Linge won 9 Hukleoti-
den.

Sowochl die Oligonuklectide als such die PNA-Oligomere
enthalten mindestens ein CpG Dinukleotid. Das Cytosin des
entsprechenden Cpf Dinukleotids ist vom 5'-Ende des Oli-
gonukleotids aus gesehen das 5. - 9. Wukleotid. Das Cyto-—
sin des CpG Dimmkleotids hingegen ist vom 5'-Ende des PHA
Oligomars aus betrachtet das 4. - &. Wukleotid. Entschei—
dend ist, dass im jewelligen Satz wvon Qligonukleotiden
oder PNA Oligomeren fér jedes der CpG Dinukleotide ein
0Oligonukleotid aus SEQ ID-WC:1 oder SBEQ ID-HO:2 vorhanden
ist.

Wichtig ist in diesem Zusammenhang ferner, dass man zur
Diagnose von genetischen Parametern innexhalb des MHC
nicht einzelne CpG Dinukleotide, sondern die Mehrzahl der
in den Sequenzen veorhandenen CpG Dinukleotide analysieren

miss. In einer besonders bevorzugten Variante des Verfah-
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rerns sind alle in den Sequenzen verhandenen CpG Dinukleo-—
tide zu untersuchen.

In einer bevorzugten Variante des erfindungsgemilen Ver-
fahrens sind die Oligonuklecotide cder PNA-Oligomere an
defirierten Stellen an eine Festphase gebunden.

Bevorzugt sind unterschiedliche Amplifikate zuf der sbe-
nen YFestphase in Form eines rechtwinkligen oder hexagona-

lern Gitters angeordnet.

Die Nukleinsduren, Oligonuklectide oder PNA-Oligomezs
werden vorzugsweise zur Diagnose von rheumatischer Arth-
ritis, Dizbetes, hereditarer Hémochromatoss, Schizophre-
nie, Multipler Sklercse, Systemischem Lupus Erythematco-
deg, Sarkoidose, Zirrhose, Myositis, Psoriasis, Nephri-
tis, Krebs, insbesondere Hdals~ oder Kopfkrehs, IgA MNeph-
ropathle, Bluthochdruck, Behceis Krankheit, Gee-Heubner—
Herter-Thaysen-Krankheit, Myasthenia gravis, Spondy-
larthrepathia, Tuberkulose, hypertropher Kardiomyopathie,
Basedow-Krankheit, juveniler chronischer Arthritis, Epi-
lepsie, idicopathischer generalisierter Epllepsie oder von
juvaniler mycklonischer Epilepsie, der Takayasu-
Krankheit, multiplen immuncpathologischen Krankheiten,
fiir die Suszeptibilltit wvon Leprs, fir die Suszeptibili-
tdt von Malaria und/cder fur die Suszeptibilitit ven
Leisbhmania durch Analyse von Methylierungsmustern inner-
halb des MHC verwendet.

Auch die im Anhang avnfgelisteten Nukleinsduren gemih SEQ
Ib-NO: 1 oder SEQ ID-ND:2 werden vorzugswelse verwendet
fiux die Diagnose won genetischen und epigenetlschen Para-
metern innerhalb des Major Histocompatibility Complexes
{MHC) verwendet.

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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Ferner wird ein Verfahren zur Diagnose von bedeutenden
genetischen Parametern innerhalb des MHC durch Analyse
von Cytosin-Methylierungen und Single Nucleotide Poly-
morphismen in genomischen DHA-Proben beschrieben. Dazu
geht man in folgenden Schritten wor:

Im erster Verfahrensschritt wird eine gencmische DHA Pro-
ba derart chemlsch behandelt, dass an der 5'-Pesition un-—
methylierte Cytosinbagen in Uracil, Thymin oder eine an-
dere vom Hybridisierungsverhalten her dem Cytosin undhn-
liche Base verwandelt werden.

Die zu snalysierende genomische DNA wird bevorzugt aus
¢ean tblichen Quellen fiir DNA erhalten, wie z. B. %=2111i-
nien, Blui, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Ruckemmarks-—
Flissigkeit, in Pzraffin einbettetes Gewebe, belspiels-—
weise Gewebe von Bugen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prosta-
ta, Lunge, Brust odexr Leber, histologische Objekttrager
und alle méglichen Korbinationsn hiervon.

Bevorzugt wird dazu die oben beschriebens Behandlung ge-
nomischer DNA mit Bisulfit (Hydrogensulfit, Disuwlfit) und
anschlielender alkalischer Hydrolyse verwendet, die zu
einer Umwandlung nicht methylierter Cytosin-Nukleckasen
in Uracil fihrt.

Im zweiten Verfzhrensschritt werden aus der chemisch vor-
behandelten genomischen DNA Fragmente unter Verwendung
wan Primeroligonukleotiden amplifiziert.

Bevorzugt werden mehr als 10 unterschiedliche Fragmente
amplifiziert, die 100 - 2000 Basenpazre lang sind.

In einer bevorzugten Variante Qes Verfahrens fihrt man
dis Amplifikation mittels der Polymerasekettenreakiion

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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(BCR} durch, wobel vorzugswelse eine thermostabile DNA-

Polymerase verwendet wird.

Erfindungsgen&l bevorzugt ist es, dass die Amplifikation
von mehreren DNA-Abschnitten in einem Reaktionsgefifl
durchftihrt wird.

in einer bevorzugten Variante des Verfahrens umfasst der
Sstz von Primeroligenpklecotiden mindestens zwel 0ligo-
nuklectide, deren Seguenzen jeweils revers komplementidr
cder identisch zu einem mindestens 18 Basenpaare langen
Abeschnitt der Basenseguenzen gemdB SEQ ID-NO:1 cder SEQ
ID-NO:2 sind. Die Primeroligonukleotide sind vorzugsweise
dadurch gekennzeichnet, dass sie kein CpCG Dinukleotid
enthalten.

Erfindungsgemif bevorzugt ist es, dass bei der Amplifika-
tion mindestens ein Primer an eine Festovhase gebunden
ist.

rfindungsgem&l bevorzugt ist ferner, dass unterschiedlii-
che Oligonuklectid und/oder PNA-Oligomersegquenzen auf si-
ner ebenen Festphase in Form eines rechtwinkligen oder
hexagonalen Gitters angeordnet sind.

Die Festphasencberflidche besteht bevorzugt aus Silizium,
Blas, Polystyrel, Aluminium, $tahl, Fisen, Kupfer, Wi-
ckel, Silbex cder Gold.

Tm dritten Verfahrenssconritt hybridisiert man die Ampli-
fikate an einen Satz von mind. 10 Oligomukleotid oder
PRA-Oligoner Sonden.

Die genannten Oligonuklectide umfassen nmindestens eine
Basenseguenz mit einsr L&nge von 13 Huklectiden, die re-

vers komplementdr oder identisch zu einem Rbschniit der
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im Anhang aufgefilbrten Basensequenzen ist, der mindestens
ein CpG Dinukleotld enthiélt. Das Cytosin des CpG Dinukle-
otids ist das 5. bis 8. Nukleotid vem 5'-Ende des 13 mers
aus betrachtet. Far jedes CpG Dinukleotid ist ein Oligo-
nuklectid verbanden.

Die genannten PNA-Oligomere wrfassen mindestens eine Ba-
gensequenz nmit einer Linge won 2 Wuklecotiden, die revers
komplementir oder identisch zu einem Abschnitt der Basen—
sequenzen gemal SEQ ID-MO:1 oder SEQ ID-N0:Z i1st, der
mindestens ein CpG Dinukleotid enthilt. Das Cytosin des
CpG Dinukleotids iat das 4. bis 6. Nukleotid vom 5'-~Ende
des 2 mers aus gesehen. Fir jedes CpG Dinuklectid ist ein
Oligonuklectid vorhanden.

Im vierten Verfahrensschritt entfernt man die nicht

hybridigierten Pmplifikate.

Im leteten Verfahrensschritt detextiert man die hybridi-
sierten Pmplifikate.

rfindungsgemif bevorzugt ist es, dass an den Amplifika-
ten angebrachte Markierungen an Jeder Position der Fest-—
phase, an der sich eine Oligonuklectidsequenz befindet,
identifizierbar sind.

Briindungsgemali bevorzugt ist es, dass die Markierungen
gder Amplifikate Flucreszenzmarklerungen sind.

Erfindungsgem&b bevorzugt ist es, dass die Markierungen
der Amplifikate Radicnuklide sind.

Erfindungsgemdb bevorzugt ist es, dass die Markierungen
der Amplifikate abléshare Molekdlfragmente mit typischer
Masese sind, die in einem Massenspektrometer nachgewliesen

werden.
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Erfindungsgenall bevorzugt ist es, dass die Amplifikate,
Fragmente der Amplifikate oder zu den Amplifikaten kom-—
plementare Sonden im Massenspektrometer nachgewiesen wer—
den.

Exfindungsgemnsd bevorzugt ist es, dass zur besseren De-
tektierbarkeit im Msssenspektrometer die erzeugten Frag-
mente eine einzelne positive oder negative Hetteladung
aufwelgan.

Erfindungsgemsl bevorzugt ist es, dass man dle Detektion
mitiels Matrix zseistierter Laser Desorptions/Ilonisations
Mzssenspekitrometrie {MALDI} oder mittels Elsktrespray

Massenspekirometrie {ESI) durchfuhrt und visualisiert.

Wicderum bevorzwegt ist ein Verfshren zur Diagnocse
und/oder Prognose nachteiliger Rreignisse fiir Patienten
oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mit
bedeutenden genetischen Parametern innerhalb des MHC in
Zusanmenhang stehen,

Brfindungsgemil beverzugt ist die Verwendung sines Ver-
fahrens zur Diagnose bedeutender genetiacher Paramster
innerhalb des MBC.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Kit,
bestehend aus eirem Bisulfit enthaltenden Reagenz, einen
Satz von Primeroligonukleotiden umfassend mindestens zweli
Oligonnklestide, deren Sequenzen jeweils mindestens einen
18 Basenpaaren langen Ebschnitt der Basensequenzen gemih
SEQ ID-NG:1 ader SEQ ID-NO:2 entspirechen oder zu ihnen
komplementdr sind zur Herstsllung der Amplifikate, Oligo-
nukleotide und/oder PNA-Oligomere sowie eine Anleitung
zur Durchfihrong und Auswertung des beschriebepen Verfah-
rens.
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Das folgende Beispiel bezieht sich auf ein Fragment des
Geng HLA-A, in dem eine bestimmte CG-Position awnf Methy-—
lierung untersucht wird.

In ersten 3chritt wird eine genomische Sequenz unter Ver-
wendung ven Bisulfit {Hydreogensulfit, Disulfit) und an-—
schliefender alkalischer Hydrolyse umgewandelt. Diese um-
gewandelte DNA dient dazu, methylierte Cytosine nschzu-
weigen. Im worliegenden Fall werden die Cytesine des Gens
BLA-A der Ldnge 3201 untersucht. Dazn wird mit den spezi-
fischen Primern TTTGGTTTTGATITAGATITIGS und
BARTAAACTCTCTRACTACTC ein definiertes Fragment der Linge
874 amplifiziert. Dieses Amplifikat dient als Probe, dis
an ein vorher an einer Festphaze gebundenem Oligonukleo-
tid hybridisiert, beispielsweise TAGGTCGTTTATA, wobei
sich das nachzuwelsende Oytosin an Position 487 des
kmplifikats befindet. Der Hachwels des Hybridisie-
rungaprodukts beruht auf Cy3 und Cy5 fluoreszensmarkier-—
ten Primern, die fir die Aamplifikation verwendet wurden.
Nur wenn in der Bisulfii behandelten DHA an dieser Stelle
ein methylisertes Cytosin vorgelegen hat, kommt es zu ei-
ner Hybridisierungsreskition der amplifizierten DNA mit
dem Oligonukleotid. Somit entscheidet der Methylierungs-
stakus des jeweiligen zuv untersuchenden Cytosins iber das

Hybridisierungsprodukt.

Die folgenden Beispiele erlsvtern die Erfindung:

Beispiel 1; Durchfihrung der Methylierungsanalvse des in
dem MHC leokalisierten Gens DAXX

Dag folgende Beispiel (Fig 1)} bezisht sich auf ein Frag-
ment des Gens DBXK, in dem eine bestimmte CG-Position auf
Methylierung untersucht wird.

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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Im ersten 3chritt wird sine genomische Sequenz unter Ver-
wenduong von Bisulfit (Hydrogenswlfit, Disulfit) derart
hehandelt, dass alle nicht an der 5-Position der Base me-
thylierten Cytosine so verdndert werden, dass eine hin-
sichtlich dem Basenpaarungsverhalten unterschiedliche Ba-
sa entsteht, wihrend die in 5-Position methylierten Cyto-
gine unverandert bleiben. Wird fiir die Feaktion Bisulfit
verwendet, so findet an den nicht methylierten Cytesinba-
gen eine Addition statt. Zudem milssen ein denaturierendes
Reagenz oder Losungsmittel sowie ein Radikalfinger zuge-
gen sein. Eine anschlisfende alkalische Hydrolyse fiithrt
dann zur Umwandlung von nicht methylierten Cytosin-
Mukleckhasen in Uracil. Diese umgewandelte DNR diect dazu,
methylierte Cytosine nachzuweisen. Im zweiten Verfahrens-
schritt verdinnt mzn die behandelte DNA-Probe mit Wasser
cder einer wissrigen L&sung. Bevorzugt wird anschliessend
eine Desulfonierung der DRA durchgeftthrt. Im dritten
Schritt des Verfahrens amplifiziert man die DNA-Probe in
esiner Polymerasekettenreaktion, bevorzugh mit einer hit-
zebestidndigen DNA-Polymerase. Im vorliegenden Fall werden
Cytozine des Gens DAXX untersucht. Dazu wird mit den spe-
zifischen Primercligonuklectiden TTAGGTTTTGGTTTGTTGATGAS
und CCCTAACTCCTCTABACCTCA eidn definiertes Fragment der
Lange 880 bp amplifiziert. Dieses Amplifjkat dient als
Probe, die an ein vorher an einer Festphase gebundenes
Cligonukleotid unter Ausbildung einer Duplexstruktvr
hybridisiert, beilspielsweise TARAGAGGCGGRTTAGTT, wobei
sich das nachruweisende Cytoain an Position 142 des
Amplifikats befindet. Der Nachwels des Hybridisie-
rungsprodukts beruht auf Cy3-und Cy5 fluecreszenzmarkisr—
ten Primercligonuklectiden, die fiir die Bmpiifikaticn
verwendet wurden. Nur wenn in der Bisulfit behandelten
DNA an diessr Stelle ein methyliertes Cytosin worgelegen
hat, kommt es zu elner Hybridisierungsreaktion der ampli-
fizierten DNA mit dem Oligonukleotid. Semit entscheidet

der Methylierungsstatus des jeweiligen zu untersuchenden
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Cytosins dber das Hybridisierungsprodukt. Im verliegenden
Fall wird fir das Oligcmer ein nicht methylierter Status

nachgewiesen.

Beispisl 2: Durchfiihrung der Methylierungsanalyse des in
dem MHC lcokalisierten Gens RXEB

Das folgende Beispiel (Fig 2) bezieht sich auf ein Frag-
ment des Gens RARB, in dem eine bestimmte CG-Fesition aunf
Methylierung untersucht wird.

Im ersten Schritt wird eine gepomische Sequenz unter Ver-
wendung von Bisulfit (Hydrogensulfit, Disulfit) derart
behandelt, dass alle nicht an der 5-Position der Base me-
thylierten Cytosine s=o verdndert werden, dass eilne hin-
sichtliich dem Basenpaarungsverhalten unterschiedliche Ba-
se entsteht, wihrend die in 5~Position methylierten Cyto-
sine unveridndert bleiben. Wird fir die Reaktion Bisulfit
verwendet, so findet an den nicht methylierten Cytozinba-
sen eine Addition statt. Zudem missen ein denaturierendes
Reagenz oder Lésungsmittel sowie ein Radikalfénger zuge-
gen sein, Fins anschlieBende alkallsche Hydrolyse fiihrt
dann zur Umwandlung von nicht methylierten Cytosin-
Bukleobasen in Uracil. Diese umgewandelte DWA dient dazu,
methylierte Cytesine nachzuwelsen. Im zweiten Vexfahrens-
schritt verdinnt man die behandelte DNA-Probe mit Wasser
cder einer wdssrigen Lésung. Bevorzugt wird anschliessend
eine Desulfonierung der DNA durchgefihrt. Im dritten
Schritt des Verfahrens amplifiziert man die DNA-Probhe in
einer Polymerasekettenreazktion, bevorzugt mit einer hit-
zebesténdigen DNA-Polymerase., Im vorliegenden Fall werden
Cytosine des Gens EXEB untersucht. Dazu wird mit den spe-
zifischen Primeroligonuklectiden ATATTGCGTAAAGGTATTAGGG
ung ACITALRCTCARCTCTATACCTAC ein definiertes Fragment der
Lange 385 bp amplifiziert. Dieses Amplifikat dient als

freobe, die an ein vorher an einer Festphase gebundenes
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Oligonuklectid unter Aushildung einer Duplexstruktur
hybridiziert, beispielsweisze AGGTGGARCGGAATTTTT, wobel
sich das nachzuweisende Cytosin an Position 33 des Ampli-
fikats befindet. Der Nachweis des Hybridisierungsprodukts
beruht auf Cy3 vnd Cy5 fluoreszenzmarkierten Primeroligo-
nuklectiden, die fur die Amplifikation verwendet wuxden.
kNur wenn in der Bisulfit behandelten DNA an dieser Stelle
ein methyliertes Cytosin vorgelegen hat, kommt es zu ei-
ner Hybridisierungsreaktion der amplifizierten DNA mit
dem Oligonuklecotid. Somit entscheidet der Methylie-
rungsstatus des jeweiligen zu untersuchenden Cytosins ii-
ber das Hybridisierungsprodukt. Im vorliegenden Fall wirad
fiir das 0Oligomer in Abbildung A ein nicht methylierter
Status und in Abbildung B ein teilweise methylierter Sta-

tus nachgewiesen.

Beispiel 3: Durchfdhrung der Methylierungsanalyse dss in
dam MHC lokalisierten Gens BATS

bas folgende Beispiel (Fig 2} kezieht sich auf ein Frag-
ment des Gens BATS, in dem eine bestimmte CG-Position auf

Methylierung untersucht wird.

Im ersten Schritt wird eine gencmische Seguenz unter Ver-
wendung von Bisulfit (Hydrogensulfit, Disulfit) derart
behandelt, dass alle nicht an der 5-Position der Base me-—
thylierten Cytcsine so verdndert werden, dass eine hin-
sichtlich dem PBasenpaarungsverhalten unterschiedliche Ba-
se ent=teht, wihrend die in 5-Position methylierten Cyta-
2ine unverdndert bleiben. Wird fir die Reaktion Bisuifit
varwendet, sc ifindet an den nicht methylierten Cytosinba-
sen sine Addition statt. Zudem missen ein denaturierendes
Reagenz cder Lésungsmittel sowie ein Radikalfinger zuge-
gen sein. EBine anschlishende zlkalische Bydrolyse fohrt
dann zur Umwandlung wen nicht methylierten Cytosin-
Nuklecbasen in Uracil. Diese umgewandelts DNA dlent dazu,
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methylierte Cytosine nachezuweisen. Im zweiten Verfahrens-
schritt verdlinnt man die behandelte DMA-Probe mit Wasser
oder ainer wissrigen Lésung. Bevorzugt wird anschliessend
eine Desulfonierung der DNA cdurchgeftihrt. Im dritten
Schritt des Verfahrens amplifiziert man die DHA-Probe in
einer Polymerasekettenrsaktion, bevorzugt mit esiner hit-
zebastandigen DNA-Polymerase. Im vorliegenden Fall werden
Cytosine des Gens BATS untersucht. Dazu wird mit den spe-
zifischen Primercligenuklectiden AGAAGAGAATGTGGETAGGA und
AARACCTACTTATCAAACCAAT ein definiertes Fragment der Lange
532 bp amplifiziert. Dieses Zmplifikat dieat als Probe,
die an vorher an elner Festphase gebundene Oligonukleoti-
de ynter Ausbildung einer Duplexstrukiur hybridisiert,
beispielsweise 1} TGAGABAGUGCTARAGAG oder ii)
ATTTAAGGCGAGGGTARA, wobei sich das nachzuweisende Cytosin
fiir das Oligomer TGAGARAGCGGETABAGAG an Position 211 odex
fiir das Oligomer ATTTAAGGCGAGGGTARE an Posltion 431 des
Amplifikats befindet. Der Wachwels des Hybrigdisle-
rungsprodokts beruht auf Cy3 und Cy5 flucreszenzmarkier-
ten Primeroligonukleotiden, die fir die Amplifikation
verwendet wurden. Nur wenn in der Bisulfit behandelten
ONA an dieser Stelle ein methyliertes Cytosin vorgelegen
nat, kemmt &3 zu einer Hybridisierungsreaktion der ampli-
fizierten DNA mit dem Oligonmkleotid. Somit entscheidst
der Methylierungsstatus des jeweiligen zu untersuchenden
Cytosins iber das Hybridisierungsprodukt. Im veorlisgenden
Fall werden filr beide Oligomere in REbbildung A jeweils
ein reilwsise methylierter Status und in Abbkildung B je-

weils ein nicht methylierter Status nachgewissen.
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Patentanspriche
1. Hukleinsiuren zur Diagnose ven einem Satz genetischer

Parameter imnerball des Major Histocompatibility
Complaxes (MaC), umfageend einen mindestens 20 Basen-
raare langen revers komplementiren oder identischen
Abschnitt der chemisch vorbehandelten genomischen DNA
gema® SEQ ID-ND:1 oder SEQ TD-NG:2.

Oligomkleotide zur Detektion des Cytosin-
Methylierungswustandes in vorbehandelter genomischer
DNA, umfaesend jeweils mindestens eine Basensequenz
mit ejner Iédnge von mindestens 13 Nukleotlden, die
revers komplementdr oder identisch zu einem Abschnitt
der Basenseguenzen gemaf SEQ ID-NO:1 oder SEQ ID-NO:Z
ist, der mindestens ein CpG Dinuklectid enthdlt.

Gligonuklectid nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich-
net, dass das Cytosin des Cp@ Dinuklectids das 5. -
9. Nukleotid vom 5'-Ende des 13 mers ist.

Satz von Oligonuvkleotiden nach Anapruch 2, dadurch
gekennzeichnet, deezs fiiz jedes der Cp& hinuklectide
auE einer der SEQ ID-NG:1 oder SEQ ID-NO:2Z ein ©ligo-

nukleotid vorhanden ist.

PNA {Peptide Nucleic Acid) Oligomere zur Detektion
des Cytosin-Methylierungszustandes in chemisch vorbe-
handaltar gencmischer DNA, umfassend mindestens eine
PN Basensequenz mit einer Lénge von mindestens 9
Nukleotiden, die revers komplementar oder identisch
zu einem Abschnitt der Basensedquenzen gendt SEQ ID-
NO:1L oder SEQ TD-KO:2 ist, der mindsstens =sin CpG Di-
nuklectid enthilt.
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1a.

11.

1z.

28

FNA Cligomer nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass das Cytosin des Cp@ Dinuklectids das 4. - &.
Hukleotid vom 57-EBnde des 9 mers ist.

Satz veon PHA Oligomeren nach hnspruch S, @adurch ge-
kennzeichnet, dass flr jedes der CpG Dinuklectide aus
einer Basengequens gemdl 4EQ ID-KO:1 oder SEQ ID-NC:2
ein Oligomikleotid vorhanden ist.

Satz von Oligomerscnden zur Detektion des Cytosin-
Methylisrmgszustandes und/oder vonm Single Mucleotide
Polymorphismen in chemisch vorbehandelter genomigcher
DHA, umfassgend mindestens 10 der Cligonukleotid oder
PEA Sequenzen der Anspriiche 2 bkis 7.

Anordnung von unterschiedlichen Oligonukleotid-
und/oder PNA-Oligomersequenzen nach einem dar Ansprit-
che 2 bia 8, dadurch gekennzmeichnet, dase diese an
definiexte Stellen einer Festphase gebunden sind.

Anordoung von unterschiedlichen oOligonukleotid-
und/oder PNA-Oligomerseguenzen nach Anepruch 2, da-
durch gekennzeéichnet, dass diese auf einer ebenen
Festphase in Form eines rechtwinkligen oder hexagona-
len Gitters angeordnst sind.

Satz von Primercligomikleotiden umfzsssnd mindestens
gawel Oligonuklectide, deren Sequenzen jeweils mindes-
tens einem 18 Basenpaare langesn Abschnitt der Basen-
gequenzen gemal BEQ ID-NQO:1 oder SECQ ID-NG:2 entapre-
chen oder revers Komplementdr zu ihmen sind.

Satg von Primeroligonuklectiden nmach Anspruch 11, da-
gurch gekemnnzeichnet, dass diese kein CpC Dinukleotid
enthalten.

JP 2004-511217 A 2004.4.15



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

10

25

30

(49)

WO 0200937 PCTIRU0150]

12,

14.

15.

15.

17.

18.

19.

28"

Satz wvorn Primeroligonukleotiden nach Anspruch 11 oder
12, dadurch gekennzeichnet, dasgs mindestens ein Pri-
mer an eline Fegtphase gebunden ist.

Verwendung der MNukleinsgiuren., Oligonukleotide oder
PNA-Oligomere nach einem Ger Anspriche 1 kis 13 zur
Diagnose von Autoimmunerkrankungen durch Analyse von
Methylierungsmustern innerhalb dea MHC.

Verwendung der Nukleinsiuren, Oligenvkleotide odex
PRA-Oligomexe nach einem der Anspriche 1 bis 13 zur
Diagnose von rhaumatischer Arthritis durch Analyse
von Methylierungsmustern ilmnerhalb des MK,

verwendung der Nukleipnsauren, Oligonukleotide oder
PNA-Oligomera nach einem Ger Anspriche 1 bis 13 zur
Diagnose von Diabetes durceh Analyse von Methylie-
rungsmiustern imnmerhalb des MHC,

Verwendung der Mukleinsauren, Oligonukleotide oder
PRA-Oligomere nach Anapruch 1§, dadurch gekennzeich-
net, dass es sich bel der Diabetes um Typ I Diabetes
oder um Insulin sbhingige Diabetes mellitus [IDDM)
handelr,

Verwvendung der Mukleinsiuren, Oligonukleotide oder
FHMA-Oligomare nach einem der Anspriche 1 bis 13 zur
Diagnose von hereditarer Hamochromatose durch Analyse
von Methylierungsmuatern inperhalb des MHC,

Verwendung der Nukleingduren, Oligeonukisotide oder
PHa-Oligomere nach Anaprach 18, dadurch gekennezeich-
net, dasg ee pichh baj der hereditiren Himochromatose
um genetische Himochromatose {(GH} oder die milde Form
der Hi&mechromztose handelt.
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20,

21

2z

23.

24.

25,

26.

30

Verwendung cder Nukleinsduren, Cligonuklectide oder
ENA-Oligomere nach einem der anspriiche 1 bis 13 zur
Diagnose von Schizophrenie durch Analyse von Methy-

lierungsmustern innerhalb des MHC.

Verwendung der Nukleinsiuren, Oligonuklectide oder
PNA-Oligomere nach einem der Anspriche 1 bis 13 zur
Diagnese wvon Multipler Sklerose durch Analyse von Me-
thylierungsmustern innerhalb des MHC.

Yerwendung der Nukleinsfuren, Oligonuklectide oder
PHA-Oligomere nach einem der Anspriiche 1 bis 13 zur
Diagnose von gystemischem Lupus Erythematcdes durch
analyze von Methylierungsmustern innerhalb des MHC.

Verwendung der Nukleinsduren, Oligonukleotide oder
PHA-OLligoware nach einem der hnspritche 1 bis 13 zur
Diagnose von Sarkoidese durch Analyse ven Methylie-
rTungsmugtern innerhalb des MHC.

Verwendung der NWukleinsauren, Cligonukleotide oder
ENA-Oligomere nach einem der Anspriiche 1 bis 13 zur
Diagnose von primiver Gallepzirrhoss durch Analyse
von Methylierungsmustern innerhalb des MHC,

Verwendung der Nukleinsauren, Oligonukleotide oder
PNA-Oligomere nach einem der Ansprilche 1 bis 13 =zur
Dizgnose von Myositls durch Analyse von Methylie-
rungstustern innerhalb des MHC.

Verwandung der Nukleinsduren, Cligonukleotida cder

PNA-Oligomere nach einem der Anspriche 1 his 13 zur
Diagnose yon Peoriasis durch Analyse von Methylie-

rungsmustern innerhalb des MHC.
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27.

28.

29,

30

a3.

3t

Verwendung der Nukleinsduren, Qligomuklectide oder

PNA-Cligomere nach sinem der Anspriiche 1 bis 13 zur
Diagnese von Nephritis durch Analyse von Methylie-

rungsmustern innerhalk des MHC.

Verwendung der Nukleinséuren, Oligomvklectide oder
PHA-Oligomere nach einem der Anspriiche 1 bis i3 zur
Diagnose von Krebs durch Analyse von Methylierungs-
mustern imnerhalk des MHC.

Verwendung der NukleinsfSuren, Oligonuklectide oder
PNA-OlLigomere nach Anspruch 28, dadurch gekennzeich-
net, dasz es =ich bei den Krebsarten um Hals- oder
Kopfkrebs handealt.

Vexwendung der Nukleinaduren, Oligonuklectide oder
FNA-Oligomers nach einem der Anspriche 1 bis 13 zur
Diagnoge von Igh Nephropathie durch Analyse von Me-
chylisrungsmusbern imnerhalb des MHC.

. Verwendung der Nukleinsauren, Oligonuklectide ocder

ENA-Oligomere nach einem der Anepriche 1 bkis 13 zur
Diagnose ven Bluthechdruck dureh Analyse von Methy-
lieruvngsmustern innerbalb des MHC.

. Verwendung der Nukleinsduren, Oligonuklectide oder

PHE-Oligomere nach einem der IZmspriiche 1 bis 13 zur
Diagnege von Behcets Krankheit durch Analyse von Me-

thylisrungsmustern innerhallb des MHC.

Verwendung der Nukleinsauren, Gligonukleotids oder
FWA-Oligomere nach einem der Anspriiche 1 bis 13 zur
Diagnoee von der Gee-Heubner-Herber-Thaysen-Krankhsit
{E61iakie) durch Analyse von Methylierungsmustern in-
nerhalb des MHC.
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a7,

38,

40.

2

Verwendung der Nukleinsduren, Oligomakleatlde odar
ENA-Oligomers nach einem der Bnspriche 1 bis 13 zur
Diagnose veon Myasthenia graviz durch Analyse von Me-
thylierungsmustern inmerhalp des MHC.

Verwendung der Nulkleinsfuren, Oligomukleotids oder
PHA-Oligomere nach einem der Anspriche 1 big 13 zur
Dlagnoee von Spondylarthropathia durch Analvase von
Methylierungsmustern innerhalb des MHC.

Vervendung der Mukleinsauran, Oligonukleotide oder
PNA-Oligomere nacihh einem der Anspriiche 1 bis 13 zur
Diagnose wvon Tuberkulose durch Analyse wvon Methylie-
rungsmustern innerhalb des MHC.

Verwendung der Nukleinsfiuren, Oligonukleotide oder
PHA-Cligomere nach einem der Anspriiche 1 big 13 =zur
Diagnoss von hypertropher Kardiomyopathie durch Ana-
lyse von Methylierungsmustern innerhalb des MHC.

Verwendung der Mukleins#uren, Cligomiklectids cdey
PNA-Oligomere nach einem der anspriiche 1 bis 13 zur
Diagnose von der Basedow-Krankheit durch Analyse von
Methylierungswustern inperhalb des MHC.

Verwendung der Nukleinssuren, Oligomukleotide oder
FNA-Cligomers nach ainem der Anspriiche 1 bie 13 zur
Diagnose von juveniler rheumatischer Arthritis durch
analyse von Methylierungsmustern immerhallk des MHC.

verwendung der Nukleingduren, Oligonukleotide oder

PNA-Oligomere nach einem der Ansprléche 1 bis 13 zur
Diagnose von Epilepsie durch Analyse von Methylie-

rungsmustern innerhalb des MHC.

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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43.

44.

45.

46,

47.

3

Verwendung der Nukleinsauren, Oligomukleotide oder

PNA-Cligomere nach Anspruch 40, dadurch gekemnnzeich-
net., dass es sich bei der Epilepaie uwm idiopathische
generalisierte Epilepsie oder um juvenile myokloni-
sche Epilepsie handelt.

Varwendung der Bukleinsiuren, Oligonukleotide cder
PNa-Oligomere nach einem der Anspriiche 1 bis 13 zur
Diagnose von der Takayasu-Krankheit durch Analyss von
Methyliermmgsmugtern innerhalb des MHC.

Verwendung der Nukleins&uren, Oligonuklectide oder
PNA-Oligomare nach einem der Anspriiche 1 bis 13 zur
Diagnose vor multiplen ilmmuropatheleogischen Krankhei-
ten durch Analyse von Methylierungsmustern innerhalb
ded MHC.

Verwendung der Nukleins&uren, Oligonukleotide ader
TRA-Oligomere nachk einem der Ansgpriiche 1 bigz 13 zur
Diagnose f£ir die Suszeptibilitdt £iir Lepra durch ana-
lyse von Methylierungsmustern innerhalb des MHC.

Verwendung der Mukleinséuren, Oligonuklectide oder
PNA-Cligomere nach einem dex Ansprilche 1 his 13 zur
Piagnose [ir die Suszeptibilitit £ir Malaria durch
Analyse von Methylierungsmustern inmerhalb des MHC.

Verwendung der Nukleinsduren, oOligonuklectide oder
PNA-Cligomere mach einem der Anspriche 1 bis 13 zur
Diagnose £ir die HJuszeptibilitdt fiir Leishmania durch
Analyse von Methylierungsmustern innerhalb des MHC.

Verwendung der Nukleingduren gemdf Anspruch 1 fir die
Diagmose von hadeutenden genetischen Parametern in-
nerhalb des MHC.

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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49.

50.

El.

3

Verfahren sur Diagnose von bedeutenden genetischen
Parametern innerhalb des MHC durch Analyse von Cyto-
sin-Methylierungen in Satzen von Oligonuklsotiden o-
der PNA-Cligomeren nach einem der voranstehenden an-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man folgende
Schritte ausfilhrc:

a) in einer gencmischen DA Frobe wandelt man durch
chamische Behandlung an der 5-Pagition umnmethylierte
Cytosinbasen in Uracil, Thymidin oder eine andere vom
Hybridislerungsverhalten her dem Cytosin undhnliche
Base um;

b) aus dieser chemisch vorbehandelten gencmischen DHA
amplifiziert man Fragmente unter Verwendung wvon Sat-
zen von Primeroligonuklectiden gemdss Anspruch 11 o-
der 12 und einer Polymerase;

c) man hybridisiert die Amplifikate an einen Satz von
Oligonuklectid oder PNA Sonden der Anspriiche 2 kis 8;

d) wan detektiert und visualisiert die hybridisierten
Amplifikate.

Verfahren nmach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet,
das® mehr als zehn unterschiedliche Fragmente ampli-
fiziert werden, die 100 - 2000 Basenpaare lang sind.

Verfahren nach Anspruch 48, dadurch gekemnzeichnet,
dass man die chemische Bshandlung mittels einer Lé-
sung eines Bisulfits, Hydrogensulfits oder Disulfits
durchfihrt.

verfahren nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichust,
dass die Polymerase @ine hitzebestandige DNA-
Polymerase ist.

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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82.

53.

54,

55

56.

57.

5B,

35

Verfahrer nach einem der Ansprilche 48 bis Bl, dadurch
gekennzeichnet, dasgs die Amplifikation mittels der
Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefihrt wird.

Verfahren mach einem der wvorangehenden Anepriiche 48
bis 52, dadurch gekernzeichnet, dass die an den
Amplifikaken angebrachten Markierimgen an jeder Fosi-
tion der Festphase, an der gich eine Oligonuklectid-
gequenz befindet, identifizierbar sind.

Verfabren nach Anspruche 53, dadurch gekennzeichnet,
dass man eine Anornung gemiB Anspruch $ oder 10 ver-
wendet und dass die Festphasencherfliche aues silizi-
um, Glas, Polystyrol, Aluminium, Stahl, Eisen, Fup-
fer, Nickel, Silber oder Gold hesteht.

. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 48

big 54, dadurch gekennzeichnet, dass die Amplifikati-
on von mehreren DNA-Abschaitten in einem Reaktionsge-
fAR durchgefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet,
dass die Markierungen der amplifikake Fluoreszenzmar-
kierungen ing.

Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet,
dass die Markierungen der Amplifikate Radionuklide
sind.

Verfahren nach anspruch 53, dadurch gekennzeichnet,
dass die Markierungen der Amplifikate akloshare Mole-
kilfragmente mit typischer Masse s3ind, die in einem
Massenspektrometer nachgewiesen werden,

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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Verfahren nach sinem der Ansprliche 48, 4% oder 53,
dadurch gekemnzeichnet, dass die Amplifikate cdex
Fragmente dexr Amplifikate im Massengpektrometer nach-

gewlesen werden.

Verfahren nmach Anspruch 58 ader 52, dadurch gekenn-
zeichnet, dass zur begseren Dataktierbarkeit im Mas-
senspektrometer die erzeugten Fragmente eine einzealne

positive oder negative Nettoladung aufweisen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 58 biz 80, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Detektion mittels Matrix
assistierter Laser Desorptions/Ionisations Masz-
senspektrometrie (MALDI] oder mittels Elektrospray
Massenspektrometrie (BSI) durchfithrt und visvali-
siert.

verfahren nach einem der voranestehenden Anzpriche 48
big 61, wobei dis genomische DNA aus siner DNA-Probe
erhalten wuarde, wobei Quellen fiir DHA =. B. Zellli-
nien, Bicpsien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Geblrn-
Rickenmarks-Fligsigkeit, in Paraffin singebettetes
Gewebe, belspielsweise Gewebe von Augen, Darm, Wiere,
Hirn, Herz, Prostata, Iamge, Brust oder Leber, histo-
logische Chjekttrdger wmd alle mdglichen Kombinatio-
nent hierven umfasst.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche 48
bi 62 zur Diagnose und/oder Prognose nachteiliger Er-
eignigge flir Patienten ader Individuen, wobei disse
nachteiligen Ereignisse mit Methyliarungsmustern in-
nerhalb des MHC in Zusamnmenhang stehen.

verwandung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche
48 bis 63, dadurch gekemnzeichnet, dass man bedeuten-

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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65

a7

de genetische Parameter innerhalb des MHC diagnosti-
zierkt.

. Kit, bestebend aus einem Bisuifit enthaltenden Rea-

genz, 3dtze von Frimern gemdf Anspruch 11 oder 12 zur
Herstellung der Amplifikate, Cligonuklectide und/oder
FNA-Oligomers gemaffe einem der Anaspriiche 2 big 8 sowle
eine Anleitung zur Durchfdhrung und Auswsrtung eines
verfahrens gemaf einem dexr Anspriiche 48 bis 63.

A 2004.4.15



JP 2004-511217 A 2004.4.15

(58)

LLOVLLVODLODYOVYVL / LIDVLLYONIOOVOVYYL (XX

PCTIRU0150]

LLSVLLVDDIOOYDVYYL

1/z

LIOVIIVODIODVOVVY],

WO 0200937

L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L



JP 2004-511217 A 2004.4.15

(59)

PCTIRU0150]

WO 0200937

2/2

YYVIODOVOLODYYLLLY / VVVIDODVOIDOVYILLY (1D SLVE
DVOVVVIODLOVYVOVOL /OVOVYYIOODDVYVOVDL | (B ¢Ive
LLLIIYVOOILYVODLDOV / LLLLIVVODOVYODLIODY | Ta%y

‘. L OVOVYVLOOIDVYVOVDL
: YOVVVIOOLOVYYDYDL

YYY.LODOVOLOOYVVILLLY .
YVVIDDOVIIDOVVLILLY —

)

&EP&?UGU?@OHDO% H;A?ﬁghéoorﬁ@@q@ q

YOVVVIOOIOVYVHVOL
~—DVOYVYVIHILOVVVOVDL

YVVLIODOVOLODVYIILY -
VYVIODDVDIDOVYIILLY -

HS&&@DUU#EUDHDO@ LELILIVVODIVYDOIDOV <
Z 81y

L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L



L T e T e T e T e B T T e T e O e Y e O e O s O e, T e, R e T e, IO e, T e O e R e O e O e T e T e T e T e T e T e

(60) JP 2004-511217 A 2004.4.15

oooooooboboOooooooooobDboooad

112) NACH REM VERTRA TRER DIE INTERNATION A LF, ZUSAMMENS REEIT SUF DEM 1
PATENTYWESENS {PCT) v EROFFENTLICHTE INTERMNATHONALE ANMELDL

LEIET DES

(19} Weltorganisation {0y gelstiges Eigentam
Inernationales Biiro

{43) Internationales Yerdfenilichungsdatum (10) In icaale Verdifentli

3. Janoar HH2 (13.01.2002) PCT WO 02/000932 A3

(51) Tmternzti le Patenthklassifikution: CI2F 168 (81 Bestimmungsstugten yaioal
AU AZ BA.BDB.BU. TR, BY. BZ CA,
(4, 9K, DK, DM, 1Y, KK, KS, FL GB, G, GE, ¢
G, I HU, DG L DN 13, 92 KU, KG, KD KR, K2, 1<,
LK, LR LS, LE LU 1Y MAL MDD, MG, MK, MN, MW,
nales Anmeldedatum: } A% M7, N6, M7, P FT. RO, RU. 80, 3P, 561, 51, 5K,
20 Jumi 2L (290620601 STEL TML TR, 11T UAL UG Us U, VN Y1 7A,

{21) Internationnles Aktenzeichen: FLLABOLAD SO0

(22) Interns:

(25) Ei

ichungsapracke: Dentseh
Gl ARIPO-PL
LT LG AW

{34) Besthnmuugsstontem ent (GEL

126) Verillentlichungssprache: Duutsch rdd RIL LS MW M2 0. S B2 ’
aunsisches Falent 1AM, A RY. Krr K4 M2, RIL T

O wneptisctes Pueol (8T BE. CTL CY, DE, DK

(30 Angoben zur Pr LS. M, FR. GB. GR. IG, IT. LU, 3C, ML, BT, SE. TR,

Wi 32537 ECTITEIEIT s FE P ST OAPLFatond

MK, KL, 8

{HEBLL
VT,

L LN, P, CPW, ML,

(71) Anmelder tfiir aifc Dvsiamorege siddred it wvichme

— e 8 AG DIZDL Kastanenal  Verbffendich:
= 2. 1435 Harlinn i1, it wternationalem Recherchenhariche
= it dent Sequenzpronskofed der Beschibung in elebine
= &) d isehier Famn geiecamovergfeaiiont: ang ey vem fofee-
= (75) ndes/Anmelder (o fir (50 CLEK, Alevan- satiomtden Bare coHibel
der Y0NS Sensderinaiss 3 W18 el DKL g0 s
PIEPENRROCK, Christiun IDEDE]; Schwarirkopil- . .
; Recherchenberichty: 4. Sepember 2003
tmsse 7T, 0115 Becin 1IDEY. BERLDY, Kurt |DEDE]: b
Marienkiferog o, 1532 Sunseott (L Sur Krildrag o Sweibuchsiunesd wdee wnd o aridiren

Abkrozungen wind awt dic Frklarungen {"Guidance Neicr on
Amwalty SCHURERT, Klemens, Moge Prorencke 5 Cesdvy i dlveviotions) am Antung Jedve sogndiren dusgabe
1178 Baofin Mite iDE). Jer PUT-Gazeite versiesan

(54) Titler DIAGNOSIS OF KROWN GENIUIC PARAMUTERS WTTHIM THL MHC

©)
4 (54) Bezeichaunp: DIAGNOSE VOR BEDEUTENDEN GENETISCITEN PARAMETERN TWNEKIIALE DES MK

Histocompac ity Com
el yewmic

¢l o descet eytosine methwlation
< pavimeters with e MUK,

nusis of g

vorticpende Liind g bescireibst Mukl, cr Paranetey
e Matjor THslorumpes hi By € ompdeces (M), malassend e revers kompleren-
tihen uder iclemisehen Abschnilt einer theneiseh vorhehundelien genomischen TINA suaie @ : miden [Clligonuk
Teefidle undfuler PNA-Oligonadno, die eur Litektiva ok Muivlicrungsanstanles i Kukleinsiuren dicren, Dicse Sondzrn
sitsd r die [Dirpicise von genetischen Parametern innathals des MIR hosorders goesp

siuzen 7ur LYagiose von eiein Satz gened




L T e T e T e T e B T T e T e O e Y e O e O s O e, T e, R e T e, IO e, T e O e R e O e O e T e T e T e T e T e T e

oooooooao

INTERNATIONAL SEARCH REPORT e

(61)

<al Appisation No

PCT/IB 0101501

A CE‘AEé\FICATIDr\ OF SUBJECT MATTER
IFC 7 Q1201768+

4scaming 0 Intsccatanal Parsnl Crass fieaan (1 *C) o 10 bem nanan:| chssifica:er 61 d P35

B, FIELDS SEARTHED

M on searncd (olssi: “cliowed by symbaia)
IPC 7 (120
Dazimentain SeArarad Gher an the ez thal e okiIcd e Feds seaidmd

Eleciraric date base cansred during e |

aronal cearch (nema of data Lace 20d. wiurn j s, saerce fe ms userd)

C. DU IMEN 1S CUNSIDEHELD TU BE FIELEVANT

CAUMNTY T - GREION 0T GOCUTEN, W ING230en, 4he'e POTCEABN, O [ (ERANL PASSINES Fatlevat k2 clalm Mo,
X DATABASE EMBL [Online] 1
29 January 1990 {1990-01-29]
retrieved from ZMBL
Database accession no. X170893
APABR222757
abstract
¥ DATABASE EMBL [Online) 2-4,8-65
18 January 26008 {2000-81-18)
retrievad from ZMBL
Uatabase accession no. L76298
APBEZ222755 |
abstract
¥ o HD 99 284038 A (OLEK ALEXANDCR (WALTER 2~4,B-E5
| JoERN {DE); EPIGENOMICS GM3H (DE); OLEK
5VE) 18 June 1999 [1955-06-10)
the whele document

Wihes cogzments any Talvd in Lo cunlwaption of bs C,

Patartfamly mamsars a7 isted "0 as1en

* Bpecial saegorics of 910 GoTumarts ©
BT GESUrAN S GO R AKe:Cl £ 0f 136 &t wh G ot
canskterec 0 56 ol pato.lu reievance
" carlie” cocumant bul putilahed onur aller e nlermalicl
g date
L” dncarman: which may threw Bpbic of 3
o cibsd i

e

eni ekaing to an oral disskasuia, Sse, exhbition of
wonns

P gzzrent pbiEhad prioe 1o 112 ‘nisrafonal Mng date bt
zter ‘s the e clamed

-

=

2

3

" e0ims 1 2k prarcabar i i e ity
L be 2onaideced rovel ar cannat

bl ator e e

o piarily b art ot confcl wil e
Sfled tu wieryare i nuiphe of thaon el othe
imenton

@zoumes ol pars
zanna

o be zamsiaped 'va=n iweniive siep when he
docuwisn s cembin = wib 306 Gr G Ser SHOA GogU-
~enls, 3.2 counbirztic:t belng bavious 2 persan sk fed

ZacLmert nemhiz o the saae alert lamy

D of the sotal con el =i of o Meraknna st

78 November 2062

Diate ol maing of the INkermedoral saarch oo

28 9 m

Hame ane mating acd 655 of tha 54
san P Cff
HL, 3360 HY

Te. [+31.73 24
Facz( 131-70) o

 P.B. 5516 Pulenlluan 2

peRES T

Puklniznd lices

Bradbrock, D

< PO NEID (FRon Chamt) Yy 9821

page 1 of 2

JP 2004-511217 A 2004.4.15



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

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(62)

DIn ional Appticelion Na

C{Catiastion) DOCUMENTR GORSI

B0 AE RELEVANT

| PCT/B 01/0150%

Caegory® | Ll o rF decuman, weh i
i

Fon wnEa GEPOANZIe, ol g MHizvant BATSH0EE

Hiserard tn oogim S

A

HIEMEYER € N ET AL: “DNA MICRDARRAYSH*"
ANGEWANDTE CHEMIE, VCH

VERLAGSGESEL LSCHAFT, WEINHEIM, DE,

vol. 38, no. 19, 1899, pages 3039-3€43,
XPORO9R1T24

1S50;: 0044-8249

the whole decument

REIK ET AL: “identifying 5-methylcytosike
and related modifications {a DHA genomes®
WUCLEIZ ACIDS RESEARCH. OXFORD UNTVERSITY
PRESS, SURREY, 6B,

vol. 26, no. 10, 1898, pages 2255-2284,
%Po021431G6

1SSN: 9385-1048

page 2238, colum 2, paragraph 2 -page
2261, column 2, paragraph 1; figure 2
FIS7ER DOROTA ET AL: "Major
histocompatinility complex expression on
fuman, maie germ cells: A review.”
AMERICAN JOURKAL OF REPRODUCTIVE
TMMUNOLOGY ,

val. 48, no. 3, 1998, pages 172-176,
NPORo0E131

I55N: _046-7408

page 174, celumn 2, paragraph 4 -page 175,
colwnn 2, paragrapi 2

CHENG N C ET AL: “lack of class T HLA
expression in neurshlastoma is associated
with high H-myc expression and
hyponethyiation due =o Toss of the NEMO-1
Toeus.*

ONCOGENE,

vol. 13, no. 8, 1996, pages l737-1744,
APOEIOC1S3Z

[351; 9950-9232

page 1757, colum 2, paragraph 3 -page
1738, colum 1. paragraph 1

Discussion

GRUER JEFFREY R ET AL: ‘“Evolv'ng views of
the major histocompatibility complex."
ALOGD,

vol. 90, no, 11,

1 December 1997 (1997-12-81), pages
4252-4265, XPEORZ22756

TS5H: J006-4971

tha whole document

9,18,
13-65

2-4,8-65

1-4,8-65

1~4,8-b5

1-4,8-65

Form LTS 47210 (et sl of s Reead b ol Dy 19000

page 2 of 2

JP 2004-511217 A 2004.4.15



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

(63)

INTERNATIONAL SEARCII REFORT International application Ho.

PLT/15 81761561
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This aternrtional seacch report as not been.established inTaspect of cerlum elabos ender Article LT for the following reasons:

1 Chaims Nos.:
because they relate o subject matter not required to ke searched by thiz Authority, apmmehy:

2 ] Climsries; 00 (Tl 524,855 (partly)

Secans ey relate to pares of the incernational application that damot comp
iz extent it ne meaningfil intemational search cen be carsied out, spo
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Iy

See supplementary sheet (Further infermation  Centinued from PCTASAIZ0)

% :‘ Claims Nos.:

oeoruse they are dependeit cliims and are not diefled in

with: d and third sentences of Rule 6.4{2%,

Boxll O Hots where unity of i ion is lacking (Conti af itemn 2 of first sheet)
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1 _| As al wequired additiona] search fees were fimely paid by the applicant, this ntervationa] search separt covers 2l.
"7 searchable clwing,

2, D Asall senrehablaclaima could b searched without effort justifring an addi%omal fas, iz Anthority id not invite poyment
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1. E‘ Mo 1oneisud alditional seorch fees were timely paid by the applicant, ConaaguentGy, this international search raport is
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1 (infull) ; 2-4, 8-65 (partly)
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INTERNATTONAL SKARCH RFEPORT

International applicatien M.

PCTIB0I/0L501

Feam POTSA0

Continvatior. of Box L2

Claims: 5-7 (in full); 2-4, 8-63 (in past)

Claims 2 und 5 relate respectively to oligonucleotides and I'NA oligomers
comprising respectively at least one base sequence with a length of at least
13 or 9 nucleolides which are reversibly eomplementary or identical to a
piece of the hase sequences as per SEQ I NO:1 or SEQ D NO:2, suid
piece containing al least one CpG dinucleatide. Claim 11 relates o a sel of
primer oligonucleotides comprising two aligenucleotides whose sequences
correspond respectively 1o a piece of the base sequence as per SEQ 1D NO:
1 or SEQ I NOQ: 2, said piece comprising at leas: 18 base pairs, or are
reversibly complementary thereto, Claims 3, 4, 6-10, 12-46 and 48-65 relare
back to these sequences.

SEQ D NOs: | and 2 each have a length of 349980 bases and comprise n
undefined number of CpG dinucleotides, Claims 2-46 and 48-65 thus relate
to a very large number of possibilities.

Furthermore, Claims 4, 7-13 and 48-65 relate to sets of ligomers and the
use thereof in methods. The sets comprise a combmation of two or more of
the claimed o.igomers and thus relate to an even larger namber: of possible
embudimentls,

In sum, the eurrent Claims 2-46 and 48-63 relate to a disproportionately
larze pumber of pussible procucts/methods of which only a small number
can be considered to be supported by the description (PCT Article 6) or
diselosed in the applicanion (PCT Article 5).

Claim 47 relutes to the use of the nucleic acids as per Claim 1 (i.e.an
identical or reversibly corplementary DNA piece as per SEQ IDNO:1 or 2,
said piece comprising at least 20 base pairs) for (he diagnasis of important
geneliv parameters witkin the MHC. Since it is vnclear how all the
embodiments comprised by the claims could be used, Claim 47 lacks the
Tequisite sugport ia the description.

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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INTERNATIOMNAL SEARCH REFORT "
Toternaticual application Nu

PCTAB01/0150]

In the present case, the claims lack the proper suppert and the application
lacks the requisite diselosure to such an extent that it aspears impossible o
carry cut a meaningful search covering the cntire range of profection sought.
Therefora the search was directed to the parts of the claims that appear to he
supported or disclosed in the above sense, that is Claim 1, and the parts
relating to the oliganucleotide probes and primars which are used in the
cxamples, L.e, Claims 2-4 and 8-65 {all in part),

“The applicent is advisec that claims or parts of ¢laims relating to inventions
in respect of which no international search report has been established
narmally cannot be the subject of an international preliminary examination
(PCT Rule 66.1(e)}. In its capacity as International Preliminary Examining
Authority the EPO generally will net carry out a preliminary examination for
subyjects thal have not been searched. This alsa applies to cases wher the
claims were amended atter receipt of tke international search report (PCT
Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the
procedure under PCT Chapter 1L

Fenu PCT/I3A/210
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PCT/TRB1/01501

1. Claims: 1 (in full); 2-4, 8-65 (in part}

Oligonucleotide probe TAGGTCGTTTATA: set of oligonucleotide
prebes comprising the probe; oligenuclcotide primer pair
TITGGTTTTGATTTAGATTTGG and
AAATAAACTCTCTAACTACTC, set of oligonucleot'de primers
comprising the sriner pair; use of the probe or the primer pair or the
sets i a method for the diagnesis of genetic parameters in the MHC
by analysis of cylosine methylations in the HLA-A gene.

2. Claims: 1 (in full); 2-4, -6 (in part}

Oligenucleotide probes TAAAGAGGCGGATTAGTT and
TAAAGAGGTGGATTAGTT,; set of oligonucleatide probes
corprising the twao probes; oligonucleotide primer pair
TTAGGTTTTGGTITGTTGATGAG and
CCCTAACTOCTCTAAACCTCA, set of oligonucleotide primers
comprising the primer pair; use of the probe or the primer pair or the
sets in a method for the diagnosis of genetic parameters in the MHC
by unalysis of cytosine methylations in the DAXX gene.

3. Claims: 1 (in fully; 2-4, 8-65 (in pari)

Cligonucleotide probes AGGTGGAACGGAATLLLY and
AGGTGGAATGGAATTTTT,; set of oligenucleolide probes
comprising the two probes; oligonuclaotide primer pair
ATATTGCTANAGGTATTAGGG and
ACTTAACTCAACTCTATACCTAC: set of oligonacieotide primers
comprising the pricer pair; use of the probe or the primer pair or the
sels in & mathod for the diagrosis of genctic parameters in the MHC
by analysis of cytosine methylations in the RXKB gene.

4 Claims: 1 {in Gll); 2-4, 8-63 (in part)

Cligomucleotide probe pairs TGAGAAAG(CI)GGTAAAGAG and
ATTTAAGG(C/TIGAGGGTAAA; set of oligonucleotide probes
comprising one or both probe peirs; oligonucleatide primer pair

Feam POTSA0
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PCTIBOL/O150]

AGAAGAGAATGTAGAETAGGA and
AAAACCTAUTTATCAAACCAAT, sct of oligonucleotide primers
comprising the primer pair; use of one or two probe pairs or the
primer pair or the set i a method for the diagnosis of genetic
paramelers in the MHC via analysis of cytosine methylations in the
BATS gene.

Fenu PCT/I3A/210
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Feidl  Bemekungen zu den Ansprichen, die sich alz richt recherchierbar erslzsen haben (Forsetzung von Punkt 2 auf Blatl 1

Geman Aitkel T7{2)a) worde 2.8 foipcnden Grinder (or Lestimme Anaarisne kein flasheicheabenckt erstellt:

1. ] Arsgriisre A,

we!l 51 sich auf Gegensiing

Twasiehen, 20 deren DGecherche dbe Leh arda nisht verpslic st sl namich

2. Ansprticha e, 5-7(komplett);2-4,8-66(teilweise)
wei sls Sick AUl lale der interticnalen Anmaiding Eszlehen, die den uorosc@hENSH ' T detungan sa wenig anzzprechen,
ek sine sinnvella internalicnale Reckerche n'f durel-aohilet we-den kaon, wpich

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210

1. [] Anspriisne nr
wail 25 aivh <abel Um Sbhangigs Ansrlohe handsir, e pizht easesrend Salz 2 urd 3 der Regel 6.4 4) atjedant sind.

leki Il Demerkungen bei mangelinder Einhaitichket der Edinduny (Fartsetzung von Purkt 3 auf Blan 1)

Die Iemananze FEECrEhereehBiis hat (eskgasiel, dar dRbS inte-nlinake Anmeldung ehrere Edf noungen emhik:

i Da dor Anmeldar ke Cl zusdtzlichen “2n rechtzeill] enfrichiat hat, aretrackt sich d osor
Interaadorzle Recha chenbericht aui alle recherchisrosren Anspriche,

a2 D Da ‘0r alle recherchiesdwer: Anspriicha ole Hectarha ohng onen Arasitsauiwand durshgatith wordan konne, dar ains
2usitrliche Hactershergebinr garechberio B4ne. nat e Bendrde niditzur 2ah/ung sha: solchen Geb o aulpeloite @

Diadar Animeirer nui einige <ter arferdsrlionen 2 satr chen Ficchctchan yabinien retiizaivg enichiet hal, arstecd sich d eser
insmaLora 8 Recherchenber zhi nur aut die Acpr iche, fir dic GobUkaen ntvidiet woidn sind, namiich au de
Arspiche \r.

4. { ¥ Cor Anmalcor hat die erfordediohan 2cesldichen Recherchengebineen nicht rechizeiig antrichier, Dar fikemationsls Resher—
© ehenpeieht beschrinkt Sich daar sl die i deo Anso ichen 7ussst ervEhnie Sof ndung; deos |3 In felgencen Anzarichen sr-

[EEH
L{kamplett); 2-4, 8-G5 {taiiweis2)

Betnerkungsn Hinsi eines D Dl zss3tzlizhan Sebliren wWurden vom Aurmsios: L ier Widerspris gezat,
D Dl Zahl:ng zusActichar Seheschengebllinen =ricigle shae ¥iirepr ek,
Farmblag PCTASAZIC (Fertoetning ven Blas 1 (1)1l 1945)
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trtenationasss akterzaicnan PO TAR 01 1501

WEITERE ANGABEN PCTASAI 21

Fartsetzung von Feid I.2

Anspriche Nr.: 5-7{komplett);2-4, 8-65{1e11wcise)

D1e Ansprlche 2 und & beziehen sich auf Oligonuklestide 2w FRA-OTTgamers
umfzssend jeweils mindesters eine Basensequenz mit einer Linge von
mindastens 13 bzw 9 Nuklaotiden, die revers komplementdr oder identisch
Zu einem Abschnitt der Basensequenzen gemdiss SEQ ID NO.1 oder SEQ ID NO.2
“st, der mindestens eirn Cp€ Dinvkleatid enthdlt. Der Anspruch 11 bezieht
sich auf einen Satz von Primeroligenuklectiden umfassend zwei

Qligonuk™ evtide, deren Sequenzen jeweils mindestens minem 18 Basenpaare
Sangen Abschnitt der Basensequenz gemass SEQ ID NO.1 cder SEQ ID NO.2
entspechen oder revers komplementdr ru ihnen sind. Anspriiche
3,4,6-10,12-46 und 4B-€5 beziehen sich auf diese Sequenzen zuriick.

SEQ 10 MOs 1 und 2 haben jewsils 2ine Linge von 345980 Basen, und
unfassen eine undefinierls Zahl yon Cpé Dinukieotiden. Dadurch beziehen
sich Anspriche 2-46 und 48-65 auf eine sehr grisse Zahl von
Moglichkeiten.

Weiterhin beziehen sichk Anspriche 4, 7-13 und 48-65 aLf Satze von
Qligomeren und ihrer Yerwendung in Verfahren. Die Sitze unfassen eine
Komhination von Zwei cder mehr von den beansprichten Oligemeren, und
beziehen sich dadurch auf eine noch grdsseres Zahl von maglicaen
Ausfihrunysformen.

Zusammenfassend beziehen sich die geltenden Patentanspriiche 2-46 und
48-65 auf eine unverhiltnismibig groBe Zahl von mdglichen

Procukte/Ver fahren, von demen sich nur eln kleiner Anteil im Sinne von
Art. 6 PCT auf die Beschreibung sttzen und ale im STrme von Art.5 PCT in
ders Patentanmeldung offendart gelten kann.

Anspruch 47 bezieht sich auf diz Verwendung der Nukleinsduret gemdss
Ansgruchk 1 {d.h. einen mindesiens 20 Basenpaare largen i1dantischen oder
revers-komplementiren Abschniti der DMA gemiss SEQ ID NO.1 oder 2) f(r
die Diagnose von bedeutenden cenetischen Parameterr innerhalb des MHC. Da
unklar ist, wie alle Ausfihrurgsformen, welche von den Anspruch umfasst
sind. benutzt werden kdnnten, fehit Anspruch 47 die notwendige Stlitze in
dar Beschraibung.

Im vorlieganden Fall feh1t den Patentanspriichen die entsprechende 5titze
und fehlt der Patertanmaldung die nétige OFfenbarung in einem solchen
MaBe, deB eine sinrvolie lecherche fber den gesamten erstrebten
Schutzbereich urmdclich erscheint. Daher wurde dfe Recherche auf die
Telle der Patentanspriiche beschrinkt, weiche im o.a, Sinne als gestitzt
und offenbart erscheinen, niamlich Anspruch 1, und die Teile betreffend
die Oligonukleotid=Sonden und Primer, welche in den Befspiele benutzt
warden, d.h. Anspriche 2-4 und 8-65 {alle teflwefse).

Der Anmelder wird carauf hingewiesan, daB Fatenlanspriche, oder Teile von
Patantarspriichen, auf Erfindungen, fir dic kein fnterpationaler
fecherchenbericht ersteilt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer
internationalen vorlaufigen Prifung sein kdnnan (Regel 66.1(e} PCTY. In

S2ite 1 von 2
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WEITERE ANGABEN pCTASA)  plo

seiner Eigenschaft als mit der fnisrnationalesn vorliufigen Priifung
beauftragte Bshérde wird das EPA also in der Regal kefne vorliufige
Frifung fir Gegenstince durchflbren, zu denen keine Recherche varliegt.
Dies gilt auch flr der Fall, daB die Patentanspriche nach Erhalt des
internationalen Recherchenberichles geandert wurden (Art. -9 PCT), oder
fur den Fali, dad der Anmelder im Zuge des Verfamwens gemiB Kepitel II
PCY neus Patentanpriiche vorlegt.

Seite 2 von 2
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Tmamaninnaes pcenzeishen PGTAR 01 01601

WEITERE ANGABEN PETASA! 210

1. Anspriiche: 1{kompleti);2-4,8-65 (teiTweise)

Oligonukleotid-Sond= TAGGTCETTTATA; Satz von
Grigenukleotid-Sonden umfasscnd die Sonde:
O0l1genukleotide-Primer-Pzar TTTRETTTTGATTTAGATTTEG und
AAATARACICICTARCTAGTC: Setz von 01igonukleotid-Primern

- umfassend das Primer-Paar; Verwerdung der Sonde cder des
Primer—FPaares oder der Sidtze in einem Yerfahren zur Diagnose
von genatischen Farametern innerhalb des MHC durch Analyse
von Cytasin-Methylierungen im HLA-A-Gen,

2. Anspriiche: 1(kongleti )24 8-65 (teilweise)

0ligonuklectid-Sonden TRAABAGGCGGATTAGTT und
TARAGAGGTGHATTAGTT; Satz von 0ligonukleatid-Senden umfassend
dle zwei Sonden; @1igonukleotide—Primer-Paar
TTABGTTTTGGTTTGTTSATGAG und CCCTAACTCCTCTAMACCTCA; Satz wom
Oligonuklectid-Primern umfassend das Primer-Paar; Yerwendung
der Sonde oder des Primer—Paares cder der Satze in zinem
Verfanren zur Diagnose vcn genetischen Paranetsra innerhalb

des MHC durch Analyse von Cytosin-Methylierungen im DAXK-Gen.

3. Anspriche: L{komplett);z-4,5-65 (teﬂwew"se)‘

Oligonukleotid-Scnden AGGTGGAACGGRATTTTT und
AGGTEGAATGGAATTTTT; Satz von Oliganukleotid-Sonden umfassend
die zwei Sonden; 01igonukleotide-Primer—Paar
ATATTGETAAAGGTATTAGEE und ACTTAACTCAACTLCTATACCTAC; Satz won
Oligonukleotid-Primern unfassend das Primer-Paar; Yerwendung
der Sonde oder des Frimzr-Paares ader der S&tzen in einem
Verfahren zur Dfagnose von genstisechen Parametern innerhalb

des MHC curch Analyse von Cytosin-Methylierungen im RXRB-Gen.

4. pnspriche: 1(komplett);2-4.3-65 (teilweise)

Oligerukleotid-Sanden-Paare TEAGAAAGEC/T)GETRAABAE und
ATTTASGG(C/TIEASEETARA; Satz van O1igonuklectid-Sonden
umfassend ein oder beide Sonden-Paare;
0l1gorukleotide-Primar—aar AGAAGAGAATGTGGETAGGA und
ABARCCTACTTATCAAACCAAT; Satz von Qligonuklestid-Primern
unfassend das Primer-Paar; Yerwendung der ein oder zwei
Sonder—Paare cder des P-imer-Paares oder der Sitze in ainem
VYerfahren zur Diagnosa von penetischen Parametern fnnerhalb
des MHC durch Analyse van Cyknsin-Mathylierangen im BATS-Gen.

JP 2004-511217 A 2004.4.15
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