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(54) Title: METHOD FOR THE DETECTION OF CYTOSINE METHYTATION TN IMMORTLISED DNA SAMPI.ES

(54) Bezeichnung: VLERIAHREN ZUM NACHWLIS VON CYTOSIN-METHYLIERUNGEN IN IMMOBILISILRTEN DNA
PROBEN

(57) Abstract: A method for the detection of cytosine methylation in immobilised DNA samples is disclosed. Ln the first method
o step the genomic DNA is isolated from cells or other assaciated material and boned essentially irreversibly to a surface. The DNA
< bonded o the surface is then preferably treated with a bisulphite such that cylosine is convertled into a base dillerent (rom the hase

pairing relationship in the DNA duplex, whilst 5-methyleytosine remains unaltered. The used reagents are then removed in a washing

siep. Finally, sclected scetions of the immobilised DNA are amplified in a polymerase reaction and the amplificate examined with
e rogard to the sequence thereof.

g (57) Zusammenfassung: Beschrichen wird ein Verfahten zur Analyse von Cytosi ¥lierang: nin i DNA-

<X Proben. Tm ersien Verfahrensschrill wird die genomische DNA aus Zellen oder anderen begleilenden Materialien isofierl und jm

&3 wesentlichen irreversibel zn eine Ober(kiche gebunden. Danach wird die an die Oberfliche gebundene DNA bevorzugt mil einem
Bisultit derart behandelt, dass Cytosin in cine vom Basenpaarungsverhalten in der DNA-Duplex her unierschicdliche Base umgewan-
delt wird, wihrend 5-Methyleytosin unverindert bleibr. Anschliessend werden dic verwendeten Reagenzien in cinem Waschschritt
entfernt. Zuletzt werden ausgewihlte Abschnitte der immobilisierten A in einer Polymerasereaktion amplifiziert und die Ampli-
fikate werden hinsichtlich hrer Sequeny untersucht,
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WO 03/038121 PCT/DE02/04054

Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in
immobilisierten DNA Proben

Gebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum
Nachweis von Cytosin-Methylierung in DNA-Proben.

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre
in der Molekularbiologie gut studierten Beobachtungsebe-~
nen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser Gene in
RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im Laufe
der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschal-
tet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter Ge-
ne in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist
mit Ausmah und Charakter der Methylierung der Gene bzw.
des Genoms korrelierbar. Insofern #ufern sich pathogene
Zusté&nde in einem verdnderten Methylierungsmuster einzel-—
ner Gene oder des Genoms.

5-Methylcytosin ist die hiufigste kovalent modifizierte
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei-
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkripti-
on, beim genetischen Imprinting und in der Tumorgenese.
Die Identifizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil
qenetiscﬁer Information ist daher von erheblichem Inte-
resse. 5-Methylcytosin-Positionen kénnen jedoch nicht
durch Sequenzierung identifiziert werden, da 5-
Methylcytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten aufweist
wie Cytosin. Dariiber hinaus geht bei einer PCR-
Amplifikation die epigenetische Information, welche die
5-Methylcytosine tragen, vollstdndig verloren.

Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten an-
gewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5-
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Methylcytosin berxuht auf der spezifischen Reaktion von
Bisulfit mit Cytosin, das nach anschliefender alkalischer
Hydrolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem
Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-
Methylcytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht
modifiziert. Damit wird die urspriingliche DNA so umgewan-—
delt, dass Methylcytosin, welches urspriinglich durch sein
Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden
werden kann, jetzt durch ,normale™ molekularbiologische
Techniken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise
durch Amplifikation und Hybridisierung oder Seguenzierung
nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen
auf Basenpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der
Stand der’ Technik, was dile Empfindlichkeit betrifft, wird
durch ein Verfahren definiert, welches die zu untersu-
chende DNA in einer Agarose-~Matrix einschlieBt, dadurch
die Diffusion und Renaturierung der DNA (Bisulfit rea-
giert nur an einzelstr&ngiger DNA) verhindert und alle
F&allung- und Reinigungsschritte durch schnelle Dialyse
ersetzt (Olek A, Oswald J, Walter J. A modified and im-
proved method for bisulphate based cytosine methylation
analysis. Nucleic Acids Res. 1996 DEC 15;24(24):5064-6).
Mit dieser Methode kénnen einzelne Zellen untersucht wer-
den, was das Potential der Methode veranschaulicht. Al-
lerdings werden bisher nur einzelne Regionen bis etwa
3000 Basenpaare Lé&nge untersucht, eine globale Untersu-
chung von Zellen auf Tausenden von mdglichen Methylie—
rungsanalysen ist nicht mdglich. Allerdings kann auch
dieses Verfahren keine sehr kleinen Fragmente aus gerin-
gen Probenmengen zuverldssig analysieren. Diese gehen

trotz Diffusionsschutz durch die Matrix verloren.

Eine Ubersicht iber die weiteren bekannten MSglichkeiten,
5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem folgenden U-
bersichtsartikel entnommen werden:Rein T, DePamphilis ML,
Zorbas H. Identifying 5-methylcytosine and related modi-~
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fications in DNA genomes. Nucleic Acids Res. 1998 May
15;26(10):2255-64.

Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen
(z. B. Zeschnigk M, Lich C, Buiting K, Ddrfler 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. 1997 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 amplifi-
ziert und entweder komplett sequenziert (Olek A, Walter
J. The pre-implantation ontogeny of the H19 methylation
imprint. Nat Genet. 1997 Nov.;17(3):275-6) oder einzelne
Cytosin-Positionen durch eine ,Primer-Extension-Reaktion™
(Gonzalgo ML, Jones PA. Rapid quantitation of methylation
differences at specific sites using methylation-sensitive
single nucleotide primer extension (Ms-SNuPE). Nucleic
Acids Res. 1997 Jun. 15;25(12):2529-31, WO-Patent
9500669) oder einen Enzymschnitt (Xiong Z, Laird BW.
COBRA: a sensitive and gquantitative DNA methylation as-
say. Nucleic Acids Res. 1997 Jun. 15;25(12):2532-4) nach-
gewiesen. Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisie-
rung beschrieben worden (Olek et al., WO 399 28498).

Harnstoff verbessert die Effizienz der Bisulfit-
Behandlung vor der Sequenzierung von 5-Methylcytosin in
genomischer DNA (Paulin R, Grigg GW, Davey MW, Piper AA.
Urea improves efficiency of bisulphate-mediated sequenc-—
ing of 5'-methylcytosine in genomic DNA. Nucleic Acids
Res. 1998 Nov. 1;26(21):5009-10).

Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der Bi-
sulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei einzelnen

Genen befassen, sind:
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Grigg G, Clark S. sequencing 5-methylcytosine residues in
genomic DNA. Bioassays. 1994 Jun.;16(6):431-6, 431;
Zeschnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke
B, Dorfler W. Imprinted segments in the human genome:
different DNA methylation patterns in the Prader-
Willi/Angelman syndrome region as determined by the ge-
nomic sequencing method. Hum Mol Genet. 1997
Mar;6(3):387-95; Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter J,
Reik W. Methylation analysis on individual chromosomes:
improved protocol fort bisulphate genomic sequencing. Nu-
cleic Acids Res. 1994 Feb. 25;22(4):695-6; Martin V,
Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R. Genomic se-
quencing indicates a correlation between DNA hypomethyla-
tion in the 5' regicn of the pS2 gene andin its expres-—
sion in human breast cancer cell lines. Gene. 1995 May
19;157(1-2):261-4; WO 97/46705, WO 95/15373 und WO
95/45560.

Ein weiteres bekanntes Verfahren ist die sogenannte me-
thylierungssensitive PCR (Herman JG, Graff JR, Myohanen
S, Nelkin BD, Baylin SB. (1996), Methylation-specific
PCR: a novel PCR assay for methylation status of CpG is-
lands. Proc Natl Acad Sci U S A. Sep 3;93(18):9821-6).
Fliir dieses Verfahren werden Primer verwendet, die entwe-
der nur an eine Sequenz hybridisieren, die durch die Bi-
sulfit-Behandlung einer an der betreffenden Position un-
methylierten DNA entsteht, oder aber umgekehrt Primer,
welche nur an eine Nukleinsidure bindet, die durch die Bi-
sulfit-Behandlung einer an der betreffenden Position un-
methylierten DNA entsteht. Mit diesen Primer kénnen dem-—
nach Bmplifikate erzeugt werden, deren Detektion wiederum
Hinweise auf das Vorliegen einer methylierten oder un-
methylierten Position in der Probe liefern, an welche die

Primer binden.
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Ein neueres Verfahren ist auch der Nachweis von Cytosin-
Methylierung mittels einer Tagman PCR, das als Methyl-
Light bekannt geworden ist (WO 00/70090). Mit diesem Ver-—
fahren ist es méglich, den Methylierungsstatus einzelner
oder weniger Positionen direkt im Verlauf der PCR nachzu-
weisen, so dass sich eine nachfolgende Analyse der Pro-
dukte ertibrigt.

Eine Ubersicht tiber den Stand der Technik in der Oligomer
Array Herstellung lasst sich aus einer im Januar 1999 er-
schienenen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Ge-
netics Supplement, Volume 21, January 1999), der dort =zi-
tierten Literatur und dem US-Patent 5994065 {iber Methoden
zur Herstellung von festen Trédgern fir Zielmolekile wie
Oligonucleotide bei vermindertem nichtspezifischen Hin-
tergrundsignal entnehmen.

Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind
vielfach fluoresziert markierte Sonden verwendet worden.
Besonders geeignet fiir Fluoreszenzmarkierungen ist das
einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 5'-OH
der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der
hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise tliber ein
Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben
vielen anderen, kommerziell erhdltlich.

Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations-
Massenspektro-metrie (MALDI-TOF) ist eine sehr leistungs-
fahige Entwicklung fur die Analyse von Biomolekiilen (Ka-
ras M, Hillenkamp F. Laser desorption ionization of pro-
teins with molecular masses exceeding 10,000 daltons. A-
nal Chem. 1988 Oct. 15;60(20):2299-301). Ein Analyt wird
in eine lichtabsorbierende Matrix eingebettet. Durch ei-
nen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und das
Analytmolekiil so unfragmentiert in die Gasphase befoér-
dert. Durch StéBe mit Matrizmolekiilen wird die Ionisation
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des Analyten erreicht. Eine angelegte Spannung beschleu-
nigt die Tonen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ih-
rer verschiedenen Massen werden Ionen unterschisdlich

stark beschleunigt. Kleinere Ionen erreichen den Detektor

friher als gréﬁere.

MALDI-TOF Spektroskopie eignet sich ausgezeichnet zur A~
nalyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nuk-
leinsduren ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, S.
(1995), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption Ioniza~
tion Mass Spectrometry. Molecular Biclogy: Current Inno-
vations and Future Trends 1: 147-157.) Fur Nukleinsduren
ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal schlechter als fiir
Peptide und nimmt mit zunehmender FragmentgrdBe Uberpro-
portional ab. Fir Nukleinsduren, die ein vielfach negativ
geladenes Ruckgrat haben, ist der Ionisationsprozess
durch die Matrix wesentlich ineffizienter. In der MALDI-
TOF Spektroskopie spielt die Wahl der Matrix eine eminent
wichtige Rolle. Fiir die Desorption von Peptiden sind ei~
nige sehr leistungsfihige Matrices gefunden worden, die
eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fiir DNA gibt es
zwar mittlerweile einige ansprechende Matrices, jedoch
wurde dadurch der Empfindlichkeitsunterschied nicht ver-
ringert. Der Empfindlichkeitsunterschied kann verringert
werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, dass
sie einem Peptid shnlicher wird. Phosphorcthioatnuklein=-
sduren, bei denen die gewdhnlichen Phosphate des Rick-—
grats durch Thiophosphate substituiert sind, lassen sich
durch einfache Alkylierungschemie in eine ladungsneutrale
DNA umwandeln (Gut, I. G. und Beck, S. (1995), A procedu-
re for selective DNA alkylation and detection by mass
spectrometry. Nucleic Acids Res. 23: 1367-1373). Die
Kopplung eines ,charge tags™ an diese modifizierte DNA
resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit um den
gleichen Betrag, wie er fiir Peptide gefunden wird. Ein

weiterer Vorteil von ,charge tagging® ist die erhdhte
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Stabilitét der Analyse gegen Verunreinigungen, die den
Nachweis unmodifizierter Substrate stark erschweren.

Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus DNA von
Zell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben gewonnen.
Diese Standardmethodik findet sich in Referenzen wie
Fritsch und Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual, 1989.

Nach der Erfindung der PCR sind in den folgenden Jahren
zahlreiche Varianten bekannt geworden, die diese Technik
zur Amplifikation der DNA verfeinern. Insbesondere ist
hier die Multiplexierung der PCR (Multiplex-PCR) zu er-—
wahnen, wobel man mehr als 2 spezifische Primer einsetzt
und dabei in einem ReaktionsgefdB eine Vielzahl von ver-
schiedenen, spezifischen Amplifikationen erzeugen kann.
Besonders interessant ist auch die sogenannte Nested PCR,
welche unter anderem zum Nachweis besonders geringer DNA
Mengen verwendet wird. Diese Art der PCR besteht aus zwel
aufeinanderfolgenden Amplifikationen, wobei die Primer
der zweiten Amplifikation innerhalb des ersten Amplifika-
tes liegen und nicht mit den Primern der ersten Amplifi-
kation identisch sind. Dadurch wird eine besondere Spezi-
fitat erreicht, da die Primer der zweiten Amplifikation
nur dann funktionieren, wenn in der ersten Amplifikation
das beabsichtigte Fragment erzeugt wurde. Dagegen ist die
Vermehrung etwaiger Nebenprodukte der ersten Amplifikati-

on in der zweiten so gut wie ausgeschlossen.

Die vorliegenden Verfahren zur Methylierungsanalyse, wel-
che eine Bisulfitreaktion beinhalten, haben durchweg den
Nachteil, dass die Reaktionsl&sung nicht unmittelbar fir
eine nachfolgenden Polymerasekettenreaktion eingesetzt

werden kann, da der hohe Salzgehalt der Bisulfitreaktion
sich storend auswirkt. Es missen also in der Praxis meh-
rere Aufreinigungs- und/oder Waschschritte durchgefiihrt
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werden, was insbesondere bei kleinen DNA-Probenmengen zu
schlechter Reproduzierbarkeit der Protokolle, umstindli-
cher Handhabung und geringer Empfindlichkeit der Methode
beitrégt. Zudem muss die DNA erst, wie auch fiir andere
molekularbiologische Assays, isoliert werden, bevor sie
in der Bisulfitreaktion eingesetzt werden kann.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, die

Nachteile des Standes der Technik zu tiberwinden.

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Analyse von Cy-
tosin-Methylierungsmustern in genomischen DNA-Proben ge-
16st, wobel man die folgenden Verfahrensschritte aus-
fihrt:

a) die genomische DNA wird aus Zellen oder anderen be-
gleitenden Materialien isoliert und im wesentlichen irre-
versibel an eine Oberflache gebunden,

b} die an die Oberflédche gebundene DNA wird, bevorzugt
mit einem Bisulfit (=Disulfit, Hydrogensulfit) derart be-
handelt, dass Cytosin in eine vom Basenpaarungsverhalten
in der DNA-Duplex her unterschiedliche Base umgewandelt
wird, wahrend 5-Methylcytosin unverindert bleibt,

c) die in Schritt b) verwendeten Reagenzien werden in ei-
nem Waschschritt entfernt,

d) ausgewdhlte Abschnitte der immobilisierten DNA werden
in einer Polymerasereaktion amplifiziert,

e) die BRmplifikate werden hinsichtlich ihrer Sequenz un-
tersucht.

Vorteilhaft ist es, dass man folgende zusdtzliche Schrit-
te ausfihrt:

f) die Reagenzien und Produkte der Polymerasereaktion
werden in einem Waschschritt entfernt,

g) weitere ausgewdhlte Abschnitte, welche von denen in
Schritt d) verschieden sind, der immobilisierten DNA wer-
den in einer Polymerasereaktion amplifiziert,
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h) die Amplifikate werden hinsichtlich ihrer Sequenz un-
tersucht.

BEs ist erfindungsgemiB weiterhin besonders vorteilhaft,
dass man die Schritte f)-~g) mehrmals wiederholt, wobei in
jeder Amplifikation nach Schritt g) andere Abschnitte
amplifiziert werden als in einer der vorangegangenen
Amplifikationen.

Erfindungsgemdl bevorzugt ist es, dass die Bindung der
DNA an die Oberflédche kovalent ist.

Besonders vorteilhaft ist es dabei, dass man die DNA un-

mittelbar in dem Immobilisierungsschritt auch isoliert.

ErfindungsgemdB bevorzugt ist es, dass die Isolierung der
DNA aus Vollblut oder Serum erfolgt. Vorteilhaft ist es
erfindungsgeméh auch, dass die Isolierung der DNA aus ly-
siertem Gewebe erfolgt.

ErfindungsgemiéB bevorzugt ist es dabei, dass man die Ly-
sis mittels Proteinase K durchfithrt.

BErfindungsgemiB bevorzugt ist es insbesondere, dass die
Immobilisierung in den Gef#Ben einer Mikrotiterplatte mit
96 Gefalen oder 384 Gefidlen erfolgt, wobei in den Gefiben
unterschiedliche DNA-Proben immobilisiert werden.

Besonders vorteilhaft ist es erfindungsgemif auch, dass
die Immobilisierung in PCR-Reaktionsgef#iBen erfolgt, wo-
bei in den GefaBen unterschiedliche DNA-Proben immobili-
siert werden. Bevorzugt ist es erfindungsgemih, dass die
Immobilisierung der DNA an einem Metalloxid, bevorzugt
Aluminiumoxid, erfolgt.
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Vorteilhaft ist das erfindungsgemébe Verfahren auch, wenn
die Immobilisierung an einem hydrophoben Material erfolgt
und die Bindung nur unter den gewahlten Pufferbedingungen

im wesentlichen irreversibel ist.

Es ist erfindungsgemdB auch bevorzugt, dass ein Amplifi-
kationsschritt mit mehreren Primerpaaren als Multiplex-—

PCR ausgefihrt wird.

Bevorzugt ist es erfindungsgemal dabei, dass alle oder

ein grofer Teil der Amplifikate einer immobilisierten DNA

Probe gepoolt werden und so gemeinsam einer weiteren Ana-

lyse zugefiihrt werden. Ein groBer Teil sind etwa 50% und
o

mehr der Amplifikate. Es kdnnen aber auch bis zu 75 % und

mehr sein.

Bevorzugt ist beim erfindungsgemdfen Verfahren auch, dass
es sich bei dieser weiteren Analyse um die Hybridisierung
an einen Oligonukleotidarray oder PNA (Peptide Nucleic
Acids)-Array handelt.

Bevorzugt ist es erfindungsgem@f auch, dass die Analyse
wihrend der Amplifikation durch eine Realtime PCR Methode
erfolgt.

ErfindungsgemiB vorteilhaft ist es auch, dass die Analyse
nach der Amplifikation im gleichen Reaktionsgefal durch
die Aufnahme einer Schmelzkurve erfolgt.

ErfindungsgemiB besonders bevorzugt ist es, dass die Ana-—
lyse durch allelspezifische Hybridisierung von Oligo-
nukleotiden oder PNAs (Peptide Nucleic Acids) an die zu
untersuchenden Positionen in den Amplifikaten erfolgt.

Erfindungsgema® bevorzugt ist ferner, dass die Analyse
durch Hybridisierung von Oligonukleotidprimern und einer
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nachfolgenden Primerextensionsreaktion oder einer Sequen-

zierreaktion erfolgt.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Ver-
wendung des erfindungsgemdfen Verfahrens zur Diagnose
und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fiir Patienten
oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse min-
destens einer der folgenden Kategorien angehéren: uner-—
wiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-
Fehlfunktionen, Sch&den oder Krankheit; Aggressionssym-—
ptome oder Verhaltensstérungen; klinische, psychologische
und soziale Konsequenzen von Gehirnschadigungen; psycho-
tische Stérungen und Persénlichkeitsstdrungen; Demenz
und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskuldre Krankheit,
Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schédigung o-
der Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunkti-
on, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; Verlet-
zung, Entziindung, Infektion, Immunitit und/oder Rekonva-
leszenz; Fehlfunktion, 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
Fehlfunktion, Schidigung oder Krankheit; Kopfschmerzen

oder sexuelle Fehlfunktion.

Bevorzugt ist erfindungsgemdB dabei, die Verwendung des
erfindungsgeméBen Verfahrens zur Unterscheidung von Zell-
typen oder Geweben oder zur Untersuchung der Zelldiffe-

renzierung.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner ein Kit,
bestehend aus einem Reagenz zur Behandlung der DNA gemdss
Schritt b, mindestens zwei Primeroligonukleotiden zur

Herstellung der Amplifikate, einer Festphase zur Immobi-
lisierung der Proben-DNA, sowie optional weiteren Ldsun-
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gen und einer Anleitung zur Durchfithrung eines Assays
nach einem erfindungsgem&Ben Verfahren.

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Lésung
des Problems besteht darin, dass DNA, die im Rahmen ihrer
ohnehin angestrebten Isolierung aus beispielsweise Voll-
blut, Serum oder Gewebe ohnehin an eine Festphase gebun-
den wird, direkt auf dieser Festphase nachfolgend auch
einer Bisulfitreaktion unterworfen wird. Nach der in die-
sem Falle sehr einfachen, durch Nachwaschen mit Wasser
oder einem geeigneten Puffer zu erzielenden Abtrennung
der Bisulfit-Reaktionsmischung kann die immobilisierte
DNA unmittelbar auch direkt fiir die Amplifikation einge-
setzt werden. Alternativ kann sie in dieser immobilisier-
ten Form gelagert werden und erst bei Bedarf fir eine
Anplifikation verwendet werden. Da die immobilisierte DNA
bei der Amplifikation nicht wesentlich verdndert wird,
ist es auch méglich, mit der immobilisierten DNA als
Templat mehrere nachfolgende Amplifikationen durchzufiih-
ren, nachdem die Reaktionskomponenten der jeweils voran-—
gegangenen Amplifikation durch Waschschritte entfernt
wurden.

Insgesamt stellt die vorliegenden Erfindung also ein Ver-—
fahren zur Verfiligung welches hinsichtlich der Durchfiih-
rung beliebiger, auf Bisulfitbehandlung zurlickgreifender
Methylierungsassays eine erhebliche Vereinfachung dar-
stellt. Die Proben-DNA muss nur noch direkt an eine Fest-
phase gebunden werden, die Bisulfitbehandlung an dieser
Festphase durchgefiihrt und nachfolgend unter Verwendung
immer noch derselben Festphase eine Polymerasereaktion
durchgefiihrt werden. Dies erlaubt es auch, stabile Assays
ausgehend von sehr geringen DNA Mengen, etwa aus Serum,
durchzufiihren.
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Sinnvollerweise ist die Festphase eine modifizierte Ober—
fléche eines GefidRes, in welchem dann auch die PCR-
Reaktion durchgefiihrt wird und vorteilhafterweise ein
handelsiibliches PCR Geféﬁ} welches auch als 8er Streifen
oder als Teil einer Mikrotiterplatte vorliegen kann.
Wesentliche Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es al-
so unter anderem, Oberfléchen bereitzustellen, welche zum
einen die DNA méglichst irreversibel binden kénnen, zum
anderen aber auch unter den in der Bisulfitbehandlung
vorliegenden Bedingungen hinreichend stabil bleiben und
die DNA weiterhin gebunden halten.

Es wurden zwel Oberflédchen identifiziert, die diesen
Zweck erflillen. Zum einen handelt es sich um Aluminium-
oxid, zum anderen um Cl8-Alkylketten, welche in Verbin-
dung mit geeigneten Kationen wie Triethylammoniumionen
eine feste Anbindung der DNA erlauben. Cl18-Alkylketten
kénnen durch dem Fachmann bekannte Silanisierungsverfah-
ren mittels einem Octadecyltrialkoxysilan aufgebracht
werden. Methoden zur Medifizierung von Oberflichen mit
Aluminiumoxid werden unter anderem in US6,291,166 be-
schrieben.

Das erfindungsgemdBfe Verfahren zur Analyse von Cytosin-
Methylierungsmustern besteht aus den folgenden Teil-
schritten:

1. Die genomische DNA wird aus Zellen oder anderen be-
gleitenden Materialien isoliert und im wesentlichen irre-
versibel an eine Oberfliche gebunden.

2. Die an die Oberfliche gebundene DNA wird, bevorzugt
mit einem Bisulfit (=Disulfit, Hydrogensulfit) derart be-—
handelt, dass Cytosin in eine vom Basenpaarungsverhalten
in der DNA-Duplex her unterschiedliche Base umgewandelt
wird, widhrend 5-Methylcytosin unverdndert bleibt.

JP 2005-506850 A 2005.3.10



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

(28)

WO 03/038121 PCT/DE02/04054
14

3. die im zweiten Schritt verwendeten Reagenzien werden
in einem Waschschritt entfernt.

4. Ausgewéhlte Abschnitte der immobilisierten DNA werden
in einer Polymerasereaktion amplifiziert und

5. Die Amplifikate werden hinsichtlich ihrer Sequenz un-
tersucht.

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens
werden zusdtzlich die folgenden Schritte ausgefithrt:

6. Die Reagenzien und Produkte der Polymerasereaktion
werden in einem Waschschritt entfernt.

7. Weitere ausgewahlte Abschnitte, welche von denen in
Schritt d) verschieden sind, der immobilisierten DNA wer—

den in einer Polymerasereaktion amplifiziert

8. Die Amplifikate werden hinsichtlich ihrer Sequenz un-
tersucht.

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Ver-
fahrens werden die Schritte 6-8 mehrmals wiederholt.

Im ersten Verfahrensschritt wird die bevorzugt genomische
DNA aus Zellen oder anderen begleitenden Materialien iso-
liert und im wesentlichen irreversibel an eine Oberfléche
gebunden.

Eine irreversible Bindung in Sinne der vorliegenden Er-
findung meint eine Bindung, die mit den dblicherweise zur
Verfugung stehenden Mitteln unter den in der Reaktion
vorhandenen Bedingungen nicht wieder vollst&ndig gel&st

werden kann. Diese Bindung kann bevorzugt eine kovalente
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Bindung, eine Ionenpaarbindung oder aber eine Bindung
sein, die auf elektrostatischen oder hydrophecben Effekten
beruht.

Die Isolierung der DNA erfolgt bevorzugt derart, dass ei-
ne KorperflUssigkeit oder aber ein Lysat eines Gewebes
mit der Oberfldche kontaktiert wird, die wiederum bevor-
zugt die DNA irreversibel bindet. Dazu ist im Falle des
C1l8 Materials ein spezieller Puffer erforderlich (bei~
spielsweise Triethylammoniumacetat). Der Uberstand wird
entfernt und es wird entweder mit Puffer oder Wasser (o-
der beidem) nachgewaschen, um die nachfolgende Bisulfit
Reaktion mit so reinem Ausgangsmaterial wird méglich
durchzufithren.

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens

ist die Bindung der DNA an die Oberfliche kovalent. In

einer weiteren besonders bevorzugten Verfahrensvariante
wird die DNA unmittelbar in dem Immobilisierungsschritt
auch isoliert. Die Isolierung der DNA erfolgt bevorzugt
aus Vollblut oder Serum.

In einer weiteren besonders bevorzugten Verfahrensvarian-—
te erfolgt die Isolierung der DNA aus lysiertem Gewebe.
Die Lysis wird besonders bevorzugt mittels Proteinase K
durchgefuhrt.

In einer weiteren besonders bevorzugten Verfahrensvarian-
te wird die Immobilisierung in den Gefafen einer Mikroti-
terplatte mit 96 GefdBen oder 384 GefiBen durchgefihrt,
wobel in den GeféBen unterschiedliche DNA-Proben immobi-
lisiert werden.

In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante wird
die Immobilisierung in PCR-ReaktionsgefaBen durchgefiihrt,
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wobei in den GefdBen unterschiedliche DNA-Proben immobi-

lisiert werden.

Besonders bevorzugt erfolgt die Immobilisierung der DNA
an einem Metalloxid, bevorzugt Aluminiumoxid. In einer
weiteren besonders bevorzugten Verfahrensvariante erfolgt
die Immcbilisierung an einem hydrophoben Material und die
Bindung ist nur unter den gewdhlten Pufferbedingungen im

wesentlichen irreversibel.

Die zu analysierende DNA wird bevorzugt aus den iliblichen
Quellen fur DNA erhalten, wie z. B. Zelllinien, Blut,
Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Riickenmarks-Flissigkeit, in
Paraffin eingebettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von
Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust
oder Leber, histologische Objekttrdger und alle mdglichen
Kombinatilonen hiervon.

Im zweiten Schritt des Verfahrens behandelt man die an
die Oberflache gebundene DNA bevorzugt mit Bisulfit, (=
Disulfit, Hydrogensulfit) derart, dass alle nicht an der
5-Position der Base methylierten Cytosine so verdndert
werden, dass eine hinsichtlich dem Basenpaarungsverhalten
unterschiedliche Base entsteht, widhrend die in 5-Position

methylierten Cytosine unverdndert bleiben.

Wird ein Bisulfitreagenz verwendet, so ist im Falle der
C18 Oberflidche Trialkylammoniumbisulfit besonders bevor-—
zugt, um eine feste Anbindung der DNA an die Oberflidche
zu gewdhrleisten. Im Falle der Aluminiumoxidoberflache

wird bevorzugt Natriumbisulfit verwendet.

Die DNA-Probe denaturiert man besonders bevorzugt vor der
Behandlung thermisch oder unter Verwendung eines alkali-
schen Reagenzes wie beispielsweise verdinnter (bevorzugt

0.1 bis 0.3 molarer) Natronlauge.
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Wird fir die Reaktion Bisulfit verwendet, so findet an
den nicht methylierten Cytosinbasen eine Addition statt.
Flr das erfindungsgeméBe Verfahren sind zudem bevorzugt
ein denaturierendes Reagenz oder Ldsungsmittel sowie ein
Radikalfédnger zugegen.

Dabel kommen als denaturierende Reagenzien oder Losungs—
mittel bevorzugt die folgenden Verbindungen oder Verbin-
dungsklassen in Frage:

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte
Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonitril, primare
Alkohole, sekundédre Alkohole, tertiire Alkohole, Diethy-
lenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Tet-
raethylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiaky-
lether, Hexaethylenglykoldialkylether, DMSO oder THEF. Al-
lerdings ist auch die Einbettung der DNA in Agarose nach
der Denaturierung méglich durch Zugabe derselben in ge-
léster Form und anschliessendes Abkihlen, analog zu der
von Olek et al verdffentlichten Methode. Die Agarose kann
nach der Bisulfitbehandlung mit heissem Puffer oder Was-
ser thermisch entfernt.

Die anschlieBende alkalische Hydrolyse (bevorzugt: Tris
Puffer pH 10 oder Ammoniak) fiihrt dann zur Umwandlung ven
nicht methylierten Cytosin-Nukleobasen in Uracil. Bevor-~
zugt wird anschliessend die Desulfonierung der DNA (10-30
min, 90-100 °C) bei alkalischem pH~Wert durchgefiihrt.

Im dritten Schritt des Verfahrens werden die zuvor ver—
wendeten Reagenzien in einem Waschschritt entfernt. Dabei
ist es wiederum entscheidend, dass die immobilisierte,
nunmehr chemisch behandelt vorliegende DNA an die Ober-
fléche gebunden bleibt. Dies ist einfach im Falle einer
beispielsweise kovalenten Bindung an die Oberflache. Da-
gegen ist wiederum ein entsprechender Puffer erforder-
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lich, wenn eine Bindung iiber beispielsweise Triethylammo-
niumkationen an eine C18-Phase erfolgt. Dies erfordert
dann auch in den Waschschritten einen Puffer, der die
Bindung der DNA an die hydrophobe Phase férdert, wie bei-

spielsweise ein Triethylammoniumacetat-Puffer.

Bevorzugt werden mehrere Waschschritte ausgefithrt, die
besonders bevorzugt aus einem automatisierten Pipet-
tierschritt bestehen, in welchem Wasser oder Puffer zuge-
geben wird, und aus einem nachfolgenden Pipettierschritt,
in dem der jeweilige Puffer oder das Wasser wieder ent-
fernt wird. Dies kommt beispielswelse bei einer Immobili-
sierung der DNA in einer Mikrotiterplatte und bei Verwen-
dung eines handelstiblichen Pipettierroboters (z. B. von

den Firmen Tecan oder Qiagen) zum tragen.

Im vierten Verfahrensschritt werden ausgewdhlte Abschnit-
te der immobilisierten, behandelten DNA amplifiziert.

Man amplifiziert die DNA-Probe in einer Polymeraseketten-—
reaktion, bevorzugt mit einer hitzebestidndigen DNA-
Polymerase. Die Amplifikation von mehreren DNA-
Abschnitten wird vorzugsweise in einem ReaktionsgefdB ge-
macht.

Den Verfahrensschritt kann man auch vorzugswelise in zwei
Teilschritten durchfiihren. Man beginnt mit einexr PCR Pr&-
amplifikation mit mindestens einem Primerpaar unter-
schiedlicher Sequenz, die die vorbehandelte DNA Probe un-
spezifisch hybridisieren und daher im PCR Schritt mehr
als ein Amplifkat ergeben. Danach fihrt man eine PCR
Amplifikation des in der Prdamplifikation gebildeten Pro-
dukts mit Primern unterschiedlicher Sequenz durch, die
jeweils zu einem Abschnitt der vorbehandelten DNA-Probe

[{+)-Strang oder (-)-Strang] identisch oder revers kom-
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plementdr sind und die zu amplifizierende DNA spezifisch
hybridisieren.

In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante wird
ein Amplifikationsschritt mit mehreren Primerpaaren als
Multiplex-PCR ausgefiihrt. Besonders bevorzugt ist es
auch, dass alle oder ein groBer Teil der Amplifikate ei-
ner immobilisierten DNA Probe gepcolt werden und so ge-
meinsam einer weiteren Analyse zugefihrt werden. Beson-
ders bevorzugt wird die Reaktionsmischung nach der Ampli-
fikation aus dem Reaktionsgefdh, an welches die immobili-
sierte DNA gebunden ist, entfernt. Damit steht die immo-
bilisierte DNA als Templat fir weitere Amplifikationen,
bevorzugt wiederum mit zuvor nicht verwendeten Primern,

zur Verfigung.

In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante wird
daher die Amplifikation mehrmals mit unterschiedlichen
Primern wiederholt, so dass das Verfahren die folgenden

zusidtzlichen Schritte aufweist:

1) die Reagenzien und Produkte der Polymerasereaktion

werden in einem Waschschritt entfernt.

2) weitere ausgewdhlte Abschnitte, welche von den zuvor
amplifizierten verschieden sind, der immobilisierten DNA

werden in einer Polymerasereaktion amplifiziert,

3) die Amplifikate werden hinsichtlich ihrer Sequenz un-
tersucht.

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahren

werden diese Schritte mehrmals wiederholt, wobei in jeder
Amplifikation nach Schritt 2) andere Abschnitte amplifi~
ziert werden als in einer der vorangegangenen Amplifika-

tionen.
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Im letzten Verfahrensschritt und auch wenn die obigen zu-
satzlichen Schritte ausgefihrt werden, werden die Ampli-
fikate jeweils hinsichtlich ihrer Sequenz untersucht. Da-
durch kann unmittelbar auf den Methylierungsstatus ausge-
wihlter Cytosinbasen in der DNA-Probe geschlossen werden.

Diese Sequenzanalyse und die nachfolgenden Schlussfolge-
rungen hinsichtlich des Methylierungsstatus kénnen prin-
zipiell unter Verwendung vieler, dem Fachmann bekannter
Methoden erfolgen, welche auch im Stand der Technik be-

schrieben sind.

Besonders bevorzugt erfolgt die Analyse durch Hybridisie-
rung der Amplifikate an einen Oligonukleotidarray oder
PNA (Peptidé Nucleic Acids)-Array.

Es ist weiterhin bevorzugt, dass die Analyse wiahrend der
Amplifikation durch eine Realtime PCR Methode erfolgt.
Besonders bevorzugt ist damit eine Erfindungsvariante, in
der von der DNA Extraktion, der Bisulfitbehandlung, der
Amplifikation und der Detektion bevorzugt durch Realtime-
PCR alle Schritte in einem Reaktionsgefédss ausgefihrt
werden konnen. Besonders bevorzugt in diesem Zusammenhang
ist auch ein Verfahren, bei dem man die Analyse nach der
Amplifikation im gleichen ReaktionsgefdB durch die Auf-
nahme einer Schmelzkurve durchfithrt und aus dem Schmelz-
verhalten auf die Basenzusammensetzung des Fragmentes und
damit auf den Methylierungsstatus schlieBt.

Die Analyse kann auch durch Einbringen der Oberflache in
ein Massenspektrometer erfolgen, welches die Molekilmasse
der Amplifikate, von Fragmenten der Amplifikate oder aber
von Sonden, die spezifisch an die Amplifikate hybridisie-
ren, bestimmt. Diese Information kann wiederum zur Iden-

tifizierung von Sequenzen herangezogen werden, wenn die
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Sequenz zum grossen Teil bereits bekannt ist. Es ist auch
méglich, die geldsten Amplifikate separat in ein Mas-
senspektrometer einzufiihren und die Analyse nach dem
Fachmann bekannten Methoden durchzufiihren.

Besonders bevorzugt ist auch ein Verfahren, bei dem die
Analyse durch allelspezifische Hybridisierung von Oligo-
nukleotiden oder PNAs (Peptide Nucleic Acids) an die zu
untersuchenden Positionen in den Amplifikaten erfolgt.

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Ver-—
fahrens wird die Analyse durch Hybridisierung von Oligo-
nukleotidprimern und einer nachfolgenden Primerextensi-
onsreaktion oder einer Sequenzierreaktion durchgefihrt.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Ver-
wendung des oben beschriebenen Verfahrens zur Diagnose
und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse flir Patienten
oder Individuen, wobel diese nachteiligen Ereignisse min-
destens einer der folgenden Kategorien angehdren: uner-
wiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-
Fehlfunktionen, Schdden oder Krankheit; Aggressionssym-
ptome oder Verhaltensst®rungen; klinische, psychologische
und soziale Konsequenzen von Gehirnschéddigungen; psycho-
tische Stérungen und Persénlichkeitsst&rungen; Demenz
und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskuldre Krankheit,
Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung o-
der Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunkti-
on, Sch&digung oder Krankheit des Atmungssystems; Verlet-
zung, Entzindung, Infektion, Immunitit und/oder Rekonva-
leszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des K&r-
pers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion,
Schédigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des Bin-
degewebes cder der Knochen; endokrine und metabolische
Fehlfunktion, Schiddigung oder Krankheit; Kopfschmerzen
oder sexuelle Fehlfunktion.
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Ebenso bevorzugt ist die Verwendung eines Verfahrens zur
Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben oder zur Unter-
suchung dexr Zelldifferenzierung.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Kit,
bestehend aus einem Reagenz zur Behandlung der DNA, min-
destens zwel Primeroligenukleotiden zur Herstellung der
Amplifikate, einer Festphase zur Immobilisierung der Pro-
ben-DNA, sowle optional weiteren L&sungen und einer An-
leitung zur Durchfithrung mindestens einer der oben be~
schriebenen Verfahrensvarianten.

Beispiel:

Bisulfit-Behandlung von Promega- und M13-DNA in derivati-
sierten ReaktionsgefaRen

ANBINDUNG DER DNA

Fiir die Anbindung von DNA auf die mit Aluminiumoxid be-
schichtete Oberfliche der ReaktionsgefdBe wurde EcoRl ge-
schnittene genomische DNA (Promega) und M13 Plasmid-DNA
verwendet. Jeweils 160ng wurden in die entsprechenden Re-
aktionsgefdle pipettiert, mit Wasser auf ein Gesamtvolu-
men von 20nl aufgeflillt, auf einem Shaker kurz gemischt
und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schliefend wurde die Losung entfernt und die GefiBe zwei-
mal mit je 50pl Wasser gewaschen. Um die Aktivitat der
verbleibenden Bindungsstellen auf der Tubeoberfliche her-
abzusetzen, wurden 10ul einer 5%igen Bovin-Serum-Albumin
L&ésung hinzu pipettiert, mit 40ul Wasser aufgefdllt und
ebenfalls bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten inkubiert.
Abschlieflend wurden die GefidRBe einmal mit jeweils 50nl
Wasser gewaschen.
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BISULFIT~BEHANDLUNG

Die angebundene DNA wird bei 96°C ohne Zugabe von Wasser
fur 20 Minuten in einem Eppendorf-Mastercycler denatu-
riert. Die GefédBe werden alsdann schnellstméglich ent-
fernt und mit 6ul Dioxan versetzt, wodurch die Denaturie-
rung der DNA erhalten bleibt. Flir die Bisulfitreaktion
wurden 10pl einer 0.75M Natriumbisulfit-Lésung, 2pl Radi-
kalfénger (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carbonsdure, 98,6mg in Iml Dioxan) und 2pl Wasser zugege-
ben. Die Reaktionsgefédbe wurden bei 50°C in einem Eppen-—
dorf-Mastercycler fir finf Stunden inkubiert.

DESULFONIERUNG

Nach erfolgter Bisulfitreaktion wurden die Ldsungen he—
rauspipettiert und die Gef#dBe mit 100pl Wasser und, vor-
bereitend auf die Desulfonierung, mit 100ul einer 50mM
Tris~HCl-Lésung gewaschen. Die Desulfonierung erfolgt mit
50pl einer 50mM Tris-HCl-L&sung bei pH9 fiir 20 Minuten
bel 96°C. Nach dreimaligem Waschen mit je 50pl Wasser
sind die ReaktionsgeféBe einsatzbereit fir eine Amplifi-
kation mittels PCR.

PCR

Die PCR wurde in einem MaBstab von 25pl angesetzt. Als
Primer dienten fiir die Promega DNA 5'-TAA GTA TGT TGA AGA
AAG ATT ATT GTA G-3' und 5'TAA AAA CTA TCC CAT AAT AAC
TCC CAA C-3', sowie 5'-ATT ACA AAA TCG CGC AAA-3' und 5'~
ARG TCG GAG GTT AAA AAG GT-3' (MWG) fir die M13 Plasmid-
DNA. Die beiden jeweiligen Primer wurden in einer L&sung
mit einer Konzentration von 12,5pmol/ul vorgelegt, 2ul
dieser Primerpaarl&sung in das entsprechende Tube pipet~
tiert. Fir die PCR wurden 2.5pl dNTP-Mix (Fermentas, Kon-
zentration je dNTP 2.5umol/ul), 0.3pl Hot Star Tag (Qia-
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gen), 2.5pl 10x PCR Buffer Solution (Qiagen, 15mMol MgCl2
im Puffer enthalten) und 17.7pl Wasser (Fluka) pro Ansatz
in die GefdBe gegeben.

Die Kontrolle der PCR erfolgte mittels Gelelektrophorese.
Dazu wurden 5ul Probe mit 3pl Loading Dye auf ein 1.4%
Agarosegel (Eurogentec., Inc.)aufgetragen, als Laufpuffer
diente 1xTBE. Die Fragmente wurden mittels Ethidiumbromid
angefarbt, das Gel im UV abfotografiert.
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Patentanspriiche
1. Verfahren zur Analyse von Cytosin-Methylierungs-~

mustern in genomischen DNA-Proben, wobei man die fol-

genden Verfahrensschritte ausfithrt:

a) die genomische DNA wird aus Zellen oder anderen
begleitenden Materialien isoliert und im wesentlichen
irreversibel an eine Oberfl&che gebunden,

b) die an die Oberfl&che gebundene DNA wird, bevor-
zugt mit einem Bisulfit (=Disulfit, Hydrogensulfit)
derart behandelt, dass Cytosin in eine vom Basenpaa-
rungsverhalten in der DNA-Duplex her unterschiedliche
Base umgewandelt wird, w&hrend 5-Methylcytosin unver-—
dndert bleibt,

c¢) die in Schritt b) verwendeten Reagenzien werden in

einem Waschschritt entfernt,

d) ausgewahlte Abschnitte der immobilisierten DNA
werden in einer Polymerasereaktion amplifiziert,

e) die Amplifikate werden hinsichtlich ihrer Sequenz
untersucht.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

dass man folgende zus&tzliche Schritte ausfilihrt:

f) die Reagenzien und Produkte der Polymerasereaktion

werden in einem Waschschritt entfernt,

g) weitere ausgewdhlte Abschnitte, welche von denen
in Schritt d) verschieden sind, der immobilisierten

DNA werden in einer Polymerasereaktion amplifiziert,
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h) die Amplifikate werden hinsichtlich ihrer Sequenz

untersucht.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,

dass man die Schritte f)-g) mehrmals wiederholt, wo-
bei in jeder Amplifikation nmach Schritt g) andere Ab-
schnitte amplifiziert werden als in einer der voran-

gegangenen Amplifikationen.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Bindung der DNA an
die Oberflidche kovalent ist.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man die DNA unmittelbar
in dem Immobilisierungsschritt auch isoliert.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Isolierung der DNA aus Vollblut oder Serum

erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Isolierung der DNA aus lysiertem Gewebe er-

folgt.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Lysis mittels Proteinase K durchfihrt.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Tmmobilisierung in
den Gef#Ben einer Mikrotiterplatte mit 96 Gef&fen o-
der 384 Gef#Ren erfolgt, wobei in den Gef&Ren unter-
schiedliche DNA-Proben immobilisiert werden.
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Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Immobilisierung in
PCR-Reaktionsgefdfen erfolgt, wobei in den Gef&len

unterschiedliche DNA-Proben immobilisiert werden.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Immobilisierung der
DNA an einem Metalloxid, bevorzugt Aluminiumoxid, er-—
folgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass die Immobilisierung an einem

hydrophoben Material erfolgt und die Bindung nur un-
ter den gewdhlten Pufferbedingungen im wesentlichen

irreversibel ist.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Amplifikati-
onsschritt mit mehreren Primerpaaren als Multiplex-

PCR ausgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass alle oder ein grofer
Teil der Amplifikate einer immobilisierten DNA Probe
gepoolt werden und so gemeinsam einer weiteren Analy-

se zugefthrt werden.

Verfahren nach Bnspruch 13 oder 14, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es sich bei dieser weiteren Analyse um
die Hybridisierung an einen Oligonukleotidarray oder
PNA (Peptide Nucleic Acids)-Array handelt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, dass die Analyse wdhrend der Amplifi-
kation durch eine Realtime PCR Methode erfolgt.

JP 2005-506850 A 2005.3.10
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17.

18

19.

28

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, dass die Analyse nach der Amplifika-
tion im gleichen Reaktionsgef&ah durch die Aufnahme
einer Schmelzkurve erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, dass die Analyse durch allelspezifi-
sche Hybridisierung von Oligonukleotiden oder PNAs
(Peptide Nucleic Acids) an die zu untersuchenden Po-
sitionen in den Amplifikaten erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, dass die Analyse durch Hybridisierung
von Oligonukleotidprimern und einer nachfolgenden

Primerextensionsreaktion oder einer Sequenzierreakti-

on erfolgt.

. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranste-

henden Anspriiche zur Diagnose und/oder Prognose
nachteiliger Ereignisse ffir Patienten oder Individu-
en, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens
einer der folgenden Kategorien angehoéren: unerwiinsch-
te Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-
Fehlfunktionen, Schiden oder Krankheit; Aggressions-
symptome oder Verhaltensstdrungen; klinische, psycho-
logische und soziale Konseguenzen von Gehirnschadi-
gungen; psychotische Stérungen und Persdnlichkeits-
stdrungen; Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kar-
diovaskuldre Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung;
Fehlfunktion, Schiadigung oder Krankheit des gastroin-
testinalen Traktes; Fehlfunktion, Schidigung oder
Krankheit des Atmungssystems; Verletzung, Entzindung,
Infektion, Tmmunité&t und/oder Rekonvaleszenz; Fehl-
funktion, Schi&digung oder Krankheit des Kérpers als
Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion,

Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des

JP 2005-506850 A 2005.3.10
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21

22.

29

Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabo-
lische Fehlfunktion, Schiddigung oder Krankheit; Kopf-
schmerzen oder sexuelle Fehlfunktion.

Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranste-
henden Anspriiche zur Unterscheidung von Zelltypen o-
der Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferen-

zierung.

Kit, bestehend aus einem Reagenz zur Behandlung der
DNA gemiss Anspruch 1lb, mindestens zweil Primeroligo-
nukleotiden zur Herstellung der Amplifikate, einer
Festphase zur Immobilisierung der Proben-DNA, sowie
optional weiteren Losungen und einer Anleitung zur
Durchfiihrung eines Assays nach einem der Ansprfiche 1-
18.
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Sequenzprotokol]

<110> Epigenomics AG

<120> verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in -immobilisierten
DNA Proben

<160> 4

<210> 1

<211> 28

<212> DNA

<213> Homo Sapiens

<400> 1

taagtatgtt gaagaaagat tattgtag 28
<210> 2

<211> 28

<212> DNA

<213> Homo Sapiens

<400>

N

taaaaactat cccataataa ctcccaac 28

<210> 3
<211> 18
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Plasmid DNA
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<400> 3

attacaaaat cgcgcaaa
<210> 4

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Plasmid DNA

<400> 4

aagtcggagg ttaaaaaggt

(45) JP

PCT/DE02/04054
272

18

20
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(84) Bestimmuugsstaaten (regional):  ARIPO-Patont (GH,
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(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch

(71) Anmelder (fiir alle Besti mit A von
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10435 Berlin (D).

—  mit internationalem Recherchenberichi
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(54) Title: MLTHOD I'OR THL DETECTION OF CYTOSINL METHYLATION IN IMMOBILISLD DNA SAMPLLS

{54) Bezeichnung: VERFAIIREN ZUM NACITWEIS VON CYTOSIN-METITYLIERUNGEN IN IMMOBILISIERTEN DNA
PROBEN

{57) Abstract: A method [or the detection ol cylosine ylation in i bilised DNA samples is disclosed. In the first method
L] step the genomic DNA is isolated from cells or other associated material and boned essentially irreversibly to a surface. The DNA
< bonded to the surface is then preferably treated with a bisulphite such thar cytosine is converted into a base ditferent from the base

pairing relationship in the DNA duplex, whilst S-methylcytosine remains unaltered. ‘e used reagents are then removed in a washing

step. Tinally, selected sections of the immobilised DNA are amplilied in a polymerase reaction and the amplificate examined with
= regard lo the sequence Lhereof.

o] {57) Zusammenfassung: Beschricben wird ein Verlahren zur Analyse von Cytosin-Methyli in i DNA-
=~ Proben. Im ersten itt wird dic it DNA aus Zellen oder anderen begleitenden Materialien isolicrt und im
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enllernt. Zuletzt werden ausgewiihlic Abschnilie der immobilisicrten DNA in ciner Polymerasereaktion ampliliziert und dic Ampli-
fikare werden hinsichtlich ihrer Sequenz untersucht.
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Y OLEK A ET AL: "A modified an improved 1-22
method for bisulphite based cytosine
methylation analysis"”

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY
PRESS, SURREY, GB,

Bd. 24, Nr. 24, 1996, Seiten 5064-5066,
XP002106408

ISSN: 0305-1048

in der Anmeldung erwahnt

Zusammenfassung

Seite 5064, Spalte 1, Absatz 3 -Spalte 2,
Absatz 1

Seite 5064, Spalte 2, Absatz 4 ~Seite
5065, Spalte 1, Absatz 5; Abbiltdungen 1,2
Seite 5066, Spalte 2, Absatz 2

=

Weltere Versifentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu
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Slehe Anhang Patentiamilie
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gefi werden, venn die Veraffenlichung mi einer oder mehreren anderen
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uropalsches Palenfamt P.B. 5818 Patentlaan 2
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der soweit

unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Belr, Anspruch NI,

Y

US 6 291 166 Bl (MARMARO JEFFREY M ET AL)
18. September 2001 (2001-09~18)
Zusammenfassung

Spalte 3, Zeile 52 -Spalte 4, Zeile 56
Spalte 5, Zeile 62 -Spalte 6, Zeile 22;
Beispiele 4,5,11

MYOHANEN S ET AL: "AUTOMATED FLUORESCENT
GENOMIC SEQUENCING AS APPLIED TO THE
METHYLATION ANALYSIS OF THE HUMAN
ORNITHINE DECARBOXYLASE GENE"

DNA SEQUENCE, NEW YORK, NY, US,

Bd. 5, Nr. 1, 1994, Seiten 1-8,
XP001097559

ISSN: 1042-5179

Zusammenfassung

Seite 2, Spalte 1, Absatz 3 -Spaite 2,
Absatz 3; Abbildung 1

Seite 5, Spalte 1, Absatz 1 -Spalte 2,
Absatz 1

Seite 6, Spalte 2, Absatz 3 -Seite 7,
Spalte 1, Absatz 5

REIN ET AL: "Identifying 5-methylcytosine
and related modifications in DNA genomes"
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY
PRESS, SURREY, GB,

Bd. 26, Nr. 10, 1998, Seiten 2255-2264,
XP002143106

ISSN: 0305-1048

in der Anmeldung erwdhnt

Seite 2268, Spalte 2, Absatz 2 -Seite
2261, Spalte 2, Absatz 1; Abbildungen 1,2;
Tabelle 1

WO 00 44934 A (OLEK ALEXANDER ;EPIGENOMICS
GMBH (DE)) 3. August 2000 (2000-08-03)
das ganze Dokument

SHEPHERD M ET AL: "MONITORING OF
FLUORESCENCE DURING DNA MELTING AS A
METHOD FOR DISCRIMINATION AND DETECTION OF
PCR PRODUCTS IN VARIETY IDENTIFICATION"
MOLECULAR BREEDING: NEW STRATEGIES IN
PLANT IMPROVEMENT, KLUWER ACADEMIC
PUBLISHERS, ML,

Bd. 4, Nr. 6, 1998, Seiten 509-517,
XP001016033

ISSN: 1380-3743

das ganze Dokument

1-22

1~22

1-22

1-22

16,17

Fomblatt PCT/ISA/210 {Forisetzung ven Blat 2) (Juli 1992)
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