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1501 ggegactggaaccgggagggagaatcgeactygeggeaqgeaaaqtecataacacactac

1561 cagacccccaactetgoctt

jagatgctggagacocogogoacaggaaagecectq

1621 cagtgcccatcgcggcmgagcagctggggcamaacggcgggcgctccctcﬂactgct
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L

{575 Abstract: A method for the dotection of
cytosine methylations in genomic DNA s disclosed,
wherehy genomic TINA smuples are frstly reacted
wilh a ¢hemical raagent, wherenpon S-mefhyloytosine
and cytosine react differently and thus display a
iffzrent base pair relationship in the TNA doplex
after said reaction. The pre-weated DNA is then
amplifieel by rueans of & polymerase and at least one
primer oliganucleaiide and the amplified marcrial
ance again reacted with a chemical reagent as above.
The cylosing bies andior guanine bases renv ning
in the amplified material aficr the rencwed chemical
treatment are detectad inthe final step.

{57) Zusammendsssung:  Beschrieben wird ein
Verfahren zur Tietektion van Cytosin Methylierang in
genomischer DNA. Lrazn wird zondchst genomische
DNA-Probe mit einam Rengenz chemisch umpesetzs,
wohei 3-Methylcytosin und Cytosin onterschiedlich
reagigren und diwse sonii nach der Reaklioo ¢
wiersehicdlichos  Basenpanrungsverhalion in der
DNA Duplex zeigen. Dann wird die vorbehandelte
TINA unier Verwendung einer  Polymerase  und

i ens cinem Pri leotid ifizicrt

und das Amplifikal sment mit einem Keagenz
chemiseh wie oben ngeservt Diein dem Armplinkat
nach der emeuten  chemischen  Behandiong
verbleil & ( undfader G

wenden im letzen Schritt nachgewiesen,
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Zur Frtidrung der Sweibuchstohen-Cordes und der ouderen
Abkiyzungen wird auf die Evklgrungen ("Cuidance Notes on
Condes eened Abbrerviations”) wm Anfang jeder regeldven dusgabe
dom POT-Cazetie vorwiesen,
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(29)

WO 02/31186 PCT/DEQ1/03901

Vexrfahren zum Nachwels von Cytosin-Methylierungen

Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur
Detektion des Methylierungszustandes genomischer DNA Pzo-

ben.

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre
in der Mclekularbiologile gut studierten Beobachtungsebe-
nen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser Gene in
RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im Laufe
der Entwicklung eineg Individuums welches Gen angeschal-
tet wird und wie Aktiviersn und Inhibieren bestimmter Ge-
ne in bastimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist
mit Rusmal und Charakter der Methylierung dex Gene bzw.
des Genoms korrelierbar. Inscfern &uBern sich pathogene
Zustinde in einen ver#dnderten Methylierungsmuster einzel-
ner Gene oder des Genoms.

5-Methylcytosin ist die hiufigste kovalent medifizierte
Bage in der DHA eukarydtischer zZellen. Sie splelt bei-
splelsweise eine Rolle im dexr Regulation der Transkripti-
on, belm genetischen Imprinting und in der Tumorgenese.
Die Identifiziernng won S5-Methylcytosin als Bestandteil
genetischer Information ist daher von erheblichem Inte-
resse. 5-Methyleytosin-Positionen kénnen jedoch nicht
durch Sequenzisrung identifiziert werden, da 5=
Methyleytesin das gleiche Basenpaarungsverhalten aunfweist
wie Cytosin. Dartiber hinaus geht hel einer PCR-
Amplifikation die epigenstische Information, welche die
5-Methyleytesine tragen, wvollstandig verloren.

Eine relativ nesue und die mittlerweile am h&ufigsten an-
gewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 3-
Methylcytosin‘beruht auf der spezifischen Reaktion won
Bisulfit mit Cyvtosin, das nach anschlieBender alkalischer
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Hydrolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in ssinem
Bagenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-
Methyleytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht
modifiziert. Damit wird die urspringliche DNA so umge-
wandelt, dass Methylcytosin, welchses urspringlich durch
sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unter-
schieden werden kann, jetszt duxch ,normale™ molekularkio-
logische Techniken als einzig verbliebenes Cytosin bei-
splelsweise durch Amplifikatlon und Hybridisierung oder
Sequenzierung nachgewiesen werden kann. Alle diese Tech-
niken bheruhen auf Basenpaarung, welche jetzt voll ausge-
nutzt wird. Der Stand der Technik, was die Empfindlich-
keit betrifft, wird durch ein Verfahren definiert, wel~-
ches die zu untersuchende DNA in einer Agarose-Matrix
einschlieft, dadurch die Diffusion und Renaturierung der
DNA (Bisulfit reagiert nur an einzelstridngiger DNA) ver-
hindert und alle Fallungs- und Reinigungsschritte durch
schnelle Dialyse ersetzt (Olsk A, Cswald J, Walter J. A
modified and improved method fox bisulphite based cytosi-
ne methylation analysis. Wucleic Acids Res. 1996 Dec
15;24{24):5064-6). Mit dieser Methode kimnen einzelns
Zellen untersucht werden, was das Potential der Methode
veranschaulicht. Allerdings werden bisher nuxr einzelne
Regionen bis ekwa 3000 Basenpaare Linge untersucht, eine
globale Untersuchung ven %Zellen auf Tausenden wvon mégli-
chen Methylierungsanalysen ist nicht méglich. Allerdings
kann auch dieses Verfahren keine sehr kleinen Fragmente
aus geringen Prchbenmengen zuverlissig analysieren. Diese
gehen trotz Diffusionsschutz duxch die Matrix verloren.

Eine Ubersicht iliber die weiteren bekannten Méglichkeiten,
5-Methyleytosine nachzuweisen, kann aus dem folgenden U-
bezrsichisartikel entnommen werden:Rein T, DePamphilis ML,
Zorbas H. Identifying 5-methylcytosine and related modi-
fications in DHA gencmes. Hucleic Acids Res. 1938 May
15;26(10):2255-64.
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Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen
{z. B. Zeschnigk M, Lich C, Buiting K, Doerflexr W, Hor-
sthemke B. A single-tube PCR test for the diagnosis of
Angelman and Prader-Willi syndrome based on allelic me-
thylation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum Ge-
net. 1297 Mar-Apr;5(2):94=8) nur in der Forschung ange-
wendet. Immer aber werden kurze, spezifische Stiicke eines
bekannten Gens nach einer Bisulfit-Behandlung amplifziert
und entweder komplett sequenziert (Olek &, Walter J. The
pre-implantation ontogeny of the H1S methylation imprint.
Nat Genet. 1997 Mov;17(3):275-86) oder einzelne Cytosin-
Positionen durch eine ,Primer-Extension-Reaktiocn®™ {Gon-
zalge ML, Jones PAE. Rapid quantitaticn of methylation
differences at specific sites using methylation-sensitive
single nucleotide primer extension (Ms—SNuPE). Nucleic
Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):252%-31, WO-Patent 9500662)
oder einen Enzymschnitt (¥iong Z, Laird PW. COBRA: a sen-—
sitive and quantitative DNA methylation assay. Wucleic
Acids Res. 1297 Jun 15;25(12):2532-4) nachgewiesen. 3Zudem
ist auch der Wachwels durch Hybridisierung beschrieben
worden (Olek et al., WO 99 284883}).

Weitere Publikationen, die =ich mit dexr Anwendung der Bi-
sulfit-Technik zum Methylierungsnachwels kel einzelnen
Genen befassen, sind:

Grigg G, Clark S. Séquencinq S-methylcytosine regidues in
genomic DNA. Bicessays. 1994 Jun;16(6):431-6, 431; Zesch-
nigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B,
Doerfler W. Imprinted segments in the human genome: dif-
ferent DNA methylation patterns in the Prader-
Willi/Bngelman syndrome region as determined by the ge~
nomic sequencing method. Hum Mol Genet. 1997

Mar; G(3):387-95; Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter J,
Reik W. Methylation analysis on individual chromosomes:
improved protacel for blsulphite gencmic sequencing. Nu-
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cleic Acids Res. 1994 Feb 25;22{4):G%5~6; Martin V,
Ribieras 5, Song-Wang ¥, Rio MC, Dante R. Genomic se-
guencing indicates a correlation between DMA hypomethyla-
tion in the 53' region of the p82 gense and its expression
in human breast cancer cell lines. Gene. 18395 May
1%;157(1-2):261-4; wWo 97 46705, wo 35 15373 und We 95
45560,

Eine Ubersicht iiber den Stend der Technik in der Oligomer
Array Heratellung 1&Bt sich ans einer im Januar 1999 er-
schienenen Sonderausgabe von Nature Genetics {(Wature Ge-
netics Supplement, Velume Z1, January 1299), der dort zi-
tierten Literatur und dem US-Patent 5994065 lUber Methoden
zur Herstellung von festen Trigern fir Zielmolekille wie
Cligenuklectide bei vermindertem nichtspezifischem Hin-
tergrundsignal entnehmer.

Fir die Abtasstunyg eines immobilislerten DNA-Arrays sind
vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet worden.
Besonders geeignet fir Fluoreszenzmarkisrungen ist das
einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 5'-OH
der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der
hybridisierten Sonden erfolgt beispielswelse tber ein
Konfokalmlikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 siad, neben
vielen anderen, kommerziell erhaltlich.

Matriz-assistierte Laser Desorptions/Icnisations-
Massenspektrometrie (MALDI-TOF} ist eins sehy lelistunge-
fahige Entwicklung fur die Analyse von Biomolekiilen (Ka-
ras M, Hillenkamp F. Lasser desorption ionization of pro-
teins with melecular masses exceeding 10,000 daltons.
Znal Chem. 1988 Oct 15;60(20):2229-301). Ein Analyt wird
in eine lichtabsorbierends Matriz eingebettet. Durch el-
nen kurzen Laserpuls wird die Matrixz verdampft und das
Bnalytmolekdil so unmfragmentiert in die Gasphase befér-
dert. Durch Stafe mit Matrimmolekiilen wird die Ionisation
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des Analyten erreicht. Fine angelegte Spannung beschleu=-
nigt dis Ionen in ein feldfreies Flugrohr. Avf Grund ih-
rer verschisdenen Massen werdsn Ionen unterschiedlich
stark beschleunigt. Kleinere Ianen erreichen den Detektor
frither als gréhere.

MALDI-TOF Spektroskopis eignet sich ausgezeichnet zur A-
nalyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nuk-
leins&uren ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, S.
(1995), DNA and Matriz Assisted Laser Descorption Ioniza-
tion Mass Spectremetry. Molecular Biclogy: Current Inno-
vations and Future Trends 1: 147-157.) Flir Npkleingiuren
ist die Empfindlichleit estwa 100 mal schlechter als filr
Peptide und nimmi mit zunehmender Fragmentgrobe uberpro-
portional ab. Fir Nukleinsduren, die ein vielfach negativ
geladenss Rickgrat haben, ist der TonisationaprozmeB durch
dig Matriz wesentlich ineffizienter. In der MALDI-TOF
Spektroskopie spielt die Wahl der Matrix eine eminent
wichtige Rolle. Ffir die Desorption von Peptiden sind ei-
nige sehr leistungsfdhige Matrices gefunden worden, die
eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fir DNA giblt es
zwar mittlerweile einige ansprechende Matrices, jedoch
wurde dadurch der Empfindlichkeitsunterschied nicht ver-—
ringert. Der Empfindlichkeitsunterschied kann verringert
werden, indem die DNA chemisch =¢ medifiziext wird, dass
sie einem Peptid Zbnlicher wird. Phosphorothioatnuklein-
sauren, bet denen die gewdhnlichen Fhasphate des Riick-
grats durch Thiophosphate substitulert sind, lassen sich
durch sinfache Alkylierungschemie in eine ladungsneutrale
DNA umwandeln {(Gut, I. G. und Beck, 5. (19%5), A procedu-
re for selective DNA alkylation and detection by mass
spectreometry. Wucleic Acids Res. 23: 1367-1373). Die
Kopplung eines .charge tags® an diese wodifizierte DN3
resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit um den
gleichen Betrag, wie er fiir Peptide gefunden wird. RBin

weiterer Vorteil von ,charge tagging™ ist die erhohte
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Stabilitidt der Analyse gegen Verunrelnlgungen, dle den
Nachweis unmodifizierter Substrate stark erschweren.

Gencmische DNA wird durch Standardmethodsn aus DNA von
Zell—-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben gewonnen.
Diese Standardmethodik findet sich in Referenzen wie
Fritsch und Maniatis, Melecular Cloning: A Laboratory Ma-—
nual, 1988.

Harnstoff werbessert die Effizienz der Bisulfit-
Behandlung wvor der Sequenzierung von 5~Methylcytosin in
genomischer DNA (Paulin R, Grigg GW, Davey MW, Piper AA&.
Urea improves efficiency of bisulphite-mediated sequenc-
ing of 5'-methyleytosine in genomic DNA. Nucleic Acids
Res. 1398 Wov 1726(21):5009-10).

Es gibt demnach Verfahren, die es erlauben, Cytosin-
Methylierung dadurch zu identifizieren, dass alle nicht
methylierten Cytosine in eine bestimmte Base umgewandelt
werden und lediglich die methylierten Cytoszine nach der
Amplifikation noch als Cytosin vorliegen. Damit ist es
jedoch nicht ohne weiteres mdglich, wugekehrt nach der
Amplifikation alle noch vorhandenen Cytosinbasen ehemals
methyllierten Cylosinen zuzuordnen, da bei der Amplifika-
tion im Gegenstrang immer noch Cytosin als Komplementdres
zu dem nicht umgewandelten Guanin eingebaut wird. Dies
stért jedech, will man in einem einfachen Verfahreo fir
Cytosin charakteristische Reaktionen ausnutzen, vm methy-—
lierte Positionen zu bestimmen oder das Ausmah der Methy-
Jiervng in dem amplifizierten Abschnitt festzustellen.
Dieses Problem sell in der vorliegenden Erfindung gelést
werden.

Es ist Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren bereitzustel-
len, das es erlaubt, in eine amplifizierte doppelstraingi-
ge DNA Markierungen einzubauen, die zur eindeutigen Iden-—
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tifizierung von Cytosin-Methvlierungen in genomischen
DNA-Proben genutzt werden k&nnen. Diese Markierungen sol-
len die Verwendung einfacher etabllerter molekularbiolo-
gischer Metheden zur Methylierungsanalyse erlauben.

Die Aufgabe wird srfindungsgemdh durch ein Verfahren zur
Detekticn von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA ge-
18st, wobel man die folgenden Verfahrensschritte aus-
Lihrt:

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz
chemisch um, wobel 5-Methylcytesin unverfndert bleibkt und
Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsver—
halten dem Uracll &hniiche Base umgewandelt wird:

b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Verwen-—
dung einer Polymerase und mindestens eines Primercligo-
nuklectids;

<) man setzt das Amplifikat erneut mit einem Reagenz che-
misch um, wobei 5-Methylcytosin unverdndért bleibt und
Cyltosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsver-—
halten dem Ukaclil ahnliche Base umgewandelt wird;

d) nan welst die in dem Amplifikat nach der erneuten che-
mischen Behandlung verbleibenden Cytosinbasen und/oder
Guaninkasen nach.

Die Bufgabe wird fernaer durch ein Verfahren zur Detektion
von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA geldst, wobei
man die folgenden Verfahrensschritte ausfihrt:

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit sinem Reagenz
chemisch um, wobel S-Methyleytosin unverdndert bleibt und
Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpasrungsver-
halten dem Uracil ghnliche Base umgewandelt wird;

b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Verwan—
dung einer Polymsrase und mindsstens eines Primercligo-
nukleotids;

¢} man setzt das Amplifiket ernsut mit einem Reagenz che-
misch um, wobhel S-Methvlcytogin unverdndert bleibt und
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Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsver—
halten dem Uracil &hnliche Base umgewandelt wird:

d} man amplifiziert die chemisch behandelten Amplifikate
aus Schritt c) erneut;

e} man weist die in dem Amplifikat werbleibenden Cytosin-
basen und/oder Guaninbasen nach. Diese erfindungsgemibe

Verfahrenvariante umfzsst zwel Amplifizierungsschritte.

Besonders bevorzugt ist kel den exfindungsgemében Verfah-—
ren dass die chemische Behandlung mit Natriumbisulfit
(=Hydrogensnlfit, Disulfit) exfolgt. Dabeli ist &% Lerzner
besenders bevorzugt, dass die chewmische Behandlung nach
Einbetten der DNA in Agarcse erfolgt.

Beim erfindungsgemaben Verfahren ist bevorzugt, dass bel
der chemischen Behandlung ein die DNA-Duplex denaturie-
rendes Reagenz und/oder ein Radikalfinger zugegen ist.
Besonders bevorzugt ist dabei, dass das denaturierendes
Reagenz aus einer der folgenden Substanzen zusgewahlt
ist:

Polyethylenglykoldialkylether, Dicxan und substitulerte
Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonitril, primire
alkohole, sekundidre Alkohole, tertidre Alkohele, Diethy-
lenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Tet—
rasthylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglyvkoldiaky-
lether, Hexasthylenglykoldialkylether, DMSO oder THF
und/oder dass der Radikalfinger aus einer der folgenden
Substanzen ausgewihlt ist:

Di-, Trihydrozybenzole, green tea sxtrackt, pine bark
extract (Pycnogenol), Ginkgs Biloba extract (EGb 761}, a
Elavoneid blend of several fruit and vegetable extracts
(GNLD} , Bio-Normalizer {Sun-O Corp), DPPH (1,1-Diphenyl-
2-piorylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-sfure), Tro-
lox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman—-2~carboxylic
acid), 2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyl-di-tert-
butylphenol, 4-Methoxy-di-tert-butylphenol, 2,6-Di-tert-
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kutyl-p-cresol, 3,4-Dihydroxybenzoeséure, Vitamin C, I,
Q, Hydrochinon, Ubkichinen, Lignane, Hydroxyterpene, Fla-
vonoide, Curcumin, Tannine, Retinsiureverbindungen, Ga-
132 Bisbetacarbozyethyl germanium sesquioxids, Superoxid
dismutase (30D}, Superoxid katalase, Alpha-
Naphthoflavone, Girkge blloba eztract [(EGh 761), Di{(2-
methyl-5-chlorophenyl)dithiconate und Cu(IX)-Derivate, Me-
bendazole, CS5 (Chloroferm soluble) alkaloidal emtract, 4~
(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydrexyphenyl) ~3-hydroxy-1, 2-
naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3—
methoxy-1, 2-naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) -1, 2-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) -3-brem-1, 4-naphthochinen, 2-(3,5-Di-tert-
butyl-d-hydroxyphenyl) -3-chlor-1, 4-napinthochinen, Z-(3,5%5-
Di-tert-butyl-2-hydroxyphenyl}-3-methexy-1, 4-
naphthochinon, 2-(3,5%-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-
hydroxy-1,4-naphthechinen, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) -1, 4-naphthochinon, 4-{3,5-Di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 5,8, 8-tetramethyl-5,6, 7,8~
tetrahydro-1,2-anthrachinon, 4-(3,5-Di—tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) -3-methory-5, 5,8, 8-tetramethyl-5,6,7,8-
tetrahydro-1,2-anthrachinon, 4-{3,5-Di-text-butyl-d-
hydroxyphenyl)-5,5,8, 8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-

1, 2-anthrachinen, 3-Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) -5, 5, 8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-
1,2-anthrachinon, 2-{3,5-Di-tert-butvl-4d-oxocyclohexa-

2, 5-dienyliden)~indan-1,3-dion, 2-{3,5-Di-tert-butyl-4-
oxocyclohaxa~-2, 5-dienyliden)-3, 4-epoxy-3-hydroxy—i-
methoxy-3, 4-dihydro~2H-naphthalin-l-on, 2-{3,5-Di-tert-
butyl-4-oxecyclohexa~2, 5-dienyliden) -3, d-epoxy~3, 4-
dimethoxy-3,4-dihyéreo-2H-naphthalin~l-on, 2-(3,5-Di-tert—
butyl-4-hydroxyphenyl)-indan-1l-on, 3,3-Bi-[2-(3,5~di-
tert-butyl-4-hydroxyphenyl)—-inden-l-cnj-3-yl, 2-(3,5-Di-
tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-5,5, 8, 8-tetramethyl-
5,6,7,8-tetrahydro-1, 4—anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hvdrosyphenyl)-3-chler-5,5,8,8-tetranethyl~
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5, 86,7, 8-tetrahydro-1, 4é-anthrachinon, 2-(3,5-Di~tert-
butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8, B~tetramethyl-
5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthrachinon, 2-1{3,5-Di-tert-
butyl-4-nydroxyphenyl}-3-hydrozxy-5,5,8, 8-tetramethyl-
5,6,7,8-tetrahydro-1, é-anthrachinon, 2-{(3,5~Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) -%,5, 8, 8-tetramethyl-5,6, 7,8~
tetrahydre-1, 4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3-brom-5-tert—
butyl-4-hydroxyphenyl)-5%5,5,8, 8-tetramethyl-5,6,7,8~
tetrahydro-1, 4-anthrachirnon, 2-Brom-3-(3,5-dibrom-4-
hydroxyphenyl)~5,5, 8, 8-tetramethyl-5,6, 7, 8-tetrahydro-
1,4-anthrachinen, 2-Brom-3-{3-brom-5-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5%,5, 8, 8-tetramethyl-5,6,7, 3~
tetrahydro-1, 4—~anthrachinon, 3-Brom-2-(3,5-di-tert-butyl-
4-hydroxypnenyl) -1, 4-anthrachinon, 2-{3,5-Di-tert-butyl-
4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-1, 4-anthrachinen, 2-(3,5-Di~
tert-butyl-4-hydroxyphenyl}-3-hydrozxy-1, 4-anthrachinon,
5,5,8,8-Tetramethyl-5, 6,7, 8~tetxahydronaphthalin-1,3-
diol, 3-Methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8~
tetrahydronaphthalin~-l-ol, 4-{3=Chlor-5,5,8,8-
tetramethyl-1,4-dioxe-1,4,5,6,7, 8-hedahydroanthiacen—2-
yl)-benzeoesiure, Methyl-4-(3-chlor-5,5,8,8-tetramethyl~
1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2~yl) -benzoat,
4~ [3-Hydroxy-1, 4-dioxo-1, {&~dihydronaphthalin-2-yl) -
Lenzoesiure, Methyl-{3-methoxy-1,4-dioxa-1,4-
dihydropaphthalin-2-yl)~benzoesdure, 4-{3-Hydrozy-
5,5,8,8-tetramethyl-1, 4-dioxo-1,4,5,6,7,8-
hexahydroanthracen-2-yl) ~benzoesiure, Methyi-4-(3-
hydroxy-1, 4-dioxo-1,{-dihydronaphthalin-2-yl-azo) -
benzoat, 4-{3-Hydroxy-3,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-
1,4,5,%,7,8-hexahydroanthracen-2Z-yl-azo) -benzcesinre, 3-
{3, 5-Di-tert-butyl-4-orscyclohera—-2, 5-dienylidsn} -
5,5,8,8-tetramethyl-5, 6,7, B~tetrahydrocyclo-
pentalk)naphthalin-1,2-dien, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-
oxocyclohexa~2, 5-dienvliden) -5, 5, 6, 8-tetramethyl-5,6,7,8~
tetrahydroanthracen-3H-1,2,4-trion, 2-(3,5-Di-tert-butyl-
4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 8-dimethyl-1, 4-
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naphthochinon, 2-(3,5~-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} -3~
methory-6,7-dimethyl~1, 4-naphthochinen, 2-(3,5-Di-tert-
butyl-4-~hydroxyphenyl) -3-methoxy-5-methyl-1,4-
naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydcoxyphenyl)-2-
methoxy-5-methyi-1, 4-naphthochinon, 2-(3,5-Di~tert-butyl-
4=hydroxyphenyl) -3-methoxy-é-nethyl-1, d-naphthochincn, 3~
(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-nethoxy-6-methyl-
1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di~tert-butyl-4-hydrexyphenyl}~
3-metheoxy-5, 6-dimethyl-1, 4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-
butyl-4~hydrozyphenyl) «2-methoxy-5, 8-dimethyl-1, 4-
naphthechinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) ~3-
methoxy-5, 7-dimethyl~1, 4-naphthochinen, 3-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) -Z-methoxy-5, 7-dimethyl~1, 4~
naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3~
ethylthio=-5-methyl-1,4~naphthochinon, 2-(3,5~Di-tert—
butyl-4-hydroxyphenyl) -3-ethylthio-6-methyl-1, 4-
navhthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-d-hydroxyphenyl) -3~
hydroxy~5, 8-dimethyl~1, 4-naphthochinen, 2-(3,5-Di-tert-
hutyl-4-hydrogyphanyl) -3-hydroxy-6, T-dimethyl-1, -
naphthochinon, 2—(3,5;Di—tert—butyl~4—hydroxyphenyl)~3~
hydroxy~-5-methyl-1i, 4-naphthechiner, 3-(3,5-Di-tert-butyl-
d-hydroxyphenyl) ~2-hydroxy-5-methyl-1, d-naphthochinon, 2-
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) ~3-hydroxy-&-methyl-
1, 4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-
Z-hydroxy-6-methyl~1, é~naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydrozyphenyl) ~3~hydroxy-5, 6~dimethyl-1, ¢~
naphthochinen, 2Z-(3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-
hydroxy-5, 6-dimethyl-1, 4-naphthochinon, 3-(3,%-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) ~2-hydroxy-5, 6-dimethyl-1,4-
naphthochinon, 2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-
hydroxy-5,7-dimethyl-1, 4-naphthochinon, 3-(3,5~Di-tert-
butyl-d4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5, 7-dimethyl~1, 4-
naphthochinen.

Erfindungsgemdf ist auch bevorzugh, dass man Reagenzien,
die flir die chemiszche Behandlung der DN eingeset:zt wer-—

PCT/DEQ1/03901
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den, wor der jeweils nachfolgenden Bmplifikation ganz o-
der teilweise abhtrennt. Bevorzugt ist auch, dass man die
Probe nach der chemischen Behandlung vor der Amplifikati-
on verdinnt. weiterhin ist erfindungsgemsl bevorzugt,
dass man die Amplifikation won mehrersn DNA-Abschnitten
gleichzeitig in einem Reaktionsgefil durchfihrt urd/cder
dass man fiir die EBmplifikation eine hitzebest#ndige DNA-

Polymerase verwendet.

Ganz besonders bevorzugt ist aber auch eirn srfindungsge-—
mifies Verfahren, wobel man wor den Amplifikationen eine
Desul fonierung der DNA durchfithrt.

Bevorzugt ist auch, dass man die nach der zweiten chemi-
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder Guanin-
basen durch Hybridisierungsreaktionen nachweist und/oder
dass man die nach der zweiten chemischen Behandlung

verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch spezi~
fischnen Einbau von nachweisbaren Markieruagen an den Cy-
tosin- und/oder Guaninbasen nachweist und/cder guantifi-

ziect.

Bevorzugl ist erfindungsgemdf auch ein Verfahren, wobel
man in Schritt d) gemdf der ersten Verfahrensvariante o-
der 3chritt e} gemdh der zweliten Verfahrensvariante Elr
die Detektion der vorbehandelten DNA die Amplifikati-
onsprodukte an einen Oligonukleotid Array hybridisiert
und man anschliessend die felgenden Teilschritte aus-
funrt:

a) die amplifizierte genomische DNA wird an mindesiens
sin Oligonuklectid unter Ausbildung einer Duplex hybridi-
siert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit
ihrem 3" -Ende unmittelbar oder im Zbstand von his zu 10
Basen an die Pesitiemen angrenzen, die hinsichtlich ihrer
Methylierung in der genomischen DNA-Probe zZu untersuchen
sind;

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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{b) man verld&ngert das Oligonukleotid mit bekannter Se~
guenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase mindes-
tens um edin Mukleotid, wobei das Nukleotid eine nachweis-
bare Markierung tr8gt und die Verlangerung vem Methylie-
rungsstatus des Jjewediligen Cytosinsg in der genomischen
DNA-Probe abhé&ngt.

Bevorzugt ist dabei auch, dass man die nach der zweiten
chemischen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder
Guaninbasen durch Seguenzierungsreaktionen nachweist.

Weiterhin ist bevorzugt, dass man in Schritt d) gemdh der
ersten Verfahrenvariante oder Schritt e) gem&l der zwel-
ten Verfahrensvariante fur die Detektion der worbehandel-
ten DNA die Amplifikationsprodukte an eirnen Oligonuklso-
tid Array hybridisiert und man anschliessend die folgen-—
den Teilschritte ausfihrt:

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonuklectiden an
die amplifizierte gencmische DNA unter Ausbildung einer
Duplex, wobel dieser Satz veon Oligonukleotiden aus zwel
verschiedenen Spezies bestent uond wobei die hybridisier-
ten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3" -Ende
unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an die
Positionen angrenzen, die hinsichtiich ihrer Mekhylieruog
in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind und wo-
bel das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine
zweite Reglon des Zielmolekils hybridisisrt, so dass das
5'-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch ei-
ne Lilcke von der Grofe eines Einzelnukleotides oder bis
zu 10 Nukleotiden vom 3'-Ende des hybridisierten Oligo-
nukleotids der ersten Spezies an der Stelle der besagten
ausgewdhlten Position getrennt ist;

{b) man verlingert das Oligonukleotid der ersten Spezies
mit bekannter Seguenz won n Nuklecgtiden mittels einer Po-
lymerase um hochstens die Anzahl won Nukleotiden, die

zwischen dem 3"-Ende des Oligonukleotids der 1. Speziles

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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und dem 5°-Ende des Dligonukleotids der 2. Spezies lie-
gen, wobei die Verlingeruny vom Methylierungsstatus des
jeweiligen Cytesins in der genomischen DNA-Probe abhidngt;:
{¢) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer
Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerasereak-
tion verldngerte Olligonuklectid der ersten Spezies und
das Oligonukleotid der zwelten Spezies verbunden werden
und man dadurch eln Ligationsprodukt erbdlt, sofern im
vorangehenden Schritt eine Verl&ngerung des Oligonukleo-—
tids der ersten Speries derart erfolgte, dass nun das 37~
Ende mit vorhandener 3°-Hydroxyfunktion des verlingerten
Oligonukleotids unmittelbar an das 5°-Ende des Oligo-

nukleotids dexr zweiten Spezies angrenzt

Dabei ist weiterhin besonders bevorzugt, dass man fur die
Detektion der vorbehandelten DNA gemdlk Schritt 4} in der
ersten Verfahrensvariante die PCR-Produkte auf einen 0li-
gonuklectid Array hybridisiert und man anschliessend dis
folgenden Teilschritte ausfihrt:

(2) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an
mindestens ein Oligonuklectid mit kekannter Sequenz von n
Nuklectiden unter Ausbildung ainer Duplex, wobei besagte
hybridisierte Oligonuklectide mit lhrem 3" -Ende tellweise
oder wollstandig an die Positionen hybridisieren, die
hingichtlich ihrer Methylieruny in der genomischen DNA-
Probe zu untersucnen sind;

{b) man verlingert das Oligecnukleotid, scfern es mit sei-
nem 3’Terminus zuvor chne Basenfehlpaarungen an die zu
untersuchenden Position hybridisierte, mittels einer Fo-
lymerase mindestens um ein Nukleotid, wobei mindestens
ein Nukleoltld eine nachweiskare Markierung trdgt und die
Veriangerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cyto-—

sins in der genomischen DNA-Probe abhingt.

Bevorzugt ist auch ein erfindungsgenibes Verfahren, wobei
mwan die PCR-Produkte und/oder Verliangerungsprodukte

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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und/oder Tigationsprodukte fiir die Detekticn mit einer
nachweisbaren Markierung versieht. Bewvorzugt ist hierbei,
dass die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen sind oder
dass die Markierungen Radionuklide sind oder dass die
Markierungen abl@sbare Massemmarkierungen sind, die in

einem Masssnspektrometer nachgewiesen werden.

Bevorzugt i1st auch, dass bei einer der Amplifikationen
einer der Primer an eine Festphase gebunden ist.

Insbeondere ist bavorzugt, dass man die PCR-Produkte
und/oder Verlingerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte
insgesamt im Massenspektrometrer nachweist und somit durch
ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. Bevorzugt ist
auch, dass man jewells ein Tragment der PCR-Produkte
und/eder Verlingerungaprodukte und/oder Ligationsprodukte
im Massenspektrometer nachweist. Hierbei ist besonders
bevorzugt, dass man das Fragment des PCR-Produkts
und/cder Verlangerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts
durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- odsr Endo-
nukleasen esxrzeugkt. Gan:z besonders bevorzugt ist hisxbed,
dass zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer
die erzeugten Fragmente eine einzelne positive oder nega-—
tive Nettoladung aufwelsen.

Bevorzugt ist erfindungsgend® auch dass man die PCR-
Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligati-
cngproditkte mittels Matrix assistierter Laser Desorpti-
ons/Tonlgations Massenspektrometrie [MALDI-TOF} oder mit-—
tels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detektiert

und visnalisiert.

Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemifes Verfahren,
wobel die genemische DNA aus einer DWA-Probe erhalten
wurde, wobel Quellen fir DNA z., B. Zelllinien, Blut, Spu-
tum, Stuhl, Urin, Gehirn-Riickenmarks-Fliissigkeit, in Pa-
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raffin einbettetes Gewehe, beispielsweise Gewebse won Au-
gen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prosgtata, Lunge, Brust odex
Leker, histologische Objekttriger und alle méglichen
Kombinatienen hisrven unmfassen.

Ein weitere Gegenstand der vorliegenden Erfindung isht ei-
ne Verwendung eines erfindungsgemdfien Verfahrens zur Di-
agnose und/oder Prognose nachteiliger Erelgnisse fiir Pa-
tienten eder Tndividuen, wobei diese nachteiligen Ereig-
nisse mindestens einer der folgenden Xategorien angehd-
ren: unesrwinschte Arzneimittelwirkongen; Hrebserkrankun-
gen; CN3-Fehlfunktionen, Schiden oder Krankheit; Aggres-
sicnssymptome oder Werhaltensstorungen; klinische, psy-
chalegische und scziale Konsequenzen von Gehirnschidigun-—
gen; psychotische Stérungen und Persdnlichkeitsstérungen;
Demenz und/oder assoziisrte Syndrome; kardiovaskulire
Krankheit, Fehlfunktion und Schidigung; Fehlfunktion,
Schadigung oder Krankheit des gastreointestinalen Traktes;
Feblfunktion, Schadigung oder Krankhelt des Atmungssys-—
tems; Verletzung, Entzindung, Infektion, Immunitat
und/oder Rekonvaleszenz:; Fehlfunktion, Schédigung odexr
Krankheit des KS8rpers als Abweichung im Entwilcklungspro-
zess; Fehlfunktion, Schidigung oder Krankheit der Haut,
der Muskeln, des Bindegewebes oder der F¥nochen; endokrine
und metabelische Fehlfuwnktion, Schadigung oder Krankheit:
Kopfschmerzen cder sexuelle Fehlfunktion.

Bavorzugk islt die Verwendung eines erfindungsgemdben Ver-—
fahrens zur Unterscheidung won Zelltypen cder Geweben o-

der zur Untersuchung der zZelldifferenzierung.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner ein Kit,
bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Reagenz, denatu~
risrenden Reagenzien oder Lisungsmitteln, sowie Radikal-

f&ngern und optional Primern zur Herstellung der Amplifi-
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kate, sowie cptional einer Anleltung zur Durchfflhrung ei-
nes Assays nach einem der Anspriiche 1-28.

Beschrieben wird in der vorlisgenden Erfindung ein Ver-—
fahren zur‘Harstellunq doppelstringiger DNA aus einer ge-
nomischen DNA-Probe, die nach Durchfithrung des Verfahrena
die Figenschaft hest, dass CG Bassnpasare nur ncch an den
Positionen voriiegen, an denen sich zuvor in der genomi-
schen DNA Methylcoytosinbasen befanden. Nachfolgend kinnen
jegliche Verfahren verwendet werden, die chemische, bio-
logische oder physikalische Tigenschaften der CG Basen-
paare ausnutzen, um die Positionen, an denen sich in dex
genomischen DNA-Probe Methylcytosinbasen befanden, kennt-
lich zu machen. Es werden dazu auch im folgenden viele
bevorzugte Ausfihrungsvarianten aufgetfiinrt, Jjedoch wird
es unterstellt, dass der Fachmann von diesen abgeleitet
oder alternativ weitere naheliegenden Msglichkeiten fin-
den mag, CG Basenpsarungen nachzuweisen und Hir den hier
vorgegebenen Zweck Tu nutzen.

Die in dem Verfahren eingesetzte genomische DNA wird be-
vorzugt aus ciner DNA-Probe erhalten, wobei Quellen fir

DNA z. B. Zelllinien, Blut, Sputwm, Stuhl, Urin, Gehirn-
Ritckenmarks-Flissigkeit, in Paraffin einbettetes Gewebe,

beispielsweise Gewebe von Bngen, Darm, Niere, Hirn, Hersz,
Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histologische Cbjekt-
trzger und alle mdglichen Xombinationen hiervon umfassen.

Das Verfahren zur Detektion won Cytosin-Methylierung in
genomischer DNA wird durch folgende Schritte charakteri-
siert: Zuerst setzt man eine genomische DNA-Probe mit ei-
nem Reagenz chemisch um, wobel >-Methylcytosin unverdn-
dert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Ba-—
senpaarungsverhalten dem Uracil Zhnliche Base umgewandelt
wird. Anschliebend wird im zweiten Schritt die vorbehan-
delte DMA unter Verwendung einer Polymerase und mindes-—

JP 2004-511235
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tens einem Primeroligonukleotid amplifiziert. Im dritten
Schritt wird das Amplifikat erneut mit einem Reagenz che-
misch umgesetzt, wobei 5-Methyleytosin unverindert bleibt
und Cytosin in Uracil oder eins andere im Basenpaarungs-
verhalten dem Uracil &#hnliche Base umgewandelt wird. Im
letrten Schritt werden die in dem Amplifikat nach der er—
neuten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosinbasen
und/ader Guaninbasen nachgewiesen.

In einer besonders bevorzugten Variante wird das Verfah-
ren durch die folgenden Schritte charakterisiert: Das
Verfahren zur Detskticn ven Cytesin-NMethylieruny in geno-
mischer DNA wird durch folgende Schritte charakterisiert:
Zuerst setzt man eine genomische DNA-Probe mit einem Rea-—
genz chemisch um, wobel 5-Methylcytosin unverandert
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basen-
paarungsverhalten dem Uracil &dhnliche Base ungewandeltb
wird. AnschlieBend wird im zweiten Schritt die worbehan-
delte DNA unter Verwendung einer Pelymerase und mindes-—
tens einem Primeroligonukleotid amplifiziert. Im dritten
Schritt wird das ARmplifikat erneut mit einem Reagenz che-
misch umgeseizt, wobel S5-Methylcytosin unveridndert bleibt
und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungs=
verhalten dem Uracil ahaliche Base umgewandelt wird. Im
vierten Schritt werden die chemisch behandelten Amplifi-
kate aus dem dritten Schritt erneut amplifiziert. Im
letzten 8chritt werden die in dem Amplifikat nach der er-
neuten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosinbasen
und/oder Guaninbasen nachgewiesen.

Die chemische Behandlung erfolgt besonders beverzugt mit
einer L&sung eines Hydrogenswlfits (= Disulfit, Bisul-
fit}. Diese Behandlung fiihrt unter geeigneten Bedingun-
gen, wie dem Fachmann an sich bekannt, zu einer Addition
das Hydrogensulfits an nicht methylierte Cytosinbasen.
Auf diese Reakticn folgt eine praktisch guantitative Um-
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wandlung der Amincfunktion des Cytosins in eine Ketofunk-
tion, so dass ein sulfoniertes Uracil entsteht, welches
durch alkalische Hydrolyse in Uracil tkerfithrt wird. Es
erfolgt also auf diesem Wege eine selektive Umwandlung
der nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil, wdhrend
die S-Methylcytosine unverandert bleiben. Diese Reaktion
findet nur statt, wenn die DNA einzelstringig wvorliegt.
I einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens
erfolgt daher die chemische Behandlung der DNA derart,
dass diese in Bgarose elngebettet vorliegt. Dadurch wird
die pusbildung von Duplexes werhindert.

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Ver-
fahrens wird bei der chemischen Behandlung =in Lésungs-—
mittel oder ein Reagenz zugesetbzi, welches die DNA-Duplex
denaturiert. Bel diesen Lésungsmitteln oder Reagenzien
handelt es sich bevorzugt um Polyethylenglykeldialky-
lether, Dioxan und substituierte Derivate, Harnstoff oder
Derivate, Acetonitril, primire Alkohole, sekundare Alko-
hole, terti#re Alkohole, Diethylenglykoldialkylether,
Triethvlenglykoldialkylether, Tetraethylenglvkol-
dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, BHemxaesthy-
lenglykoldialkylether, DMS0 oder THF.

Bevorzuglt ist es zudem, einen Radikalfanger zuzusetzen,
welcher den Abbau der DNA unter den Reakticnshedingungen
verhindert. Bel diesen Radikalfingern handelt es sich be-
voreugt um Di-, Trihydroxybenzole, green tea extract, pi-
ne bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Bileka extract (EGh
761), a flavenoid blend of several fruit and vegstahle
extracts (GNLD), Bio-Normalizer {Sun-O Corp), DFPH (1,1~
Diphenyl-Z-plcrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-
sdure), Trolox {6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman~2-
carboxylic acid), 2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyl-di-
tert~butylphenol, 4-Methoxy-di-tert-butylphenol, 2,6-Di-
tert-butyl-p-cresocl, 3,4{~Dihydroxzybenzoesdure, Vitamin C,
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B, Q, Hydrochinon, Ubichinon, Lignane
Flavenoide, Curcumin, Tannina, Retins
32-132 Bisbstacarbozyethyl germanium
oxid dismutase (30D}, Superoxid katal
Naphthoflavone, Ginkge bhiloba extract
methyl-5-chlorophenyl)dithionate und
bendazole, C3 (Chloroform soluble) al
(3,5-Di-tert-butyl-4-hvdroxyphenyl) -3
naphthochinen, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4
methoxy-1, 2-naphthochinen, 4-(3,5-Di-
hydrozyphenyl) -1, 2-naphthochinen, 2-(

(48)

PCT/DEQ1/03901

, HBydrozyterpene,
dureverbindungen,
sesguioxide, Super-
ase, Alpha-

{EGk 761}, Di(2-
Cu(II)-Derivate, Me—
kaloigdal extract, 4-
~hydroxy-1, 2—
~hydroxyphenyl)-3-
text-butyl-4-
3,5-Di-tert-butyl-4-

hydroxyphenyl) -3-brom-1, 4-naphthochinen, 2-(3,5-Di-tert-

butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-1,4-na

phthochinon, 2-{3,5-

Di-tert-butyl-4-hydrozyphenyl) ~3-methoxy-1, 4~

naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4
hydroxy-1,4-naphthochinon, Z-(3,5-Di-
hydroxyphenyl) -i, é-naphthechinon, 4-{
hydroxyphenyl) —3-hydroxy—-5,5,8,8-tetxr

~hydroxyphenyl} -3-
tert-butyl-4-
3,5-Di-tert-butyl-4-
amethyl-5,6,7,8-

tetrahydro-1,2~anthrachinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-

hydroxyphenyl) -3-methoxy-5,5,8,8-tetr
tetrahydro-1,Z-anthrachinon, 4-(3,5-D
hydroxyphenyl) -5, 9,8, 8-Letramethyl-5,
1,2-anthrachinon, 3-Brom-4-(3,5-di-le

hydroxyphenyl) -5, 5, 8, 8-tetramethyl-5

amethyl-5,6,7, 8-
i-tert-butyl-4-
6,7,8-tetrahydro-
rt-butyl-4-

6,7,8-tetrahydro-

1,2-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-

2,5-dienyliden) ~indan-1, 3~dion, 2-(3,
oxocyclohexa-2,5-dienyliden) -3, d-epox
methoxy-3, 4-dihydro-2H-naphthalin~1l-o
butyl-4~oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) -
dimethoxy-3, 4~dihydro-2H-naphthalin-1
butyl-4-hydroxyphenyl)-indan-l-on, 3,
tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -inden-1-o
tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-brom-5,
5,6, 7,0-tetrahydro~-1, 4d-anthrachinen,

butyl-4-hydroxyphenyl)}-3-chlor-5,5, 8,
2,9,7,8~tetxahydro-1, 4—anthrachinron,

S5-Di-tert-butyl-4-
y-3-hydroxy-4-

n, 2Z-(3,5-Di-tert-
3,4-epoxy-3,4-

-cn, 2-(3,3-Di-tert-
3-Bi~-[2-(3,5-di~
n]-3-yl, 2-(3,5~Di-
5,8,8-tetramerhyl-
2-(3,5-Di-tert~
8-tetramethyl~-
2-(3,5-Di-tert-
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butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5,5,8, 8~-tetramethyl-
5,6,7,8-tetrahydro-1, 4~anthrachinon, 2-{3,5~Di-tert-
butyl-41-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 5,8, 8~tetramethyl~
5,6,7,8-tetrahydre-1,4-anthrachinon, 2-{3,5~Di-tert~
butyl-i~hydroxyphenyl)-5,5, 8,8-tetramethyl-5,4,7, 8-
tetrahydro-l,.d-anthrachinon, 2-Brom-3=-(3=brom-5-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) -5, 5,8, 8—tetramethyl-5,6,7,8-
tetrahydro~1, 4-~anthrachinon, 2=Brom-3-(3,5~dibrom-4-
hydroxyphenyl)-5, 5,8, 8~tetramethyl-5,6,7, 8-tetrahydro-
1l,1=anthrachinen, 2-Brom-3-(3-brom-3-tert-butyl-4-
hydroxyphanyl) -3-hydroxy-5, 5,8, 8-tetramethyl-5,6,7,8-
tetrahydro-1, 4-anthrachinon, 3-Browm~-2-(3,5-di~tert-butyl-
4-hydroxyphenyl) -1, 4~anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-
4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-1, 4—anthrachinon, 2~{3,5-Di-
tart-butyl-4-hydreoxyphenyl) ~3-hydroxy—-1, 4-anthrachinon,
5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin=-1,3-
diel, 3-Methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-
tetrahydronaphthalin-1-ol, 4~-{3~-Chlor-5%,5,8,8-
tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hezahydroanthracen-2-
yl) -benzoesdure, Methyl-4-(3-chlor-5§,58,8,8-tetramethyl-
1l,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoat,
4- (3-Hydroxy-1,4-dioxo-1, 4-dihydronaphthalin-2-y1)~
benzoesdure, Methyl-(3-methoxy-1,d-dioxo-1, 4-
dihydronaphtbalin-2-yl)-benzoesdure, 4- (3-Hydrozy-
S,5,8,8-tetramethyl-1, d-dioxo-1,4,5,6,7, 8-
hexahydroanthracen-2-yl) -benzoesdure, Methyl-4-(3-
hydroxy-1,4-dioxo-1, 4—dihydronaphthalin-2-yl-azo) -
benzoat, 4-(3-Hydroxy-53,5,8,8-tetramethyl-1, 4-dioxo-
1:4,5,6,7,8-hexahydreanthracen-2~yl-azo) -benzoesiure, 3-
(3,5~Di-tert-butyl-4-onooyclohesa-2, 5~dienylidenj~
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-

tetrahydrocyclopenta [blnaphthalin-1,2-dion, 3-(3,5-Di~
tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-5.5,8, 8-
tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydroanthracen-3H-1,2, 4-trion,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3~methoxy-5, 6~
dimethyl-1, 4—naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-
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hydrozyphenyl) -3-methoxy-6, 7-dimethyl-1, 4-naphthochinon,
2-(3,5-Di~tert~butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5-methyl-
1, 4-naphthochinen, 2-{3,S5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenylj~
2-methoxy-5-methyl-1l, 4~naphthechinon, 2-(3,5-Di~tert-
butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-methyl-1,4~
naphthechinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-
methoxy-6-methyl-1, d-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-~
4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5, 6-dimethyl-1, 4-
naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-
methoxy-5, 6—dimethyl-1, 4-naphthochinen, 2-(3,5-Di-tert-
butyl~4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 7-dimethyl-1, 4-
naphthochinon, 3-(32,5-Di-tert-butyl-d4-hydroxyphenyl) =2
methoxy-5, 7-dimethyl-1, 4~naphthochinen, 2-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) -3~ethylthio=5-methyl-1, 4~
naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl~4-hydroxyphenyl) -3~
ethylthio-6-methyl-1, 4-nzphthochinen, 2-(3,5«Di-tert-
ntyl-4-hydroxyphenyl}=3~hydrozy-5, B—dimethyl-1, 4~
naphthochinon, Z-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)~3-
hydroxy=6, 7-dimethyl-1, 4-naphthachinen, 2~ (3, 5-Di-tart-
butyl-4~hydroxyphenyl) ~-3~hydrozy-5-methyl-1,4-
naghthochinon, 3=(3,5-Di-tert-butvl-4-hvdroxyphenyl})-2-
hydroxy-5-methyl-1, s-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-
4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-&-methyl-1, 4-naphtihoechinon, 3-
{3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-6&-methyl-
1, 4-paphthockhinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-
3-hydroxy-5, 6-dimsthyl-1, 4-naphthochinen, 2-{3-Brom-5-
tert-butyl-4-hydrozyphenyl) -3-hydroxy-5, 6-dimethyl-1, 4-
naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-
hydroxy-5, 6-dimethyl-1, 4~naphthochinen, 2-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 7-dimethyl-1, 4-
naphthochinon, 3-{(3,5~Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2~
hydroxy-5, 7-dimethyl-1, 4-naphthochinon.

Bevorzugt ist zudem eine variante das Verfahrens, in wel-
cher die Reagenzien, die fir die chemische Behandlung der
DN2& eingesetzt werden, wor der nachfolgenden amplifikati-
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on ganz oder teilweise abgetrennt werden. Dies kann bei-
spielsweise durch Bindung der DNA an eine Festphase und
Entfernen der Reagenzien durch Waschschritte durchgefihrt
werden. In einer besonders bevorzugben Variante des Ver-—
fahrens wirxd die Probe nach der chemischen Behandlung Jje-
doch lediglich verdiinnt, sc dass die Reagenzien in einexr
derasrt niedrigen Konzentration vorliegen, dass sie die
unmittelbar nachfelgende Amplifikation nicht stéren.

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Ver—
fahrens wird die Amplifikaticn veon mehreren DNA-
Abschnitter gleichzeitig in einem Reaktionsgefdh durch-
fihrt. Besonders hevorzugh wird zudem eine hitzebestandi-
ge DNA-Polymerase verwendet und die PBCR fir die Amplifi-
kation eingesetzt, wie es dem Fachmann im Prinzip bekannt

ist.

Bevorzugt ist es zudem, Jjeweils vor den Amplifilkationen
eine bDesulfonierung der DMA durchzufihren, da selbige
aufgrund der chemischen Vorbehandlung noch iilber Suilfon-
sauregruppen verfugen kann. Besonders bevorzugt erfolgt
diese Desulfenierung in einem basischen Puffer, und ide-
alerweise handelt es sich beil diesem basischsn Puffer um
den Puffer, der auch fir die Amplifikationsreaktion ein-
gesetzt wird.

Im folgenden werden nun mehrere, dem Fachmann fiberwiegend
im Prinzip gelZufige Verfahren beschrieben, wie die nach
dey Durchfithrung des Verfahrens verblsibenden Cytosin
bzw. Guaninbasen, die nunmehr als Indikateren flir das
Vorliegen von Cytosin-Methylieruny in der urspriingiichen
genomizchen DNA-Proke dienen, nachgewiesen werden kdnnen.

Besonders bhevorzugt werden dis verbleibenden Cytosin-
und/oder Guaninbasen bzw. Cytosin-Guanin Basenpaare durch
Hybridisierungsreaktionen nachgewiesen. Bevorzugt kann
man diesen Nachwels derart ausfthren, dass die Amplifika-
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tiongprodukte an sinen Oligonvkleotid Array hybridisiert
werden und man anschliessend die folgenden Teilschritte
ausfhrt: Im ersten Schritt wird die amplifizierte DNA an
mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbhildung einer
Duplex hybridisiert, wobel besagte hybridisierte Oligo-~
muklectide mit ahrem 3 -Bnde unmittelkar oder im Abstand
von bis zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hin-
si¢chtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-FProbe
zu untersuchen sind. Daz Oligonukleotid oder die Oligo-
nukleotide mit jeweils bekannter Seqguenz von n HNukleoti-
den warden nun im nichsten Schritt mittels einer Polyme-
rase mindestens um ein Hukleotid verlingert, wobel das
Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die ver—
l&ngerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosins
in der wrspringlichen genomischen DNA-Prcbe abhingt. So
ist es beispielsweise mdglich, dass nur dann eine Verl&n-
gerungsreaktion stattfindet, wenn an das 3 -Ende des Oli-
gonukleotids auf der Template-DNA ein Gunanin angrenzt,
das den BEinkau eines markisrten Cytosins erlaubt. Die An-
knilpfung des markierten Cytesins an das Cligonukieotid
dient dann letztendlich als Nachweisteaktion fir das Vor—
licgen eines methylierten Cytosins in der urspringlichen
genomischen Probe.

Weiterhin ist es méglich, dass die nach der zweiten che~
mischen Behandlung (und optionalen zweiten Anmplifikation}
verbleihenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch Sequen-—
zierungsreaktionen nachgewiesen werden. Dem Fachmarn sind
vor allem die Seguenzierung nach Sanger und die Sequen—
zierung nach Maxam-Gilbert geldufig. Ver allem letztere
tietet sich hier an, da in der Duplex nur noch dort CG
Basenpaare vorliegen, wo sich zuvor ein Methyleoytosin in
der urspriinglichen genomischen DNA-Probe befand. Es ist
also méglich, durch die € und/oder die G spezifischen
Spaltungsreaktionen Fragmente zu erzeugen, dereh Grosse
unmittelbar von dem Methylierungszustand der Prche anrhin—
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gen. Diese Fragmente kdnnen dann beispielswelse auf Se-
quenzlergelen oder durch Kaplllarelektrophorese hinsicht-
lich ihrer Grésse bestimmt werden, Gegeniiber einer nur
einfachen Bisulfitbshandlung, wie sie im Stand der Tech-
nik keschrieben wird, spielt das hier beschriebene Ver-
Iahren in dieser Variante auch den hesonderen Vertell
aua, dass die Spaltung des jeweiligen Gegenstranges nicht
erfolgen kann, da dieser entweder kein C oder kein G ent-
halten kaonn. Dadurch ist die Zahl der entstehenden Frag-
mente deutlich reduziert und auch, falls mehrere Amplifi-
kate gleichzeitiyg untersucht werden, eine viel Ukecrsicht-
lichere Auswertung moglich.

Bevorzugt ist zudem eine Variante des Verifahrens, in der
filr die Detekticen der vorbehandelten DMA die Bmplifikati-
onsprodukie an einen Oligonukleotid Array hybridisiert
werden und anschliessend die folgenden Teilschritte aus-—
gefiuhrt werden: Im ersten Schritt hybridisiert man einen
Sabtz von Oligorukleotiden an die amplifizierte genomische
DNA unter Ausbildung einer Duplex, wobei dieser Satz wvon
Oligonuklectiden aus zwel verschiedenen Spezies besteht
und wobei die hybridisierten Oligonukleotide dex ersten
Spezies mit ihrem 3"~Ende unmittelbar oder im Bbstand von
bis zn 10 Basen an dis Positionen angrenzem, die hin-
sichtlich ihrer Methylierung in der gencmischen DNA-Frobe
zu untersuchen sind und wobel das zwelte Oligonukleotid
der zwelten Spezies an elne zweite Region des Zielmeole-
kils hybridisiert, szoc dass das 5'-Ende des Oligonukleo-
tids der zwelten Spezies durch eine Lilcke veon der Gribe
eines Ginzelnuklectides oder bis zu 10 Nukleotiden vom
3'-Ende des hybridisierten Oligonukleotids der ersten
Speziss an der Stelle der besagten ausgewdhlten Position
getrennt ist. Im zweiten Schritt wird das Oligonukleotld
der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleoti-
den mittels einer Polymerase um hochstens die Anzahl von
Nukleotiden verlingert, die gwischen dem 3 -Ende des Oli-
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gonuklieotids der 1. Spezies und dem 5°'-Ende des Dligo—
nukleotids der 2. Spezies liegen, wobel die Verléngerung
vam Methylierungsstatus des jewelligen Cytosins in der
genomischen DNR-Frobe abhingt. Beisplelsweise ist es mdg-
lich, dass eine Verldngerung des 3°-Endes nur dann er-
foelgt, wenn in der chemisch vorbehandelten DNA ein Thymin
anstelle eines Cytasins vorliegt, da bheispielsweise in
dem verwendeten Nukleotidmixz Guanin nur als Terminatoxr
vorhanden ist und damit die Verlingerung, falls ein Cyto-
sin voriiegt, unterbrochen wird. Ein Cytosin wiederum ist
nach der chemischen Behandlung nur dann zudegen, wann an
der betreffenden Position in der urspriinglichen DNA-Probe

ein 5-Methylcytosin vorlag.

Im letzten 3chritt inkubiert man die Cligonukleotide in
Gegenwart einer Ligase, wobel das angrenzende, durch die
Polymerasereaktion verlingerte Oligonukleotid der ersten
Speries und das Oligonukleotid der zweiten Spezies ver-
punden werden und man dadurch ein Ligationsprodukt er-—

halt, sofern im wvorangehenden Schritt eine Verlingerung
des Oligonuklectids der ersten Spezies derart srfclgte,

dass nun das 3°-Ende mit vorhandenesr 3 -Hydroxyfunktion
des verldngerten Oligeonukleotids unmittelbar an das 5~
BEnde des Oligonukleotids der zweiten Spezies angrenzt.

Bevorzugt ist zudem ein Verfahren, wobel fiir die Deteklti-
on der vorbshandelten DNA die PCR-Produkte auf einen OLli-
genukleotid Array hybridisiert werden und anschliessend
die [olgenden Teilschritte ausgeflhzt werden: Im ersten
Schritt hybridisiert man die amplifizierte gencmische DNA
an mindestens ein Oligonukleotid mil bekannter Segquenz
von n Nuklectiden unter Ausbildung eimer Duplex, wohedi
besagte hybridisierte Oligonuklectide mit ihrem 37 -Ende
teilweise oder vellsténdig an die Positionen hybridisie-
ren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der gencmi~
schen DNA-Probe zu unterstchen sind. Im zweiten Schritt
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wird das Oligonukleotid, scfern es mit ssinem 2’ Terminus
zuvor ohne Basenfehlpaarundgen an die zu untersuchenden
Positicon hybridisierte, mittels einer Polymerase mindes-
tens um ein Wnkleetid verlangert, wobel mindestens ein
Fukleotid eine nachweisbare Markierung trigt und die Ver-
langerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosins
in der genomischen DNA-Probe zabhiingt. 3¢ kann heispiels-
weise eine Verlingerung nur dann stattfinden, wenn die
genomische DNA an der Paosition, an die das chen genannte
Gligonukleotid mit seinem 3°'-Ende bindet, urseringlich
unmethyliert vorlag, weil sonst nach der chemischen Vor-
behandlung an dieser Position ein Cytosin verbleibt, wel-
ches nach der Bindung des Oligonukleotids einan Mismatch
am 3" -Tnde verursacht welche die Verlingerung unterbin-
det. Liegt keine Methylierung wvor, so kann der Primer da-
gegen ohne Mismatch mit dem 3"-BEnde an die Template-DNA
binden.

Die Analyse der entstandenen DNA-Cllgomere, die zum Nach-
wels der Cytosin-Methylierung dienen, kann belspielsweilse
Uher Fluorescenzmarkierungen erfolgen, welche Uber mar-
kierte ¥ucleotide in die DNA eingebaut werden.

Dem Fachmann ist zudem geldufig, dass man die meisten der
begchriebenen Nachweisreaklionen auch derart ausflthren
kann, dass beteiligie Oligonuklectide an eine Festphase
gebunden sind.

30 ist es beispielsweise besonders bevorzught m&glich, die
FCR nach der gweiten chemischen Behandlung derart auszu-
flinren, dass radicaktiv oder fluoreszent markierta C
und/oder G Nuklectide eingebaut werden und zudem einer
der PCR-Primer an eine Fastphase gebunden ist. Nach dex
Entfernung aller nicht an die Festphass gebundenen Edukte
und Produkte verbleibt ein an die Festphase gebundenes
PCR-Produnkt, in welchem die Anzahl der eingebauten Mar-
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kierungen preportiocnal ist zur Anzahl der der nach der
zweiten chemischen Behandlung verbliebenen Guanin-
und/oder Cytesinbasen und damit unmittelbar von der An-
zahl der Cytosin-Methylierungen in der genomischen Probe
abh&ngt. Damit ist eine direkte Quantifizierung der me-
thylierten Cytoesine in diesem PCR-Produkt mdglich.

Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, wobeli die PCR-
Produkte und/cder Verléngerungsprodukte und/oder Ligati-
onsprodukte fiir die Detektlon mit einer nachweisbaren
Markierung versehen sind.

Besonders bevorzugt sind diese Markierungen Flucreszenz-
markierungen, Radionuklide oder ahldsbare Massenmarkie-
rungen, die in sinem Massanspektrometer nachgewiesen wer—
den, oder Komhinationen davon.

In einer weitsren bevorzugten Variante des Verfahrens
werden die PCR-Produkte und/cder Verlingerungsprodukie
und/oder Ligationspredukte insgesamt im Massenspektrome-
ter nachgewlesen und sind somit durch ihre Masse eindeu-
tig charakterisiert. In einer weiteren besonders bevor-
zugten Varianie des Verfahrens wird jewells ein Fragment
der PCR-Produkte und/odexr Verlangerungspredukte und/oder
Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachgewiesen. Be-
vorzugt werden dlese Fragmente der PCR-Produkte und/ader
verlangerungsprodukts und/oder Ligationspredukts durch
Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonukleasen
Cerzeugt. In einer wiederum besonders bevorzugten hosftih-
rung des Verfahrens weisen die erzeugten Fragmente zur
hesseren Detekiierbarkeit im Massenspektremeter eine ein-

zelne positive oder negatiwve Nettoladung auf.

Besonders bevorzugt werden die PCR-Produkte und/oder Ver-
langerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte mittels
Matrix assistierter Lassr Descrptions/Icnisations Mas-
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senspektrometrie (MALDI-TGF) oder mittels Elektraspray
Massenspektrometrie (ESI) detektiert und wvisualisiert.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem die Ver-
wendung des heschriesbenen Verfahrens zur Diagnose
und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fiix Patienten
oder Individusn, wobei diese nachteiligen Breignisse min-
destens einer der folgenden Ketegorien angehdren: uner-—
wilnechte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-
Fehlfunktlonen, Schiden oder Krankheit; ARggressionssyin-
ptome oder Verhaltensstérungen; klinische, psychologische
und sozlale Konsequenzen von Gehirnschidigungen; psycho-
tischs Stdrungen und Persdnlichkeitsstarungen; Demenz
und/eder assoziierte Syndrome; kardiovaskulire Krankheit,
Fehlfunktion und Schédigung; Fehlfunktion, Schidigung o-
der Krankheit des gastrointestinalen Traktes:; Fehlfunkti-
on, Schidigung oder Krankheit des Atmungssystems; Verlst-
zung, Entzindung, Infektion, Immunitit und/oder Rekonva-
leszenz; Fenlfunktion, Schidigung oder Krankheit des Kdr-
pers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion,
Schédigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des Bin-
degewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische
Fehlfunkitlon, 8chadigung oder Krankheit; Koplischmerzen

oder sexuelle Fehlfunktion.

Weiterhin besonders bevorzught ist die Verwendung des Ver-
fahrens zur Unterscheidong von Zelltypen oder Geweben o-—
der zur Untersuchung der Zelldifferenzierung.

Segenstand der vorllegenden Zrfindung ist zuwdem ein Kit,
bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Reagenz, denatu-
rierenden Reagenzien oder Liéisungsmitteln, sowie Radikal-
fangern und/oder Primern zur Herstellung der Amplifikate,
sowle optional einer Anleitung zur Durchfithrung des er-
findungsgeméssen Verfahrens.
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Die folgenden Beispiele erliutern die Erfindung chne die-
se sinzuschranken.

Beispiel 1:
Ver&nderung einer ¢enomischen Jequenz durch zwelfache Be-
handlung mit Bisulfit

Als Beispiel zur Briduterung des Verfahrens scll hier die
folgende doppelstréngige DNA-Sequenz dienen, die ein po-
tentiell methyliertes CG Dinukleotid enth&lt:

A 37" -TGATCTAGCATGACTAC~5"
B 5 -ACTAGATCGTACTIGATG-37

Die doppelstringlge Sequenz kann verwendet wexden, um
nachteilige Breignisse einer bestimmten Kategorlie fur Pa-
tienten oder Individuen zu untersuchen. Man setzt eine
genomische, unbekannt methylierte DNA-Probe (20 ng), die
mit einem Restriktionsenzym, hier Mssl, verdaut wurde,
ein. Die verdaute DNA wird mit Hydrogensulfit (Bisulfit,
Disulfit) und einem Radikalfidnger bei erhthter Temperatur
chemisch vmgewandelt. Bin Reagenz oder Lasungsmittel,
welches die Denaturierung unterstitzt, wird zugesetst.
Die DNA wird zuerst thermisch denaturiert und anschlie-
Pend mit Bisu%fit, dem Radikalfénger und dem denaturie-
renden Rezgenz versetzt und lingere Zelt bei erhdhter
Temperatur inkvbiert. Dis Bisulfitreaktion fihrt zur Um~—
wandlung aller nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil.
Zur Reinigung dsr Bisulfit behandslten DNA wird diese auf
eine Reversed Phase Cl8 Festphase gebunden und durch Wa-
schen mit einer geeigneten Pufferléisung von Chemikalien
befrelt. Anschlielend wird cdie DNA mit einem polaren Lé-
sungsmittel wie z. B. Acetonitril oder Waszer eluniert und
auf ein kleineres Volumen konzentriert. Die alkalische
Hydrolyse der mit Bisulfit behandelten Fragmente erfolgt
unmittelbar vor der spezifischen Amplifikation unter ba-
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sischen Bedingungen. Danach wird die Probe unter Verwen-—
dung ven je 25 pmol an spezifischen Primercligeonukleoti~
den (entchalten keine CG6 Dinukleotide) vervielfaltigt.
Nach der ersten Behandlung mit einer Losung eines Hydro-
gensulfits, wobei eine Umwandlung der nicht methylierten
Cytosinbasen in Uracil erfolgt, und nachfolgender PCE,
die die nach der chemischen Behandlung mit Hydrogensnlfit
nicht mehr komplementdren Stringe amplifiziert und
zugleich Uracil im wegentlichen durch Thymin ersetzt, er-
geben sich die folgenden doppelstringigen DNA-Sequenzen:

A) fiir den Fall, dass CG {+) methyliert vorlag:
aus dem unteren Strang B:
C (+) 3 =-TAATCTAGCATAACTAC-5"

BT (+) 5’ -ATTAGATCGTATTGATS-3 Sequenz T(up)

aus dem oberen Strang A:

AY (+) 3 -TGATTTAGCATGATTAT-5"
o} (+} 5’ -ACTARATCGTACTAATA-3’ Sequenz U(up)
B) fiir den Fall, dass CG (-) unnethyliert vorlag:

aus dem unteren Strang B:
c (-} 3’ -TARTCTARCATABCTAC-5'
B' (-} 5 *ATTAGA‘ETGTATTGATG—3 ’ Sequenz L{(down)

aws dem oberen Strang A:
aAr (-} 3 -TGATTTAGTATGATTAT-5"
D (=} 5 —ACTARATCATACTAATA-3' Sequenz U{down)

Die zweite Behandlung Hydrogensulfit wird analog der ers-
ten durchgefiihrt. Die Amplifikate werden zuerst thermisch
denatuviert und dabel durch Zugabe eines Reagenzes coder
Losungamittels unterstiitzt, dann chemisch umgesetzt ond
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anschliefend amplifiziert, wobel die alkalische Hydrolyse
wiederum kurz vor der Amplifikation durchgefihrt wizd.
Die zweite spezifische Bmplifikatlion kann mit einem Tell
der Bisulfit behandelten Probe durchgefilhrt werden. Die
Reaktionslésung kann so lange verdinnt werden, dass die
in der Hydrogensuliitreaktion bendtigten Chemikallen die
PCR nicht mehr stdren. Andererseits kann die Probe wieder
mittels einer Reversed Phase C18 Feslphase gereinigt wer-
den. Die doppelt hydrogensulfithehandelte DNA wird unter
verwendung von je 25 pmol an spezifischen Primeroligo-
nukleotiden {(enhalten keine CG Dinukleotide) vervielfil-
tigt. Dabei mussen die $equenzen der Primeroligonuklecti-
de der erslten und zweiten Amplifikation nichi iberein-
stimmen.

Wach der zweiten Behandlung mit einer Lésung eines Hydro-
gensulfits, wobel wiederum eine Umwandlung der aicht me-
thylierten Cytosinbasen in Uracil erfelgt, und nachfel-
gender PCR, die die nach der chemisachen Behandlung mit
Hydrogensulfit nicht mehr komplement&ren Stringe amplifi-
ziert und zugleich Uracil im wesentlichen durch Thymin
ersetzt, ergeben sich nunmehr dle folgenden deppelstrdn-
gigen DNA-Sequenzen:

A) fUr den Fall, dass €& (+) methyliert verlag:

aus dem unteren Strang B und C:

E (+) 3 ~TAATCTAACATAACTAC-5' Sequenz LL(up)
B [+3 5 -ATTAGATTETATTGATG-3 "
ol (+} 3 -TARTTTAGTATAATTAT-5'
F (+} 57 -ATTAARTCATATTAATA-3" Sequenz LU (up)

aus dem oberxen Strang D und A':

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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G (+] 37 -TRATTTAACATAATTAT-5"
o' (+y 5’ -ATTARATTGTATTAATA-3' Sequenz UL{up)
H (+} 3 -TGATTTAGTATGATTAT-5°
A'" (+) 5 -ACTARATCATACTARATA-3' Seqguenz UU(up)
B) fir den Fall, dass CG [-) unmethyliert vorlag:

aus dem unteren Strang C und B':

E (-} 3'-TARATCTAACATAACTAC-5’
E'Y {-) 5 -ATTAGATTGTATTGATG-3" Sequenz LL(down
s (=) 3 -TBATTTAATATAATTAT-5'
¥ (-}  S"-ATTARATTATATTAATA-3" Sequenz LU {down}

aus dem oberen Strang D und A':

G (=) 3 -TARATTTAATATAATTAT-5"
D’ (=) 5 -ATTARATTATATTARATA-3" Seguenz UL{down
37 -TGATTTAGTATGATTAT-5"

H (-]

AY'Y (=) 57 -RACTABATCATACUAATA-3" Sequenz UU{down}
Die Bequenzen U0 sind unabhingig vom Methylierungsstatus
der Probe identisch; das gleiche gilt flir die Secuenzen
LL. Somit sind beide Sequenzen fiir die Bestimmung des Me-
thylierungsstatins nicht wverwendbar. LU und UL jedoch un-
terscheiden sich an den ehemaligen CG Positionen in Ab-
hangigkeit vom Methylierungsstatus dexr DNA-Probe (in den
Sequenzen hervorgehoben). Bemsrkenswert und der sigent-
lich Vorteil der Methode ist insbesondere, dass in den
jeweiligen Stringen Cytosin bzw. Guanin nur dann auftau-
chen, wenn zuvor eine Methylierung vorlag. Damit liegt
praktisch eine Ubersetzung der Methylcytosinbasen in der
genomischen Probe in eine auch fir den Doppelstrang cha-
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rakteristische Base vor, wihrend bei der einfachen Bisul-
fit-Behandlung die Base jeweils nur in einem der beiden
Strange fir Methyleytesin charakteristisch ist. Dies er—
laubt nun die Anwendung praktisch aller, dem Fachmann bes-
kannten Methoden zur Seguenzierung (wie zum Beispiel Se-
guenzierung nach Maxam-Gilbert) odsr zur Genoiypisierung,
chne dass aul den Gegenstrang Ricksicht genommen werden
muss. Wird beilspielsweise eine sequenzspezifische Spal-
tung der nach der zweiten Bisulfit-Behandlung amplifi-
zierten DNA an Cytosinbasen durchgeffihrt, so erfolgt nur
eine Spaltung des einen Stranges, der andere bleibt un-
verandert.

Beispiel 2: Verdnderung siner genomischen Sequenz durch zwei-

fache Behandlung mit Bisulfit

Als Beispiel wurde das Gen HSMDRL des humanen Genoms gewihlt,
Im Experiment wurden nach einer ersten Bisulfitbehandlung DNA-
Fragmente der Linge 2010 bp dieses Gens erzeugt und gleichzei-
tig go-rsiche Doménen am 5'- und 3'-Ende gensriert. Da disse
skUnstiichen™ Enden am 5'-und 3°'~Ende der FCR-Frodukte nach
der ersten Bisulfitbehandlung erzeugt wurden, nnterliegen sis
in der zweiten Bisulfitbehandlung einer einfachen Umwandlung.
Dies fihrt zu einer hittheren Spezifitdt dieser Dominen, da sie
(im Gegensatz zur tbrigen Segquenz) noch C's und G's enthalten.
Damit eigoen sie sich besconders fir das Design von Rrimern fiir
eine amplifikation nach der zwelten Bisulfitbehandlung. Die
Amplifikation eines kurzen Stiickes der Ziel-DNA erfolgt mit
Primern die ausschliellich aus A's und T's bestehen. Die Se-
quenzen Ger genomischen, einfach bisulfitbehandelten und dop-
pelt bisulfitbehandelten DNA sind am Ende dargestellt.

Beschreibung der Figuren:

Figur 1:

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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Schema zur Herstellung won FCR-Frodukt mit gcé-Domaine aus ein-—
fach bisulfitbehandelter BNA:

a) 3'gtgateceogggogagetoccTARGTATGTTGABGAARGATTATIG

k) 3'gettgggotgoagytogacoTTTTARCCTICTATCTCATCAAC,

c) bisulfitbehandelle DHA, Einzelstrang

Figur 2:
Genemische Sequenz der Umgebung des HSMDR1-Gens: LOCUS

HSMDR1&2932 hp DNA humanes MDRLI (multidrug resistance)

Gen fiir das P-Glycoprotein

Figur 3:

Sequenz des oberen Strangs nach der ersten Bisulfitbehandlung
fir den Fall vollstindiger aufmethylierung der C&'s (PCR—
Produkt mit Primer 1 und 2}

Figar 4:

Sequenzen des unteren Strangs nach der zweiten Bisulfitbehand-

Tung fiir den Fall wollstdndiger Anfmethylierung aller CG's
a) PCR-Produkt mit Primer 3 und 4 (154 bp)
b) PCR-Produkt mit Primer 5 und & (2010 bp)

Vorgehen:

a)Regtrikticon wvon humaner DNA unbekannten Methylierungsstatus
nit Mssl

b) Bisulfitbehandlung mit der Agarcsemethode
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c)Bisulfit-spezifische PCR zur Herstellung von MDRL-Fragmenten
einer Lénge 1236bp. Dabei werden gleichzeitig wmittels Domai-
ne-Primern .kinstliche® gc-reiche Bnden an die PCR-Produkie

generiert

d) Bweite Bisulfitbehandlung obne Agarose mit anschliefender

ZipTip-fAufreinigung

e)Amplifikation der doppelt bisnlfitbehandelten DNA mittels

Prinern fir die go-Domaine

Verwendete Primer:

Bisulfit Primer, Produktgrafe:2010 bp
gtgatecegggegagetoccTAAGTATGTTCGRARAGAARGATTATTG
gettgggetgeaggicga cCTTTTAACCTTCTATC TCATCAAC

1 WDR1~B-U-gc

2  MDR1-B-L-gcC
<——go-demaine--——--><-genspezifische Sequenz——>

Primer fitr doppelt bisulfitierte DNA ohne ge-Domaine, Produkt-
grofe: 154 bp

3 MDR1-2B-U3 tttttttitatttitttattat

4 MDR1-2B-L3 atitttttitattattbtttaat

Primer fiir doppelt bisuvlfitierte DNA mit gco-Pomaine, Produkt~.
grafie: 2010 bp

5 MDR1-ZB-L-g¢gc GTTIGGGTTGIAGGTTGAT
& MDR1-ZBE-U-gc ataatcccaazcaaactecc

Versuchsbedingungen:

Die Restriktion wvon humaner genomische DHA (Fa. Promega) er—

folgte mit Mssl {Fa. Fermentas) nach Hsrstellerangaben.

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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Die erste Bisulfitbehandlung der verdauten DNA erfolgte mit

der Agarosemethode, wie sie im Stand der Technik beschrieben
ist.

Die Amplifikation won DHAR erfolgbte unter folgenden PCR-
Bedingungen (FA. Qiagen):

»1 ul DNB (10 ng kisulfitbebandelte DNA)

0.2 nl Tag (1 Unit)

+0,2 pl GNTP (25 mM egch) 0,25 mM  final

-l pl Primerl (12,5 pmoi/pl) 0,5 pmol/pl final
<1 pnl Primer2 (12,5 pmol/ul) 0,5 pmol/pl final
*2,5 pl l0fach PCR-Puffer

*19,1 Hp0 (moleculax grade)

Felgende Cycler-Programme wurden verwendet:

*PCR mit Dom&neprimern (Primerl und 2} nach erster Bisul-
fitbehandiung:
95°C/20:00: 95°C/1:00; 56 °C/D:45; 72°¢/2:00; cy-
cles:4D; 72°C/10:00; 4°C/end

-PCR mnach zweiter Bisulfitbehandlung{Primer 3 und 4):
95°C/20:00; 95°C/1:00; 40 °C/0:45; 72°C/1:00; cy-
cles:40; 72°C/10:00; 4°C/end

«BCR nach zweiter Bisulfitbehandlung(Primer 5 und 5):
95°C/20:00; 95°C/1:00; 56 °C/0:45; 72°C/2:00F cy-
cles:40; 72°C/10:00; 4°C/end

Die uweite Bisulfitbehandlung des hergestellten PCR-Froductes
erfolgte ohne Agarose in Lésung . Zur Entfernuny der Salze und
Chemikalien wurde die doppelt bisulfitierte DHA mit Hilfe der

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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ZipTip@-Methade (FA: Millipore} aufgereinigt. Dabei wurde fol-

gendermalen vorgegangan:

neue Spitze 3w mit 10 pl 2M TEAR Puffer gespihlt

*35 nl PCR-Produkt aufgezogen

+lx Spltilen mit 10 pl ZM TEAR

«3% Spillen mit 10 pl 0.1 TEAR

«3x% Spulen =mit 10 pl Wasser (bidest.)

"BEluieren des Produktes mit 100 pl MeCW (10x10 pl frisches
MeCN aufgezogen und in ein Tabe eluiert

#1030 pl Eluat wurden unier Vacuum eingetrocknet, in 30 pl Was-

ger (bidesgt) resuspendisrt und gofort in die PCR eingesetzt

JP

2004-511235 A 2004.4.15
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Patentanspriiche

Verfahren zur Detektion ven Cytosin-Methylierung in
genomiacher DNA, dadurch gekennzeichnet, dass man die
folgenden Verfahrensschritte ausfiihrt:

a) man setzt eine genomische DNA-Prope mit einem Rea~
genz chemisch um, wobei S5-Methyleytosin unverandert
bleibt wnd Cytoein in Uracil oder eine andere im Ba-
senpaarungsverhalten dem Uracil &hnliche Base umge-
wandelt wird;

b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Ver-
wendung einer Polymerase und mindestens eines Prime-
roligonukleotids;

¢) man getzt das Amplifikat erneut mit einem Reagenz
chemisch um, wobei S-Methyleytosin unverandext bleibt
und Cytogin in Uracil oder eine andere im Basenpaa-
rungsverbalten dem Uracil dhnliche Base umgewandelt
wird:

d) man weist die in dem Amplifikat nach der erneuten
chemischen Behandlung verbleibenden Cytosinbasen

und/oder Guaninbasen nach.

Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in
gencomischer DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man die folgenden Verfahrensschritte aus-
fhhrt:

a} man setzt eine gencmische DNA-Proba mit einem Rea-
genz chemigeh um, wobed 5-Methyleytosin unverindert
bleibt und Cytosin in Uracil cder eine andere im Ba-
genpaarungsverhalten dem Uracil &mliche Base umge-
wandelt wird;

b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Ver-
wendung einer Polymerage und mindestens eines Prime-
roligonukleotids;

¢} man setzt das Amplifikat erneut mit einem Reagenz

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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chemisch um, wobel S-Methylcytosin unverandert bleibt
und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaa-
rungsverhalten dem Urxacil dhnliche Base ungewandelt
wird;

dl man amplifiziert die chewmisch behandelten Amplifi-
kate aus 8chritt ¢) ermsut;

e) man weist die in dem Amplifikat verbleibenden Cy-
tosinbasen uwnd/cder CGuaninbasen nach.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenm-
zeichnet, dass die chemische Behandlung mit Natrium-
bigulfit (=Hydrogenzulfit, DRisulfit) srEelgt,

Verfahren nach Anspruch 3, dadurceh gekennzeichoet,
dass die chemische Behandlung nach Einbetten der DNA
in Agarese erfolgt.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriche,
dadurch gekemzeichuet, dass bel der chemiachen
Behandlung ein die DNA-Duplex denaturierendes Reagenz
und/oder ein Radikalfdnger zugegen ist.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnat,
dase das denaturierende Reageunz aug einer der folgen-
den Substanzen susgewdhlt iast:
Polyethylenglvkoldislkylether, Dioxan und substitu-
lerte Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonibtril,
primére Alkohole, seRkundsdre AlRohole, tertidre Alko-
hole, Diethylenglvkoldialkylether, Triethylenglykol-
dialkylether, Tetraethylenglykel-dialkylether, Pen-
taethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialky-
lether, DM30 oder THF.

Verfahren nach Anspruch 5 oder &, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Radikalfinger aus einer der fol-
genden Substanzen ausgewahlt ist:

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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pi-, Trihydroxybemzole, greem tea extract, pine bark
extract (Pycnogencl), Ginkgo Bilcha extract (EGh
761), a flavenoid blend of several fruit and vege-
table extracts {(GNILD), Bio-Normalimer {(Sun-0 Corp},
LPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordi-
hydroguajaret-siure), Trolox {(&-Hydroxy-2,5,7.8-
tetramethylohroman-2-carboxylic acid), 2,6-Di-tert-
butylphenol, 4-Methyl-di-tert-butylphenol, 4-Methoxy-
di-tert-butyiphenol, 2,6-Di-tert-butyl-p-crasel, 3,4-
Dihydroxybenzoesdure, Vitamin ¢, E, ¢, Hydrochinon,
Ubichinon, Ligmane, Hydroxyterpene, Flavoncide, Cur-
cumin, Tannins, Retinsiuraverbindungen, Ge-132 Bisbe-
tacarboxyethyl germanium sesquioxide, Superomxid dis-
mutase (S0D), Suparo:;cid katalase, Alpha-
Naphthoflavone, G@inkgo kiloba extract (EGb 761},
Di(2-methyl-5-chlorephenyl}dithionate und Cu(II)-
Derivate, Mebendazole, C8 (Chloroform soluble) alka-
loidal extract, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-

hydvoxyphenyl) -3 -hydroxy-1, 2-naphthochinon, 4-(3,3-
Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-1,2-
naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)~
1, 2-naphthochinon, 2-{3,5-Di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) -3~brom- 1, 4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-
tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-chlor-1,4-
naphthochinon, 2-~(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
3-methoxy-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-a-
hydroxyphenyl) -2 -hydroxy-1,4-naphthochinen, 2-(3,5-
Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1, 4-naphthochinon, 4-
{(3,5-Di-tert ~butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-
5,5,8,8-tetranethyl-5,6,7,8~tetrahydro~1,2-
anthrachinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
3-methoxy-5,5,8,S-tetramethyl-5,6, 7, 8-tetrahydro-1, 2-
anthrachinon, 4-(3,5%-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8~tatrahydro-1,2-
anthrachinon, 3-Brom-4-{(3,5~di-texrt-butyl-4-
hydroxyphenyl)-5,5, 8, 8-tetramethyl-5,6,7,8-

JP 2004-511235 A 2004.4.15
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tetrahydro-1, z-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-
oxocyclchexa -2, 5-dienyliden) -indan-1,3-dion, 2-(3,5-
Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5~dienyliden) -3,4-
epoxy -3 -hydroxy-4-methoxy-3, 4-dihydre-2H-naphthalin-
i-omn, 2-(3,5-Di-text-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-
dienyliden) -3, 4-epoxy-3,4-dimethoxy-3, 4 ~dihydre-2H-
naphthalin-i-on, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) -indan-1-omn, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) -inden-1-onl -3-y1, 2-(3,5-Di-
tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-brom-5,5,8,8~
tetramethyl-5, 6,7, 8-tatrahydro-1, 4-anthrachinon, 2-
{3.5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3~chlor-5,5,8,8-
tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydro-1,4-anthrachinon, 2-
{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) ~3-~methoxy-
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-
anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7, 8-tetrahydro-1,4-
anthrachincn, 2-(3,5-Di-tert-hutyl-4-hydroxyphenyl)-
5,5,8,8-tetranethyl~5,6,7, 8B-tetrahydro-1,4~
anthrachinon, 2-Brom-3-{3-brom-5-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl} -5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8~
tetrahydroe-1,4-anthrachinon, z-Brom-3-(3,5-dibrom-4-
hydroxyphenyl) -5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-
tetrahydro-1,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3-brom-5-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -hydroxy-5,5,8, 8-tetramethyl-
5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthrachinon, 3-Brom-2-(3,5-
di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1,4-anthrachinen, 2-
{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -methoxy-1, 4~
anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butvl-4-hydroxyphenyl)-
3-hydroxy-1, 4-anthrachinon, 5,5,8,8-Tetramethyl-
5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-1,3-diol, 3-Methoxy-
5,5,8,8-tetranethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-1-
ol, 4-(3-Chlcr-5,5,8,B-tetranethyl-1,4-dicxo-
1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl) -benzoezdure, Me-
thyl-4-{(3-chlor-5%,5%, 8, B-tetramethyl-1,4-dioxo-
1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl) -benzoat, 4-{(23-
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Hydroxy-1, 4-dioxo-1,4-dihydrenaphthalin-2-y1} -
benzosghure, Mathyl- (3-methoxy-1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphthalin-2-yl) -benzeesdure, 4- {2-Hydroxy-
5,5.8,8-tetramethyl-1, 4~-dione-1,4,5,56,7,8-
hexahydroanthracen-2-yl) -benzeesdure, Methyl-4-(2-
hydroxy-1, 4-dioxo-1, 4-dihydronaphthalin-2-yl-azo) -
benzoat, 4-(3-Hydroxy-5.5,8,8-tetramethyl-1, 4~dioxo-
1,4,5,6,7, 8-hexahydroanthracen-2-yl-azo) -benzoesiure,
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden) ~
5,5,8, §-tetramethyl-5, 6,7, 8~tetrahydrocyelo-
penta [b]naphthalin-1,2-dien, 3-¢3,5-Di-tert-bubyl-4-
oxocyelohexa-2, 5-dienytiden) -5,5, 8, 3-tetramethyl-
5,6,7,8-tetrahydreanthracen-3H-1,2,4-trion, 2-(3,5~
Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -methoxy-5, 8-
dimethyl-1,4-naghthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-
hydrexyphenyl) -3~methoxy-6, 7-dimethyl-1,4-
naphthochineon, 2-{3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
3-methoxy-5-methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl} - 2-methoxy-& -methyl-1, 4-
naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} -
3 -wethoxy-6-methyl-1, 4~paphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) -2-nethaxy-6-methyl-1, 4-
nmaphthochinen, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
3-methoxy-5, 6-dimethyl-1,4-naphthochinon, 3-{3,5-Di-
tert-butyl-4-hydroxyphenyl) - 2-methoxy -5, 6-dimethyl-
1,4-naghthochinen, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl) -3-mathoxy-5, 7T-dimethyl-1, 4-naphthochinon, 3-
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-5, 7-
dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,%-Di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) -3-ethylthio-5-methyl-1, 4-naphth-
cchinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphemyl)-3-
ethylthio-s-methyl-1, 4-naphthochinen, 2-(3,5-Ti-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -hydroxy-5, 8-dimethyl-1,4~
naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
3-hydroxy-6,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-
tert-butyl -4 -hydroxyphenyl) -3 -hydroxy-5-methyl-1, 4~
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naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
2-hydroxy-5-methyl-1, 4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl] -3 -hydroxy-6-wethyl-1, 4-
naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -
2-hydroxy-6-methyl-1, 4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl} -3 -hydroxy-5, 6-dimethyl-1,4-
naphthochinon, 2- (2-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl) -3-hydroxy-5, 6-dimethyl-1, ¢ -naphthochinon, 3-
(2, 5-Di-tert-butyl-4~hydroxyphenyl} -2-hydroxy-5, 6~
dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-bubtyl-4-
hydroxyphenyl) -3-hydraoxy-5, 7-dimethyl-1, 4-naphth-
ochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-
hydroxy-5, 7-dimethyl-1,4-naphthochinon.

Verfahren nach einem der wvoranstehenden Zngpriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man Reagenzien, dle Fir
die chemische Behandlung der DNA eingesetzt werden,
vor der jewsils nachfolgendsn Amplifikation ganz oder
teilweige abtrennt.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man die Probe nach der
chemischen Behandlung vor der Amplifikation wverdinnt.

Verfahren nach einem der waranstehenden Angpriiche,
dadurch gekemmzelchnet, dasg wan die Anplifikation
von mehreren DNA-Abschnitten gleichzeitig in einem
ReaktionsgefdR durchfdhrt.

Vexfshren nach eimem der voranstehenden Anspxiiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man fiir die Amplifikati-
on eine hitzebestandige DNA-Polymerase verwendet.

Verfahren nach einen der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man vor den aAmplifikati-
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cnen in den Ansprichen 1 cder 2 eine Desulfonierung
der DNA durchivdhrt.

Verfahren nach einem der Bnspruche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dass man die nach der zweiten chemi-
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder Gua-
ninbasen durch Hybridisierungsreaktiomen nachweist.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dass man die nach der zweiten chemi-
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder Gua-
ninbasen durch spezifischen Einbau von nachweigbaren
Markierungen an den Cytosin- und/oder Guaninbasen
nachwelst und/oder gquantifiziert.

Verfahren nach eipen der Angpriche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dase man in Schritt &) gemif Anspruch
1 oder Schritt &) gemiB Anspruch 2 flir die Detektion
der vorbehandelten DNA die 2mplifikaticnsprodukte an
einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man an-
schliessend die folgenden Teilschritte ausfihri:

a) die amplifizierte gemomische DNA wird an mindes-
tens ein Oligonuklectid unter Ausbildung einer Duplex
hybridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligonukle-
otide wit ihrem 37-Ende unmittelbar oder im Abstand
von his zu 10 Bamen an die Positionen angren=zen, die
hingichtlich ihrer Methylierung in der gencmischen
DNA-Probe zu untersuchen sind;

(b) man verlangert das Qligonukleotid mit bekannter
Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase
mindestens um ein Mukleotid, wobel das Nukleotid eine
nachweishare Markierung trégt und die Verliangerung
vom Methyliexungsatatus des jeweiligen Cytosins in
der genomischen DHA-Probe abbingt.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch
gekennzelchnet, dass man die nach der zZweiten chemi-
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/cdsr Gua-
ninbasen durch Sequenzierungsreaktionen nachweist.

Verfahren nach eipem der Anspriéche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dass man in Schritt d) gemaf Anspruch
1 oder Schritt e) gemi® Anspruch 2 filir die Detektion
der vorbehandelten DNA die Amplifikaticnsprodukte an
einen Oligonukleotid Array hybzidisiert und wan an-
schliessend die folgenden Teilschritte ausfihrt:

{a) man hybridisiert einen Satz wvon Oligonukleotiden
an die amplifizierte gemomische DNA unter Ausbildung
einer Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden
aus zwel verschiedenen Spezies besteht und wobei die
hybridisierten Cligonukleotide der ersten Spezies mit
ihrem 37-Ende unmittelbar oder im abstand von bis zu
10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsicht-
lich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Pxobke
zu unterguchen sind und wobel dag zweite Oligonukleg-
tid der zweiten Spesles an eine zweite Region des
Zielmolekfils hybridisiert, sc dass das 5'-Ende des
Oligonukleotids der zweiten Spezies durch eine Licke
von der Gréfie eines Einzelnukleotides oder bis zu 10
Nukleotiden vom 3'-Ende des hvbridisierten Clige-
nukleotids der srsten Spezies an der Stelle der be-
sagten ausgewdhlten Position getrennt ist;

{(b] man verldngert das COligonukleotid dex ersten Spe-
zies mit bekannter Seguenz von n Nukleotiden wittels
einer Polymerase um héchstens die Anzahl von Nukleo-
tiden, die zwischen dew 37-Ende des Qligonukleotids
der 1. Spezies und dem 5”-Ende des Oligonukleotids
der Z, Speziss liegen, wobei die Verlangerung vom Me-
thylierungsetatus des jeweiligen CUytosins in der ge-
nomischen DNA-Probe abhingt;

(¢} man inkubiert die Oligonuklectide in Gegenwart
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einer Ligase, wobel das angrenzende, durch die Poly-
merasereaktion verléngerte Oligonukleotid der ersten
Spezies und das Oligonuklectid der zwelten Spezies
verbunden werden und man dadurch ein Ligationsprodukt
erhalt, sofern im vorangehenden Schritt eine Verldn-
gerung des Oligonukiectids der ersten Spezies derart
erfolgte, dass nun das 237-Ende mit vorhandener 37-
Hydroxyfunktion des verlédngerten Qligonukleotids un-
mitkelbar an das 57 -Ende des Oligeonukleotids der
zwelten Spezies angrenzt.

Verfahren nach einem der Bnspriiche 1-12, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man flir die Detektion der vorbe-
handelten DNA gem#f Schritt &) in Anspruch 1 die PCR-
Produkte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert
und man anzchliessend die folgenden Teilschritte aus-
fihrt:

(a} man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA
an mindestens ein Oligonukleotid mit bekaunter Se-
gquenz von n Nukleotiden unter ausbildung einer
Duplex, wobel besagte hybridisierte Gligonukleotide
mit ihrem 3 -Ende teilweize oder vollstindig an die
positicnen hybridisieren, die hinsichtlich ithrer Me-
thylierung in der gencmigchen DNA-Proke zu untergu-
chen sing;

(k) man verlingert das Oligonuklecotid, soferm es mit
seinem 3 Terminus zuvor chne Basenfehlpaarungen an
die zu untersuchenden Pogition hybridisierte, mittels
einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid, waobei
mindestens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung
tragt und die Verldéngerung vom Methylierungsastatus
des jewelligen Cytosing in der genomischen DNA-Probe
abhangt .

verfahren nach einem der voranstshenden Anspriche,
dadurch gekemnnzeichnet, dazs man die FCR-Produkte
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vud/eder Verldngerungsprodukte und/ader Ligationspro-
dukte flr die Detektion wit einer nachweisbaren Mar-
kierung versieht.

Verfahren nach einem der vorsnstehenden amspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Fluoc-

regzenzmarkierungen sind.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekemnzeichnet, dass die Markierunmgen Radio-
nuklide sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch

gekennzeichnet, dass die Markierungen ablésbare Mas-

senmarkierungen sind, die in einem Massenspektromeater
nachgewiesen werden.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass bei elner der
Emplifikationen einer der Primer an eine Fastphase

gebunden ist.

Verfahren nach einem der Bnspriiche 1 bis 19, dadurch
gekennzeichnet, dassg man die PCR-Produkte und/oder
Verldngerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte ins-
gesanmt im Magsenspektrometer nachweist und somit
duxch ihre Masse eimdeutig charakterislert sind.

Verfahren pach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch
gekennzeichnet, dags man jeweils ein Fraguent der
PCR-Produkire und/oder verléngerungsprodukte und/oder
Ligaticnsprodukte im Massenspektrometer nachweist.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet:,
dass man des Fragment des PCR-Produkts und/oder ver-
lingerungsprodukte und/oder Ligatliongprodukts durch
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Verdau mit einer oder mehrerer Exc- oder Endonuklea-
sen erzeugt.

Verfahren nach Anspruch 25 cder 26, dadurch gekenn-
zelchmet, dass zur besseren Detektierbarkeib im Mas-
senspektrometer die erzeugten Fragmente eine einzelne
pogitive cder negative Netteladung aufweisen.

Verfahren nach einem der Ansprliche 1 kis 12, daduxch
gekennzeichoet, dass man die FCR-Produkte und/cder
Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte mit-
tels Matrix assistierter Laser Desorpti-
ons/Tonigations Magsenspektrometrie (MALDI-TOF) oder
nmittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detek-
tiert uvnd visualisiert.

verfahren nach einem der voranstehenden anspriche,
webel die genomische DNA ausg einer DNA-Probe erhalten
worde, wobel Quellen flir DNA z. B. Zelllinien, Blut,
Sputum, Stubl, Urin, Sshirn-Rickenmarks-Flissigkeit,
in Paraffin einbettetes Gewebe, beispielaweise Gewehe
von Augen, Darm, Niere, Hirm, Herz, Prostata, Lunge,
Brust oder Leber, histclogische Objekttriger und alle

mdglichen Kombinationen hiervon umfassen.

Verwendung eineg Verfahrens nach einem der voranste-
henden Anespriiche zur Diagnose und/oder Prognose
nachteiliger Ereignisse flir Patienten oder Individu-
en, wobei diege nachteiligen Ereignisse mindestens
einer der folgenden Kategoriemn angehdren: unerwinsch-
te Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-
Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressiocns-
symptome oder Verhaltensstdrungen; klinische, psycho-
logische und soziale Fonseguenzen von Sehirngchidi-
gungen; psychotische Stdrungen und Perstnlichkeits-
storungen; Demenz und/oder asscziierte Syndrome; kar-
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diovaskulire Krankheit, Fehlfunktion und Schidigung;
Fehlfunktion, Schadigung oder Krankhelt des gastroin-
tegtinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder
Krankhelt des Atmungsseystems; Verletzung, Entziodung,
Infektion, Immunitit wnd/oder Rekonvaleszenz; Fehl-
funktion, Schiddigung oder Krankheit des Kérpers als
Abweichung im Entwicklungsprozesgs; Fehlfunkbion,
Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des
Bindegewebes oder der Enochen; endokrine und metabo-
lische Fehlfunktion, Schidigung oder Krankheit; Kopf-
schmerzen oder sexuelle Fehlfunktion.

Vervendung sines Verfahrens nach einem der Anspriche
1 bis 29 zur Untersgcheidung von Zelltypen oder Gewe-

ben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung.

Kit, bestehend aus einewm Bisulfit enthaltenen Rea-
genz, denaturierenden Reagenmien oder L8sungsmittelmn,
sowie Radikalfingern und optional Primern zur Her-
stellung der amplifikate, sowie optional einer anlei~

tung zur Durchilhrung eines Assays nach einem der an-

- gprliche 1-25.
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Fig. 2
1 geoaagaaceaaatatetraagatasggaaaatiigtagtcaagaatac At

61 guclitgaagtatgagtiatitaaagaaagtigganacatccicagactztycagtaaaaa
121 acaazgtgatttratictictazactiatgcaataaactyetaggtaatatgtganagte

181 atagaatgtagactagaggatacaacaaacctatitcriciatyticataageagtaags
241 asngctcigatgtgagttageattyctiacaatittgaattgtgcagatigceacotact

301 tttectcaptiteaagtaaatagtggacaag taaatgtioacagtaaatat
361 gyaaggeaatiacaadmatgtaatatgctaaaacatgctatgittatittactaatitg

421 antasatglaagaatitaaaatgocctygaaaaacacgggeatigaiciyacotciga
481 agitttaanmatattacacactiigaastageatitgtaccitgaaataccighatctata

541 tatittitaaaacticriiiticttteaticcattiatcatc asataaaggatgaacaga

601 tgtaactcagaaactyicaageatgeigaagaaagaccactgcagaaagaliicieciag
661 cetitteaaaggtgtizggaageagaaaggtgatacagaattygagagategaagtiit
721 grattasctgtatiaastgegaatccegagaraattteceitaactacgtecigtaghta

781 tatggatatgaaga:ttatgtgaactttgaaagacgbgtctacataagugaaatgtccc
841 caatoaticagotgatocgegtiicictactigoeditctagagaggtgeaacggaage
a01 cageacattrciriggasaticaaccigitiogagtictogaggaatcageaticag
961 tcaatccgggccgggagcagttatctgtggfgaggctgattggctgggcaggaacagcgc
1921 cggggogtgggctgagca:agccgcttcgctctctttgccacaggaagcctgagctmtt
1081 cgagtageggctoticcaageicaaagaagcagaggecgatgticgtitcetttagatet
114t tecdctanagicagagtatoticttccasaatiicacgtctiggtggocgticcaagga
1201 gegegaggtaggggeacgeanagetgggagetactatyggacagticocaaghgteagg e
1261 tttcagatttcctgaacttggtcttcacgggagaagggcttcttgaggcgtggatagtgt
1321 gaagtcctctggcaagtccatggggaccaagtggggttagatctagactcaggagctcct
1381 ggagcagcgcccaaaucgtagtggcactggaccatgttgcccggagcgcgcacagcccgc

1441 gegatgcgggga rctnr"rr%ﬁnanrrrnrgnnrmrnﬂni'nﬂnnnnannra‘rrml-rnr

1501 ggcgactggaaccgggagggagaatcgcactggcggcgggcaaagtccagaacgcgctg:
1561 agaccccaaactctgccttcgtggagatgctggagaccccgcgcacaggaaagcccctg
1621 cagtgcccatcgcggccagagcagctggggoatcaacggcgggcgctmctcttactgct
1681 ctctggcttcgacgggggactagaggtragtctcacctccagcgcgcctgaggctcatgt
1741 atttggctaatgagr:tgcggtttck&tcaggtcgggatggatcttgaaggggaccgcaa
1801 tggaggegraaagaagaagaactiitttagactaaac: gotaactagoitght
1861 cattttcatagtttacatagttgcgagatlrgagtaattmtttctagccl:ccagc‘uctg

1921 saatasatgacatgttgtiotitttagitatittaagaaacgeaagctagecttanag

1981 tcaatatcccigettagageagaaghitgtiggctgagtygageacageatataratit
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Fortsetzung Fig. 2

2041 coctgtaitittiottctttcttitaatgatacataatattttacatatitatgaaatgg

2101 ggtacatggaagegtititacatgrocggaatatotaatgateaagtacgggtattiga
2161 aggatacatcaccttaggtatatitcatiictatatattoataacattitaagicticta
2221 gctactitgaaatatacaatatattgctaactgtagicacoctogtotgciatogaacat
2281 tggaactiatitatectatceaacegticttagteaticaccaacchetttteatitcac
2341 ctitttacocttrocggectatiicectiagietiggtytacctctiteteagetitect

2401 gecoccagacaggeggatpcteatatgigiitetgicttatgaactietgettticaagty
2461 gigttggicgeecacacgrgagecatatgetgctggtgatetgctetgtqgtecaggetc
2521 tigcticoggtaaatggetatgtaaacatcgegtitgiggectggetgataagacagaag
2581 gieaaaagtacatiisgytigtaactggeaatasatatciptatataatatiqataaty
2641 tastcatatagggaanataatiaittaoagtaaatitigatcatogtocictgoctitat
2701 agaatattiaaascticactanatagaticativttagtagtaaatigtaasatagacta
2761 gtaagiitaataatatiagaaactgtaaigteaatiataagataaatiagttaaacacat
2821 taatattataagaaaceaagetiticagigtaagagadacaatacaaatgtggaaatcaa
2881 atacatttttanaaatostgtteagiitgaattagasatticaatatgaatt
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Fig.?

SgtgatcccgggegagcicccTAAGTATETTGAAGAAAGATTATT Glagaaaaatttitittagitititiaaaggtgit
aggaagtagaaagatostatagaatiagagagotChgagtittatatiaattgtattaaatgCGaatitCGaganantttittttaattaC
GHttotagttatatac JattntgtgaatitigaasgaCGlgttatataggitgaaaigtititaatguitnatigatg CGCGHT
thifattigtitittitagagaggtgtasCGgaagttagaatatiitittiggaaatttaatttgtit CotagttitCGaggaattagiatiagtta
aCGoQtCGggagtagltatitiagtgagatigatiogtgstaggaateg CRICGgaC Gloggliguptatagt COHCEHEL
tHigttataggaagtttgagtitattCGagtagCaotitittaagtitaaagaagtagaggiCotigttCotittiaggnttitatiaaag
tCGgagtatiititittaasattttaCGikiggtogtCaitttaaggagltCGaygtaggygtal Glaaagitgggaytistiatgggata
glttttaagtgttagatitttagattttitgaatttagtitttaCGagagaagggtittitgag g CGtgatagtgigaagtitittagtaagtiat
gugygettaagiggggttagatitagatitaggagtititggagtagCGtthaatCGtagtagtatiggatiatgttgtlGgagCGCGat
agttCECRCGYgCheyggatitgtittigagtiCGCGygChglggatgodagdaagtatCatCGCG ChattygaatCGygag
ggagaatCGtattggCGoCGagtaaagttagnaCGlGg tagatttaatittattttCGtggagatttgoagatitCaChatag
gaaagtttﬂ:gtagtgtttatCGCthtaQagtagttggggtattaaCGgCGggCGttixltmtrgl:ttmggtttCGaCGggggatta
gaggtagttiatititagCaCGtgagoitatgtatitygitaatgagtigCogiiititittagatCaggatpgattttgaaggn nattc
tpatggaggactaazgaagaagaatttititaaat aseaggtastiagtitgtitiatitttatagtitalategttgClagatitna
glaatitatttitagititagtitgaastasatgatatgt ighigitttaattattittaagaaaCGlaagttagttittygaattaatatit gttt
agagtagaagtttgttggttgagtggagtataglatatgtattl:tttttgttttttttgl:ttttttttl;taatgatataraatatttﬁtawttlatgaaat
ggggtatatggaagCatitittatatgiCGEgaatgigtaatgsttaagtiCGggtatitgaaggat atatiatittaggtatattitatiittatg
tgtigataatatitiaagtittitagttatitigaaat 1 gﬂ‘ﬁaf‘i’ﬂfﬁgtta‘t\:ttCGtﬁ:gttatCGaatattggaattﬁtttgtttt
stitastCaHtHtrgttattattas ittt tatttitat it CE gttt tttagtittg ghgtatttittagittttegtitaga
taggChgatatttatatgtotithtotittatasatitiatititaagtgatattagt ChttataCGtoagttatatgtigtiggtoattiotittg
tqgtiraggtitgtittCGgtaaatggttatgtasatatCGCCHigtgg g GTTGATGAGATAGAAGGTTAAAAG gic ’
JACCIGCEAFCCCAIGE
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Fig. 4
a) Giitiitattitittattatyatitiittasaatitatitgat Tataatitate

tasazatagaattagitittaattiftigttgaaatt

b} ghtggqtigtaggttgatitiaatititatitattaatizaattatasatgtoatattialataatiatttattgaasataaaaattia

aattatnosatavatiatiaatantatetaatitatotaiaastgatiaatatiatit: taaaaatit atatatan
almttrgtitattiaasat attaaaat ke adaaraaa
aaaaaattaata Jattanal; Hankitiaaratity gandataatiataatiaataatatatt
atatattitaasataatt t taftaatat sasstatatitnanataatatattititaaatatiigasttiaat
tattatatatttoaatatat ttitatatatiitatttiotaaatatatanaatattatatattat iv

at: atatatattatattttatttaat ttitattitaastaaaantattaatitiaaasottaatttatattts

ETax aatatattattiatitiaaaattoazaatisnaaataaatiattaantttolast

attaatiatTttattattiaaitt CLOtiicta i tittattalgatitiititaaaattatttigatit totaattt
attaatt tttaantgtottanaaat trtaattititigttgasat ghifgitg
ttaatatittaatiattitaatigtgataaatakt fittttatatgtoaaattiftaatatititatnaaaatanaaticoaastiast
aatgigttitaaatttatttgttgttaataigatittttitinatitastigiigtgaatgatatititt tattatigtigtgaatttasanaa
taaatttitgtatigtgtgaatiatatototti aatttaatatiattatgatteaatgtistitaasaatititaaatttaaatta
atttiatitaatttitalasatttat tatattattiabgitn tHtitthotanaaatiaaatt iasaaatt
taatafit i ftaattiatgtatittatittgigtttttaaaatnattattasaatgtaaaattt

attttgatet it jeataatgatiittatittitianattt tttetttgaatazaittzasiitita
taat gqatatattaatitaig tigalgilatiitiatitaattaattaatittattatasamatiettittgatitgantt
aattaaatattastiittigaasaaiietigaasteaattaaatitt titaatittgttatattittt aaataa
2aaaatgtgtat tattaaaaatattitaat] aigtiititaaaatit titatattiatataatiatazaat
gtaatt tittitigaaatitgtatt .mmmmm-nnmmnau‘me;dnmmmm.\_.,m

tttittataatactitittttastatatitagggagtitgtitgggatia
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{25) Einreichungssprache: Deutseh
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curasisches Palent (AM, AZ, BY, KG, KZ. MD. RU, TJ,
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OAPI-Patent (B, BI, CI4, UG, CL UM, GAL G, G GW,
ML, MK. NE, 8N, T, I143).

{30) Angaben zur Prioritat:
T 509128 10 ¢kober 2000 ¢10.10.20005  1DIE

170 Anmelder (fiir affe Besummungssiaaien mil Ansnakme von
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10435 Rerlin (NR;. mit internationalam Recherchenberiche

(88) Ver i des internatianal
Recherchenberichis: 13, Miire 2003

{72] Exfinder; und
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= (54) Title: MUTHOD FOR THL DEIECTION O CYTOSINL METHYLATIONS
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T} (57) Absteaet: 4 methad For the deoation af ytasin mehyliioms in ganamic BNA fs diseliscd, whrachy genomis INA samples
are Cirstly reacted with u chernical reagent, whereupon S-matkyleylo and cylosine react differenily and thus display a ditferent
base pair reluonship in the DNA duplex alter said reaction. 'Lhe pre meated DNA is then anrolified by means of o polymerase and
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=i bases and/or gaanine hases reanining in the amplitied material after the renewed chemical eatment are detected in the final step.

=57 mmcafassumg: Peschrichen wird oin Yorfahron wur Detcklion von Cykosin-Mefhylicrimg in genomischer TINA. Dan

2/03

chsl genomi

e BNA-Prube mit einem Reagenz chemmisch umgesetat, wobei 5-Methyleyiosin und Cylosin untersehied-
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T Amplifikat cuent mit einem Reagens. chemisch wie when ungesetzt. Iie in dem Amplifikat nach det ereaten chemischen Behand-

= Tung i Cylosi wndfoder G

wenlen im letalen Scimitl nuchgewiesen.
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