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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur Detektion des Methylierungszustandes genomischer
DNA Proben.

[0002] Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre in der Molekularbiologie gut studierten Beobach-
tungsebenen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser Gene in RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann
im Laufe der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschaltet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter
Gene in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist mit Ausmal und Charakter der Methylierung der Gene
bzw. des Genoms korrelierbar. Insofern dufdern sich pathogene Zusténde in einem veranderten Methylierungsmuster
einzelner Gene oder des Genoms.

[0003] 5-Methylcytosin ist die hdufigste kovalent modifizierte Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei-
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkription, beim genetischen Imprinting und in der Tumorgenese. Die
Identifizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil genetischer Information ist daher von erheblichem Interesse. 5-
Methylcytosin-Positionen kénnen jedoch nicht durch Sequenzierung identifiziert werden, da 5-Methylcytosin das gleiche
Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Darlber hinaus geht bei einer PCR-Amplifikation die epigenetische
Information, welche die 5-Methylcytosine tragen, vollstandig verloren.

[0004] Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten angewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5-
Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von Bisulfit mit Cytosin, das nach anschlielRender alkalischer Hy-
drolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-Methylcy-
tosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht modifiziert. Damit wird die urspriingliche DNA so umgewandelt,
dass Methylcytosin, welches urspriinglich durch sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden werden
kann, jetzt durch "normale" molekularbiologische Techniken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise durch Am-
plifikation und Hybridisierung oder Sequenzierung nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen auf Basen-
paarung, welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der Stand der Technik, was die Empfindlichkeit betrifft, wird durch ein
Verfahren definiert, welches die zu untersuchende DNA in einer Agarose-Matrix einschlie3t, dadurch die Diffusion und
Renaturierung der DNA (Bisulfit reagiert nur an einzelstrangiger DNA) verhindert und alle Fallungs- und Reinigungss-
chritte durch schnelle Dialyse ersetzt (Olek A, Oswald J, Walter J. A modified and improved method for bisulphite based
cytosine methylation analysis. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 15;24(24):5064-6). Mit dieser Methode kdnnen einzelne
Zellen untersucht werden, was das Potential der Methode veranschaulicht. Allerdings werden bisher nur einzelne Re-
gionen bis etwa 3000 Basenpaare Lange untersucht, eine globale Untersuchung von Zellen auf Tausenden von mdgli-
chen Methylierungsanalysen ist nicht moglich. Allerdings kann auch dieses Verfahren keine sehr kleinen Fragmente
aus geringen Probenmengen zuverlassig analysieren. Diese gehen trotz Diffusionsschutz durch die Matrix verloren.
[0005] Eine Ubersicht tber die weiteren bekannten Méglichkeiten, 5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem
folgenden Ubersichtsartikel entnommen werden:Rein T, DePamphilis ML, Zorbas H. Identifying 5-methylcytosine and
related modifications in DNA genomes. Nucleic Acids Res. 1998 May 15;26(10):2255-64.

[0006] Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen (z. B. Zeschnigk M, Lich C, Buiting K, Doerfler W,
Horsthemke B. A single-tube PCR test for the diagnosis of Angelman and Prader-Willi syndrome based on allelic meth-
ylation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum Genet. 1997 Mar-Apr;5(2):94-8) nur in der Forschung angewendet.
Immer aber werden kurze, spezifische Stiicke eines bekannten Gens nach einer Bisulfit-Behandlung amplifziert 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-SNuUPE). Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2529-31, WO-Patent 9500669) oder einen En-
zymschnitt (Xiong Z, Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative DNA methylation assay. Nucleic Acids Res. 1997
Jun 15;25(12):2532-4) nachgewiesen. Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung beschrieben worden (Olek
et al., WO 99 28498).

[0007] Ein Verfahren zur Analyse von Cytosinmethylierungen mittels der Herstellung komplexer DNA-Methylierungs-
Fingerabdrticke ist in der WO 99/28498 beschrieben. Dabei wird die zu analysierende DNA zunéachst mit Bisulfit umge-
wandelt und anschlieRend mit Hilfe sehr kurzer oder degenerierter Primer amplifiziert.

[0008] Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der Bisulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei ein-
zelnen Genen befassen, sind:

Grigg G, Clark S. Sequencing 5-methylcytosine residues in genomic DNA. Bioessays. 1994 Jun;16(6):431-6, 431;
Zeschnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B, Doerfler W. Imprinted segments in the human genome:
different DNA methylation patterns in the Prader-Willi/Angelman syndrome region as determined by the genomic
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 for bisulphite 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 sequencing indicates a
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correlation between DNA hypomethylation in the 5’ region of the pS2 gene and its expression 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.

[0009] Eine Ubersicht iiber den Stand der Technik in der Oligomer Array Herstellung 1aRt sich aus einer im Januar
1999 erschienenen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, Volume 21, January 1999),
der dort zitierten Literatur und dem US-Patent 5994065 Uiber Methoden zur Herstellung von festen Tragern fiir Zielmole-
kile wie Oligonukleotide bei vermindertem nichtspezifischem Hintergrundsignal entnehmen.

[0010] Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet
worden. Besonders geeignet fir Fluoreszenzmarkierungen ist das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen
am 5’-OH der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise liber
ein Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben vielen anderen, kommerziell erhaltlich.

[0011] Matrix-assistierte Laser Desorptions/lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ist eine sehr leistungs-
fahige Entwicklung fir die Analyse von Biomolekilen (Karas M, Hillenkamp F. Laser desorption ionization of proteins
with molecular masses exceeding 10,000 daltons. Anal Chem. 1988 Oct 15;60(20):2299-301). Ein Analyt wird in eine
lichtabsorbierende Matrix eingebettet. Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und das Analytmolekiil
so unfragmentiert in die Gasphase beférdert. Durch St6Re mit Matrixmolekilen wird die lonisation des Analyten erreicht.
Eine angelegte Spannung beschleunigt die lonen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Massen
werden lonen unterschiedlich stark beschleunigt. Kleinere lonen erreichen den Detektor friiher als gréRere.

[0012] MALDI-TOF Spektroskopie eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse
von Nukleinsauren ist etwas schwieriger (Gut, |. G. und Beck, S. (1995), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption
lonization Mass Spectrometry. Molecular Biology: Current Innovations and Future Trends 1: 147-157.) Fir Nukleinsauren
ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal schlechter als fir Peptide und nimmt mit zunehmender Fragmentgré3e Uberpro-
portional ab. Fir Nukleinsduren, die ein vielfach negativ geladenes Riickgrat haben, ist der lonisationsprozef} durch die
Matrix wesentlich ineffizienter. In der MALDI-TOF Spektroskopie spielt die Wahl der Matrix eine eminent wichtige Rolle.
Fir die Desorption von Peptiden sind einige sehr leistungsfahige Matrices gefunden worden, die eine sehr feine Kristal-
lisation ergeben. Fiir DNA gibt es zwar mittlerweile einige ansprechende Matrices, jedoch wurde dadurch der Empfind-
lichkeitsunterschied nicht verringert. Der Empfindlichkeitsunterschied kann verringert werden, indem die DNA chemisch
so modifiziert wird, dass sie einem Peptid ahnlicher wird. Phosphorothioatnukleinsauren, bei denen die gewdhnlichen
Phosphate des Ruckgrats durch Thiophosphate substituiert sind, lassen sich durch einfache Alkylierungschemie in eine
ladungsneutrale DNA umwandeln (Gut, |. G. und Beck, S. (1995), A procedure 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 fir Peptide gefunden wird. Ein weiterer
Vorteil von "charge tagging" ist die erhéhte Stabilitat der Analyse gegen Verunreinigungen, die den Nachweis unmodi-
fizierter Substrate stark erschweren.

[0013] 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
Manual, 1989.

[0014] Harnstoff verbessert die Effizienz der Bisulfit-Behandlung vor der Sequenzierung von 5-Methylcytosin in geno-
mischer DNA (Paulin R, Grigg GW, Davey MW, Piper AA. Urea improves efficiency of bisulphite-mediated sequencing
of 5’-methylcytosine in genomic DNA. Nucleic Acids Res. 1998 Nov 1;26(21):5009-10).

[0015] 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 Cytosine nach der
Amplifikation noch als Cytosin vorliegen. Damit ist es jedoch nicht ohne weiteres mdglich, umgekehrt nach der Ampli-
fikation alle noch vorhandenen Cytosinbasen ehemals methylierten Cytosinen zuzuordnen, da bei der Amplifikation im
Gegenstrang immer noch Cytosin als Komplementares zu dem nicht umgewandelten Guanin eingebaut wird. Dies stort
jedoch, will man in einem einfachen Verfahren fir Cytosin charakteristische Reaktionen ausnutzen, um methylierte
Positionen zu bestimmen oder das Ausmal} der Methylierung in dem amplifizierten Abschnitt festzustellen. Dieses
Problem soll in der vorliegenden Erfindung gelést werden.

[0016] Esist Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren bereitzustellen, das es erlaubt, in eine amplifizierte doppelstrangige
DNA Markierungen einzubauen, die zur eindeutigen Identifizierung von Cytosin-Methylierungen in genomischen DNA-
Proben genutzt werden kdnnen. Diese Markierungen sollen die Verwendung einfacher etablierter molekularbiologischer
Methoden zur Methylierungsanalyse erlauben.

[0017] Die Aufgabe wird erfindungsgemal durch ein Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer
DNA geldst, wobei man die folgenden Verfahrensschritte ausfuhrt:

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt
wird;
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b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und mindestens eines Primeroli-
gonukleotids;

¢) man setzt das Amplifikat erneut mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unveréndert bleibt und
Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil dhnliche Base umgewandelt wird;

d) man weist die in dem Amplifikat nach der erneuten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosinbasen und/
oder Guaninbasen nach.

[0018] Die Aufgabe wird ferner 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 einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil 8hnliche Base umgewandelt
wird;

b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und mindestens eines Primeroli-
gonukleotids;

¢) man setzt das Amplifikat erneut mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt und
Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil &hnliche Base umgewandelt wird;

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

e) man weist die in dem Amplifikat verbleibenden Cytosinbasen und/oder Guaninbasen nach. Diese erfindungsge-
maRe Verfahrenvariante umfasst zwei Amplifizierungsschritte.

[0019] Besonders bevorzugt ist bei den erfindungsgemafien Verfahren dass die chemische Behandlung mit Natrium-
bisulfit (=Hydrogensulfit, Disulfit) erfolgt. Dabei ist es ferner besonders bevorzugt, dass die chemische Behandlung nach
Einbetten der DNA in Agarose erfolgt.

[0020] Beim erfindungsgemaRen Verfahren ist bevorzugt, dass bei der chemischen Behandlung ein die DNA-Duplex
denaturierendes Reagenz und/oder ein Radikalfanger zugegen ist. Besonders bevorzugt ist dabei, dass das denaturie-
rende Reagenz aus einer der folgenden Substanzen ausgewabhlt ist:

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonitril, priméare Alko-
hole, sekundare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Tetraethylen-
glykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialkylether, DMSO oder THF und/oder dass
der Radikalfanger aus einer der folgenden Substanzen ausgewahlt ist:

Di-, Trihydroxybenzole, green tea extract, pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba extract (EGb 761), a
flavonoid blend of several fruit and vegetable extracts (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-O Corp), DPPH (1,1-Diphenyl-
2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-saure), 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-cresol,
3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, E, Q, Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydroxyterpene, Flavonoide, Cur-
cumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyl germanium sesquioxide, Superoxid dismu-
tase (SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba extract (EGb 761), Di(2-methyl-5-chlorophe-
nyl)dithionate und Cu(ll)-Derivate, Mebendazole, CS (Chloroform soluble) alkaloidal extract, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,2-naphthochinon, 4- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-1, 2-naphthochi-
non, 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-hydroxy-
phenyl)-3-methoxy-1, 4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1, 4-naphthochinon, 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-tetra-
methyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,2-anthrachinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-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-tetrahydro-
1,2-anthrachinon, 3-Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,2-anthra-
chinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-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-dihydro-2H-naphthalin-1-on,  2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclo-
hexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3,4-dimethoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalin-1-on, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphe-
nyl)-indan-1-on, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-inden-1-on]-3-yl, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphe-
nyl)-3-brom-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-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-tetrame-
thyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahy-
dro-1,4-anthrachinon, 2-Brom-3- (3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-
anthrachinon, 2-Brom-3-(3,5-dibrom-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthrachinon, 2-
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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-anthrachinon, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-
1,4-anthrachinon, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-anthrachinon, 5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-
tetrahydronaphthalin-1,3-diol, 3-Methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-1-ol, 4-(3-Chlor-5,5,8,8-
tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoesaure, 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-1,4-dihydronaphthalin-2-yl)-ben-
zoesaure, Methyl-(3-methoxy-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 4- (3-Hydroxy-5,5,8,8-tetrame-
thyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoeséure, Methyl-4-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihy-
dronaphthalin-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)-benzoesaure, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-
cyclopenta[b]naphthalin-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-5,8-dimethyl-1,4-naphthochi-
non, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy-
droxyphenyl)-3-methoxy-5-methyl-1, 4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-methyl-
1,4-naphthochinon, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-methyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-6-methyl-1,4-naphthochinon, 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-naphthochi-
non, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy-
droxyphenyl)-2-methoxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-5-me-
thyl-1,4-naphthochinon, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-
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-naph-
thochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5-methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy-
droxyphenyl)-3-hydroxy-6-methyl-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-(3-Brom-5-
tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthochinon, 3- (3, 5-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-naph-
thochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthochinon.

[0021] Erfindungsgemal ist auch bevorzugt, dass man Reagenzien, die fir die chemische Behandlung der DNA
eingesetzt werden, vor der jeweils nachfolgenden Amplifikation ganz oder teilweise abtrennt. Bevorzugt ist auch, dass
man die Probe nach der chemischen Behandlung vor der Amplifikation verdiinnt. Weiterhin ist erfindungsgeman bevor-
zugt, dass man die Amplifikation von mehreren DNA-Abschnitten gleichzeitig in einem Reaktionsgefaly durchfihrt und/
oder dass man fir die Amplifikation eine hitzebestédndige DNA-Polymerase verwendet.

[0022] Ganzbesonders bevorzugtistaberauch ein erfindungsgemafes Verfahren, wobei man vor den Amplifikationen
eine Desulfonierung der DNA durchflhrt.

[0023] Bevorzugtist auch, dass man die nach der zweiten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder
Guaninbasen durch Hybridisierungsreaktionen nachweist und/oder dass man die nach der zweiten chemischen Be-
handlung verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch spezifischen Einbau von nachweisbaren Markierungen
an den Cytosin- und/oder Guaninbasen nachweist und/oder quantifiziert.

[0024] Bevorzugt ist erfindungsgeman auch ein Verfahren, wobei man in Schritt d) geman der ersten Verfahrensva-
riante oder Schritt ) geman der zweiten Verfahrensvariante fir die Detektion der vorbehandelten DNA die Amplifikati-
onsprodukte an einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschliessend die folgenden Teilschritte ausfiihrt:

a) die amplifizierte genomische DNA wird an mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex hybridi-
siert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihnrem 3’-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10
Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu unter-
suchen sind;

(b) man verlangert das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase minde-
stens um ein Nukleotid, wobei das Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Me-
thylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt.

[0025] Bevorzugt ist dabei auch, dass man die nach der zweiten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosin-
und/oder Guaninbasen durch Sequenzierungsreaktionen nachweist.

[0026] Weiterhin ist bevorzugt, dass man in Schritt d) gemaR der ersten Verfahrenvariante oder Schritt €) gemaf der
zweiten Verfahrensvariante fir die Detektion der vorbehandelten DNA die Amplifikationsprodukte an einen Oligonukleotid
Array hybridisiert und man anschliessend die folgenden Teilschritte ausfiihrt:
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(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer
Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht und wobei die hybridi-
sierten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3’-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an
die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind
und wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmolekiils hybridisiert, so
dass das 5’-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch eine Liicke von der Grofe eines Einzelnukleotides
oder bis zu 10 Nukleotiden vom 3’-Ende des hybridisierten Oligonukleotids der ersten Spezies an der Stelle der
besagten ausgewahlten Position getrennt ist;

(b) man verlangert das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer
Polymerase um hdchstens die Anzahl von Nukleotiden, die zwischen dem 3’-Ende des Oligonukleotids der 1.
Spezies und dem 5’-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die Verlangerung vom Methylierungs-
status des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt;

(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerase-
reaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies verbunden
werden und man dadurch ein Ligationsprodukt erhalt, sofern im vorangehenden Schritt eine Verlangerung des
Oligonukleotids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3’-Ende mit vorhandener 3’-Hydroxyfunktion des
verlangerten Oligonukleotids unmittelbar an das 5’-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies angrenzt.

[0027] Dabei ist weiterhin besonders bevorzugt, dass man fiir die Detektion der vorbehandelten DNA gemaR Schritt
d) in der ersten Verfahrensvariante die PCR-Produkte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschliessend
die folgenden Teilschritte ausfihrt:

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz
von n Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihnrem 3’-Ende
teilweise oder vollstdndig an die Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen
DNA-Probe zu untersuchen sind;

(b) man verlangert das Oligonukleotid, sofern es mit seinem 3'Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu
untersuchenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid, wobei mindestens
ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen
Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt.

[0028] Bevorzugtist auch ein erfindungsgemafes Verfahren, wobei man die PCR-Produkte und/oder Verlangerungs-
produkte und/oder Ligationsprodukte fiir die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung versieht. Bevorzugt ist hier-
bei, dass die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen sind oder dass die Markierungen Radionuklide sind oder dass
die Markierungen ablésbare Massenmarkierungen sind, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen werden.
[0029] Bevorzugt ist auch, dass bei einer der Amplifikationen einer der Primer an eine Festphase gebunden ist.
[0030] Insbeondere ist bevorzugt, dass man die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligations-
produkte insgesamt im Massenspektrometer nachweist und somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. Be-
vorzugt ist auch, dass man jeweils ein Fragment der PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligati-
onsprodukte im Massenspektrometer nachweist. Hierbei ist besonders bevorzugt, dass man das Fragment des PCR-
Produkts und/oder Verlangerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder
Endonukleasen erzeugt. Ganz besonders bevorzugt ist hierbei, dass zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektro-
meter die erzeugten Fragmente eine einzelne positive oder negative Nettoladung aufweisen.

[0031] Bevorzugt ist erfindungsgemaf auch dass man die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder
Ligationsprodukte mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/lonisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder
mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detektiert und visualisiert.

[0032] Besonders bevorzugtist ein erfindungsgemafiies Verfahren, wobei die genomische DNA aus einer DNA-Probe
erhalten wurde, wobei Quellen fir DNA z. B. Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Rickenmarks-Flissigkeit, in
Paraffin einbettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder
Leber, histologische Objekttrager und alle méglichen Kombinationen hiervon umfassen.

[0033] Einweitere Gegenstand der vorliegenden Erfindungist eine Verwendung eines erfindungsgemafen Verfahrens
zur Diagnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereig-
nisse mindestens einer der folgenden Kategorien angehdéren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen;
CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstérungen; klinische, psycholo-
gische und soziale Konsequenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Stdérungen und Persodnlichkeitsstdrungen;
Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Scha-
digung oder Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems;
Verletzung, Entziindung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des
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Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmer-
zen oder sexuelle Fehlfunktion.

[0034] Bevorzugt ist die Verwendung eines erfindungsgemaflen Verfahrens zur Unterscheidung von Zelltypen oder
Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung.

[0035] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner ein Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Reagenz,
denaturierenden Reagenzien oder Losungsmitteln, sowie Radikalfangern und optional Primern zur Herstellung der
Amplifikate, sowie optional einer Anleitung zur Durchfiihrung eines Assays nach einem der Anspriiche 1-28.

[0036] Beschrieben wird in der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur Herstellung doppelstréangiger DNA aus einer
genomischen DNA-Probe, die nach Durchflihrung des Verfahrens die Eigenschaft hat, dass CG Basenpaare nur noch
an den Positionen vorliegen, an denen sich zuvor in der genomischen DNA Methylcytosinbasen befanden. Nachfolgend
kénnen jegliche Verfahren verwendet werden, die chemische, biologische oder physikalische Eigenschaften der CG
Basenpaare ausnutzen, um die Positionen, an denen sich in der genomischen DNA-Probe Methylcytosinbasen befanden,
kenntlich zu machen. Es werden dazu auch im folgenden viele bevorzugte Ausfliihrungsvarianten aufgefiihrt, jedoch
wird es unterstellt, dass der Fachmann von diesen abgeleitet oder alternativ weitere naheliegenden Mdglichkeiten finden
mag, CG Basenpaarungen nachzuweisen und flir den hier vorgegebenen Zweck zu nutzen.

[0037] Die in dem Verfahren eingesetzte genomische DNA wird bevorzugt aus einer DNA-Probe erhalten, wobei
Quellen fiir DNA z. B. Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Riickenmarks-Flissigkeit, in Paraffin einbettetes
Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histologische
Objekttrager und alle méglichen Kombinationen hiervon umfassen.

[0038] Das Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA wird durch folgende Schritte cha-
rakterisiert: Zuerst setzt man eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin
unverandert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil 8hnliche Base um-
gewandelt wird. AnschlieBend wird im zweiten Schritt die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und
mindestens einem Primeroligonukleotid amplifiziert. Im dritten Schritt wird das Amplifikat erneut mit einem Reagenz
chemisch umgesetzt, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaa-
rungsverhalten dem Uracil 8hnliche Base umgewandelt wird. Im letzten Schritt werden die in dem Amplifikat nach der
erneuten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosinbasen und/oder Guaninbasen nachgewiesen.

[0039] In einer besonders bevorzugten Variante wird das Verfahren durch die folgenden Schritte charakterisiert: Das
Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA wird durch folgende Schritte charakterisiert:
Zuerst setzt man eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unveréndert
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt wird.
Anschlieflend wird im zweiten Schritt die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und mindestens
einem Primeroligonukleotid amplifiziert. Im dritten Schritt wird das Amplifikat erneut mit einem Reagenz chemisch um-
gesetzt, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten
dem Uracil &hnliche Base umgewandelt wird. Im vierten Schritt werden die chemisch behandelten Amplifikate aus dem
dritten Schritt erneut amplifiziert. Im letzten Schritt werden die in dem Amplifikat nach der erneuten chemischen Be-
handlung verbleibenden Cytosinbasen und/oder Guaninbasen nachgewiesen.

[0040] Die chemische Behandlung erfolgt besonders bevorzugt mit einer Lésung eines Hydrogensulfits (= Disulfit,
Bisulfit). Diese Behandlung fuhrt unter geeigneten Bedingungen, wie dem Fachmann an sich bekannt, zu einer Addition
des Hydrogensulfits an nicht methylierte Cytosinbasen. Auf diese Reaktion folgt eine praktisch quantitative Umwandlung
der Aminofunktion des Cytosins in eine Ketofunktion, so dass ein sulfoniertes Uracil entsteht, welches durch alkalische
Hydrolyse in Uracil Gberfiihrt wird. Es erfolgt also auf diesem Wege eine selektive Umwandlung der nicht methylierten
Cytosinbasen in Uracil, wahrend die 5-Methylcytosine unverandert bleiben. Diese Reaktion findet nur statt, wenn die
DNA einzelstrangig vorliegt. In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens erfolgt daher die chemische
Behandlung der DNA derart, dass diese in Agarose eingebettet vorliegt. Dadurch wird die Ausbildung von Duplexes
verhindert.

[0041] In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Verfahrens wird bei der chemischen Behandlung ein
Lésungsmittel oder ein Reagenz zugesetzt, welches die DNA-Duplex denaturiert. Bei diesen Losungsmitteln oder Rea-
genzien handelt es sich bevorzugt um Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte Derivate, Harnstoff oder
Derivate, Acetonitril, primare Alkohole, sekundéare Alkohole, tertidre Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylen-
glykoldialkylether, Tetraethylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialkylether, DM-
SO oder THF.

[0042] Bevorzugt ist es zudem, einen Radikalfanger zuzusetzen, welcher den Abbau der DNA unter den Reaktions-
bedingungen verhindert. Bei diesen Radikalfangern handelt es sich bevorzugt um Di-, Trihydroxybenzole, green tea
extract, pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba extract (EGb 761), a flavonoid blend of several fruit and vegetable
extracts (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-O Corp), DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-sau-
re), Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), 2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyl-di-tert-butylphe-
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nol, 4-Methoxy-di-tert-butylphenol, 2, 6-Di-tert-butyl-p-cresol, 3, 4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, E, Q, Hydrochinon,
Ubichinon, Lignane, Hydroxyterpene, Flavonoide, Curcumin, Tannine, Retinsdureverbindungen, Ge-132 Bisbetacar-
boxyethyl germanium sesquioxide, Superoxid dismutase (SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo
biloba extract (EGb 761), Di(2-methyl-5-chlorophenyl)dithionate und Cu(ll)-Derivate, Mebendazole, CS (Chloroform
soluble) alkaloidal extract, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,2-naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy-
droxyphenyl)-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-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-
1,4-naphthochinon, 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-methoxy-
5,5,8,8-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-tetrahydro-1,2-anthrachinon, 3-Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahy-
dro-1,2-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-indan-1,3-dion, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxo-
cyclohexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalin-1-on, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxo-
cyclohexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3,4-dimethoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalin-1-on,  2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl)-indan-1-on, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-inden-1-on]-3-yl, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphe-
nyl)-3-brom-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthrachinon,  2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetra-
methyl-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-anthrachinon, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-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)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthrachi-
non, 2-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-anthrachinon, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-1,4-anthrachinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-anthrachinon, 5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-
1,3-diol, 3-Methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-1-ol, 4-(3-Chlor-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-
1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoesaure, Methyl-4-(3-chlor-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexa-
hydroanthracen-2-yl)-benzoat, 4-(3-Hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, Methyl-(3-methoxy-
1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesédure, 4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahy-
droanthracen-2-yl)-benzoesaure, Methyl-4-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalin-2-yl-azo)-benzoat, 4-(3-Hydro-
xy-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl-azo)-benzoesaure,  3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxo-
cyclohexa-2,5-dienyliden)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydrocyclopenta[b]naphthalin-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-5,8-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6,7-di-
methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5-methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-
tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-
6-methyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-6-methyl-1,4-naphthochinon, 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-me-
thoxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthochi-
non, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl)-3-ethylthio-5-methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl-1,4-naph-
thochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,8-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy-
droxyphenyl)-3-hydroxy-6,7-dimethyl-1,4-naphthochinon,2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5-methyl-1,
4-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-methyl-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-(3-Brom-5-tert-bu-
tyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-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-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthochinon.

[0043] Bevorzugtist zudem eine Variante des Verfahrens, in welcher die Reagenzien, die fur die chemische Behand-
lung der DNA eingesetzt werden, vor der nachfolgenden Amplifikation ganz oder teilweise abgetrennt werden. Dies
kann beispielsweise durch Bindung der DNA an eine Festphase und Entfernen der Reagenzien durch Waschschritte
durchgeflihrt werden. In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens wird die Probe nach der chemischen
Behandlung jedoch lediglich verdinnt, so dass die Reagenzien in einer derart niedrigen Konzentration vorliegen, dass
sie die unmittelbar nachfolgende Amplifikation nicht stéren.

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Verfahrens wird die Amplifikation von mehreren DNA-Abschnitten
gleichzeitig in einem Reaktionsgefall durchfiihrt. Besonders bevorzugt wird zudem eine hitzebestédndige DNA-Polyme-
rase verwendet und die PCR flr die Amplifikation eingesetzt, wie es dem Fachmann im Prinzip bekannt ist.
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[0044] Bevorzugtisteszudem, jeweils vorden Amplifikationen eine Desulfonierung der DNA durchzuflihren, da selbige
aufgrund der chemischen Vorbehandlung noch Uber Sulfonsauregruppen verfiigen kann. Besonders bevorzugt erfolgt
diese Desulfonierung in einem basischen Puffer, und idealerweise handelt es sich bei diesem basischen Puffer um den
Puffer, der auch fur die Amplifikationsreaktion eingesetzt wird.

[0045] Im folgenden werden nun mehrere, dem Fachmann lberwiegend im Prinzip gelaufige Verfahren beschrieben,
wie die nach der Durchflihrung des Verfahrens verbleibenden Cytosin bzw. Guaninbasen, die nunmehr als Indikatoren
fur das Vorliegen von Cytosin-Methylierung in der urspriinglichen genomischen DNA-Probe dienen, nachgewiesen
werden kdnnen.

[0046] Besonders bevorzugt werden die verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen bzw. Cytosin-Guanin Basen-
paare durch Hybridisierungsreaktionen nachgewiesen. Bevorzugt kann man diesen Nachweis derart ausfiihren, dass
die Amplifikationsprodukte an einen Oligonukleotid Array hybridisiert werden und man anschliessend die folgenden
Teilschritte ausfiihrt: Im ersten Schritt wird die amplifizierte DNA an mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbildung
einer Duplex hybridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3’-Ende unmittelbar oder im Abstand
von bis zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe
zu untersuchen sind. Das Oligonukleotid oder die Oligonukleotide mit jeweils bekannter Sequenz von n Nukleotiden
werden nun im nachsten Schritt mittels einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid verlangert, wobei das Nukleotid
eine nachweisbare Markierung trégt und die Verlangerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der
urspriinglichen genomischen DNA-Probe abhdngt. So ist es beispielsweise méglich, dass nur dann eine Verldngerungs-
reaktion stattfindet, wenn an das 3’-Ende des Oligonukleotids auf der Template-DNA ein Guanin angrenzt, das den
Einbau eines markierten Cytosins erlaubt. Die Ankniipfung des markierten Cytosins an das Oligonukleotid dient dann
letztendlich als Nachweisreaktion fiir das Vorliegen eines methylierten Cytosins in der urspriinglichen genomischen
Probe.

[0047] Weiterhin ist es moglich, dass die nach der zweiten chemischen Behandlung (und optionalen zweiten Ampli-
fikation) verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch Sequenzierungsreaktionen nachgewiesen werden. Dem
Fachmann sind vor allem die Sequenzierung nach Sanger und die Sequenzierung nach Maxam-Gilbert geldufig. Vor
allem letztere bietet sich hier an, dain der Duplex nur noch dort CG Basenpaare vorliegen, wo sich zuvor ein Methylcytosin
in der urspriinglichen genomischen DNA-Probe befand. Es ist also méglich, durch die C und/oder die G spezifischen
Spaltungsreaktionen Fragmente zu erzeugen, deren Grésse unmittelbar von dem Methylierungszustand der Probe
anhangen. Diese Fragmente kénnen dann beispielsweise auf Sequenziergelen oder durch Kapillarelektrophorese hin-
sichtlich ihrer Grésse bestimmt werden. Gegenuber einer nur einfachen Bisulfitbehandlung, wie sie im Stand der Technik
beschrieben wird, spielt das hier beschriebene Verfahren in dieser Variante auch den besonderen Vorteil aus, dass die
Spaltung des jeweiligen Gegenstranges nicht erfolgen kann, da dieser entweder kein C oder kein G enthalten kann.
Dadurch ist die Zahl der entstehenden Fragmente deutlich reduziert und auch, falls mehrere Amplifikate gleichzeitig
untersucht werden, eine viel Ubersichtlichere Auswertung méglich.

[0048] Bevorzugt ist zudem eine Variante des Verfahrens, in der fiir die Detektion der vorbehandelten DNA die Am-
plifikationsprodukte an einen Oligonukleotid Array hybridisiert werden und anschliessend die folgenden Teilschritte
ausgefiihrt werden: Im ersten Schritt hybridisiert man einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische
DNA unter Ausbildung einer Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht
und wobei die hybridisierten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3’-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis
zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu unter-
suchen sind und wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmolekuls hybridisiert,
so dass das 5’-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch eine Liicke von der Grof3e eines Einzelnukleotides
oder bis zu 10 Nukleotiden vom 3’-Ende des hybridisierten Oligonukleotids der ersten Spezies an der Stelle der besagten
ausgewahlten Position getrennt ist. Im zweiten Schritt wird das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz
von n Nukleotiden mittels einer Polymerase um hdchstens die Anzahl von Nukleotiden verlangert, die zwischen dem 3’
-Ende des Oligonukleotids der 1. Spezies und dem 5’-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die Ver-
langerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. Beispielsweise
ist es mdglich, dass eine Verlangerung des 3’-Endes nur dann erfolgt, wenn in der chemisch vorbehandelten DNA ein
Thymin anstelle eines Cytosins vorliegt, da beispielsweise in dem verwendeten Nukleotidmix Guanin nur als Terminator
vorhanden ist und damit die Verlangerung, falls ein Cytosin vorliegt, unterbrochen wird. Ein Cytosin wiederum ist nach
der chemischen Behandlung nur dann zugegen, wenn an der betreffenden Position in der urspriinglichen DNA-Probe
ein 5-Methylcytosin vorlag.

[0049] Im letzten Schrittinkubiert man die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch
die Polymerasereaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies
verbunden werden und man dadurch ein Ligationsprodukt erhalt, sofern im vorangehenden Schritt eine Verlangerung
des Oligonukleotids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3’-Ende mit vorhandener 3’-Hydroxyfunktion des
verlangerten Oligonukleotids unmittelbar an das 5’-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies angrenzt.

[0050] Bevorzugt ist zudem ein Verfahren, wobei fiir die Detektion der vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf
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einen Oligonukleotid Array hybridisiert werden und anschliessend die folgenden Teilschritte ausgefiihrt werden: Im
ersten Schritt hybridisiert man die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Se-
quenz von n Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3’-Ende
teilweise oder vollsténdig an die Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-
Probe zu untersuchen sind. Im zweiten Schritt wird das Oligonukleotid, sofern es mit seinem 3'Terminus zuvor ohne
Basenfehlpaarungen an die zu untersuchenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase mindestens um ein
Nukleotid verlangert, wobei mindestens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verldngerung vom
Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. So kann beispielsweise eine
Verlangerung nur dann stattfinden, wenn die genomische DNA an der Position, an die das oben genannte Oligonukleotid
mit seinem 3’-Ende bindet, urspriinglich unmethyliert vorlag, weil sonst nach der chemischen Vorbehandlung an dieser
Position ein Cytosin verbleibt, welches nach der Bindung des Oligonukleotids einen Mismatch am 3’-Ende verursacht
welche die Verlangerung unterbindet. Liegt keine Methylierung vor, so kann der Primer dagegen ohne Mismatch mit
dem 3’-Ende an die Template-DNA binden.

[0051] Die Analyse der entstandenen DNA-Oligomere, die zum Nachweis der Cytosin-Methylierung dienen, kann
beispielsweise tber Fluoreszenzmarkierungen erfolgen, welche Gber markierte Nucleotide in die DNA eingebaut werden.
[0052] Dem Fachmann ist zudem gelaufig, dass man die meisten der beschriebenen Nachweisreaktionen auch derart
ausfiihren kann, dass beteiligte Oligonukleotide an eine Festphase gebunden sind.

[0053] So ist es beispielsweise besonders bevorzugt mdéglich, die PCR nach der zweiten chemischen Behandlung
derart auszuflihren, dass radioaktiv oder fluoreszent markierte C und/oder G Nukleotide eingebaut werden und zudem
einer der PCR-Primer an eine Festphase gebunden ist. Nach der Entfernung aller nicht an die Festphase gebundenen
Edukte und Produkte verbleibt ein an die Festphase gebundenes PCR-Produkt, in welchem die Anzahl der eingebauten
Markierungen proportional ist zur Anzahl der der nach der zweiten chemischen Behandlung verbliebenen Guanin- und/
oder Cytosinbasen und damit unmittelbar von der Anzahl der Cytosin-Methylierungen in der genomischen Probe abhangt.
Damit ist eine direkte Quantifizierung der methylierten Cytosine in diesem PCR-Produkt méglich.

[0054] Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, wobei die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder
Ligationsprodukte fir die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung versehen sind.

[0055] Besonders bevorzugt sind diese Markierungen Fluoreszenzmarkierungen, Radionuklide oder ablésbare Mas-
senmarkierungen, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen werden, oder Kombinationen davon.

[0056] In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens werden die PCR-Produkte und/oder Verlangerungs-
produkte und/oder Ligationsprodukte insgesamtim Massenspektrometer nachgewiesen und sind somit durch ihre Masse
eindeutig charakterisiert. In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Verfahrens wird jeweils ein Fragment
der PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachgewie-
sen. Bevorzugt werden diese Fragmente der PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukts und/oder Ligationspro-
dukts durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonukleasen erzeugt. In einer wiederum besonders bevorzugten
Ausflihrung des Verfahrens weisen die erzeugten Fragmente zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer
eine einzelne positive oder negative Nettoladung auf.

[0057] Besonders bevorzugt werden die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte
mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/lonisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder mittels Elektrospray
Massenspektrometrie (ESI) detektiert und visualisiert.

[0058] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem die Verwendung des beschriebenen Verfahrens zur Dia-
gnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse
mindestens einer der folgenden Kategorien angehoéren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen;
CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstérungen; klinische, psycholo-
gische und soziale Konsequenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Stérungen und Persdénlichkeitsstérungen;
Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Scha-
digung oder Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems;
Verletzung, Entziindung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des
Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmer-
zen oder sexuelle Fehlfunktion.

[0059] Weiterhin besonders bevorzugt ist die Verwendung des Verfahrens zur Unterscheidung von Zelltypen oder
Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung.

[0060] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Reagenz,
denaturierenden Reagenzien oder Losungsmitteln, sowie Radikalfangern und/oder Primern zur Herstellung der Ampli-
fikate, sowie optional einer Anleitung zur Durchfiihrung des erfindungsgemassen Verfahrens.

[0061] Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung ohne diese einzuschrénken.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1 325 154 B1

Beispiel 1:

[0062] Veranderung einer genomischen Sequenz durch zweifache Behandlung mit Bisulfit
[0063] Als Beispiel zur Erlauterung des Verfahrens soll hier die folgende doppelstrangige DNA-Sequenz dienen, die
ein potentiell methyliertes CG Dinukleotid enthalt:

A 3-TGATCTAGCATGACTAC-5’
B 5-ACTAGATCGTACTGATG-3’

[0064] Die doppelstrangige Sequenz kann verwendet werden, um nachteilige Ereignisse einer bestimmten Kategorie
fur Patienten oder Individuen zu untersuchen. Man setzt eine genomische, unbekannt methylierte DNA-Probe (20 ng),
die mit einem Restriktionsenzym, hier Mss1, verdaut wurde, ein. Die verdaute DNA wird mit Hydrogensulfit (Bisulfit,
Disulfit) und einem Radikalfanger bei erhéhter Temperatur chemisch umgewandelt. Ein Reagenz oder Lésungsmittel,
welches die Denaturierung unterstitzt, wird zugesetzt. Die DNA wird zuerst thermisch denaturiert und anschlieRend mit
Bisulfit, dem Radikalfanger und dem denaturierenden Reagenz versetzt und langere Zeit bei erhdhter Temperatur
inkubiert. Die Bisulfitreaktion fiihrt zur Umwandlung aller nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil. Zur Reinigung der
Bisulfit behandelten DNA wird diese auf eine Reversed Phase C18 Festphase gebunden und durch Waschen mit einer
geeigneten Pufferldsung von Chemikalien befreit. AnschlieRend wird die DNA mit einem polaren Lésungsmittel wie z.
B. Acetonitril oder Wasser eluiert und auf ein kleineres Volumen konzentriert. Die alkalische Hydrolyse der mit Bisulfit
behandelten Fragmente erfolgt unmittelbar vor der spezifischen Amplifikation unter basischen Bedingungen. Danach
wird die Probe unter Verwendung von je 25 pmol an spezifischen Primeroligonukleotiden (enthalten keine CG Dinukleo-
tide) vervielfaltigt. Nach der ersten Behandlung mit einer Losung eines Hydrogensulfits, wobei eine Umwandlung der
nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil erfolgt, und nachfolgender PCR, die die nach der chemischen Behandlung
mit Hydrogensulfit nicht mehr komplementaren Strange amplifiziert und zugleich Uracil im wesentlichen durch Thymin
ersetzt, ergeben sich die folgenden doppelstrangigen DNA-Sequenzen:

A) fir den Fall, dass CG (+) methyliert vorlag:

aus dem unteren Strang B:
C (+) 3-TAATCTAGCATAACTAC-5’
B’ (+) 5-ATTAGATCGTATTGATG-3  Sequenz L (up)

aus dem oberen Strang A:
A (+) 3-TGATTTAGCATGATTAT-5
D (+) 5-ACTAAATCGTACTAATA-3*  Sequenz U(up)

B) fiir den Fall, dass CG (-) unmethyliert vorlag:

aus dem unteren Strang B:
C (-) 3-TAATCTAACATAACTAC-5
B’ (-) 5-ATTAGATTGTATTGATG-3*  Sequenz L(down)

aus dem oberen Strang A:
A (-) 3-TGATTTAGTATGATTAT-5
D (-) 5-ACTAAATCATACTAATA-3*  Sequenz U(down)

[0065] Die zweite Behandlung Hydrogensulfit wird analog der ersten durchgefiihrt. Die Amplifikate werden zuerst
thermisch denaturiert und dabei durch Zugabe eines Reagenzes oder Losungsmittels unterstitzt, dann chemisch um-
gesetzt und anschlieBend amplifiziert, wobei die alkalische Hydrolyse wiederum kurz vor der Amplifikation durchgefiihrt
wird. Die zweite spezifische Amplifikation kann mit einem Teil der Bisulfit behandelten Probe durchgefiihrt werden. Die
Reaktionslésung kann so lange verdiinnt werden, dass die in der Hydrogensulfitreaktion benétigten Chemikalien die
PCR nicht mehr stéren. Andererseits kann die Probe wieder mittels einer Reversed Phase C18 Festphase gereinigt
werden. Die doppelt hydrogensulfitbehandelte DNA wird unter Verwendung von je 25 pmol an spezifischen Primeroli-
gonukleotiden (enhalten keine CG Dinukleotide) vervielfaltigt. Dabei missen die Sequenzen der Primeroligonukleotide
der ersten und zweiten Amplifikation nicht tGibereinstimmen.

[0066] Nach der zweiten Behandlung mit einer Losung eines Hydrogensulfits, wobei wiederum eine Umwandlung der
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nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil erfolgt, und nachfolgender PCR, die die nach der chemischen Behandlung
mit Hydrogensulfit nicht mehr komplementéren Strange amplifiziert und zugleich Uracil im wesentlichen durch Thymin
ersetzt, ergeben sich nunmehr die folgenden doppelstrangigen DNA-Sequenzen:

A) fur den Fall, dass CG (+) methyliert vorlag:

aus dem unteren Strang B’ und C:

E (+) 3-TAATCTAACATAACTAC-5" Sequenz LL(up)
B" (+) 5-ATTAGATTGTATTGATG-3’

C  (+)3-TAATTTAGTATAATTAT-5
F (+)5-ATTAAATCATATTAATA-3  Sequenz LU(up)

aus dem oberen Strang D und A’:

G (+)3-TAATTTAACATAATTAT-5
D' (+)5-ATTAAATTGTATTAATA-3  Sequenz UZ(up)

H (+) 3-TGATTTAGTATGATTAT-5’
A’  (+) 5-ACTAAATCATACTAATA-3'  Sequenz UU(up)

B) fur den Fall, dass CG (-) unmethyliert vorlag:

aus dem unteren Strang C und B’:

E (-) 3-TAATCTAACATAACTAC-5
B’ () 5-ATTAGATTGTATTGATG-3° Sequenz LL(down)

C  (-) 3-TAATTTAATATAATTAT-5’
F (-)5-ATTAAATTATATTAATA-3  Sequenz LU(down)

aus dem oberen Strang D und A’:
G (-) 3-TAATTTAATATAATTAT-5
D’ (-) 5-ATTAAATTATATTAATA-3*  Sequenz UL(down)

H (-) 3-TGATTTAGTATGATTAT-5
A” (-) 5-ACTAAATCATACTAATA-3*  Sequenz UU(down)

[0067] Die Sequenzen UU sind unabhangig vom Methylierungsstatus der Probe identisch; das gleiche gilt fir die
Sequenzen LL. Somit sind beide Sequenzen fir die Bestimmung des Methylierungsstatus nicht verwendbar. LU und
UL jedoch unterscheiden sich an den ehemaligen CG Positionen in Abhangigkeit vom Methylierungsstatus der DNA-
Probe (in den Sequenzen hervorgehoben). Bemerkenswert und der eigentlich Vorteil der Methode ist insbesondere,
dass in den jeweiligen Strangen Cytosin bzw. Guanin nur dann auftauchen, wenn zuvor eine Methylierung vorlag. Damit
liegt praktisch eine Ubersetzung der Methylcytosinbasen in der genomischen Probe in eine auch fiir den Doppelstrang
charakteristische Base vor, wahrend bei der einfachen Bisulfit-Behandlung die Base jeweils nur in einem der beiden
Strange flir Methylcytosin charakteristisch ist. Dies erlaubt nun die Anwendung praktisch aller, dem Fachmann bekannten
Methoden zur Sequenzierung (wie zum Beispiel Sequenzierung nach Maxam-Gilbert) oder zur Genotypisierung, ohne
dass auf den Gegenstrang Ricksicht genommen werden muss. Wird beispielsweise eine sequenzspezifische Spaltung
der nach der zweiten Bisulfit-Behandlung amplifizierten DNA an Cytosinbasen durchgefihrt, so erfolgt nur eine Spaltung
des einen Stranges, der andere bleibt unveréndert.

Beispiel 2: Veranderung einer genomischen Sequenz durch zweifache Behandlung mit Bisulfit

[0068] Als Beispiel wurde das Gen HSMDR1 des humanen Genoms gewahlt. Im Experiment wurden nach einer ersten
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Bisulfitbehandlung DNA-Fragmente der Lange 2010 bp dieses Gens erzeugt und gleichzeitig gc-reiche Doméanen am
5'- und 3’-Ende generiert. Da diese "klnstlichen" Enden am 5’-und 3’-Ende der PCR-Produkte nach der ersten Bisulfit-
behandlung erzeugt wurden, unterliegen sie in der zweiten Bisulfitbehandlung einer einfachen Umwandlung. Dies fiihrt
zu einer héheren Spezifitdt dieser Domanen, da sie (im Gegensatz zur Gbrigen Sequenz) noch C’s und G’s enthalten.
Damit eignen sie sich besonders fiir das Design von Primern fir eine Amplifikation nach der zweiten Bisulfitbehandlung.
Die Amplifikation eines kurzen Stiickes der Ziel-DNA erfolgt mit Primern die ausschlieBlich aus A’s und T’s bestehen.
Die Sequenzen der genomischen, einfach bisulfitbehandelten und doppelt bisulfitbehandelten DNA sind am Ende dar-
gestellt.
Beschreibung der Figuren:
Figur 1:
[0069] Schema zur Herstellung von PCR-Produkt mit gc-Domaine aus einfach bisulfitbehandelter DNA:

a) 5'gtgatcccgggegagetccc TAAGTATGTTGAAGAAAGATTATTG;

b) 3’gcttgggctgcaggtcgaccTTTTAACCTTCTATCTCATCAAC;

c) bisulfitbehandelte DNA, Einzelstrang
Figur 2:

[0070] Genomische Sequenz der Umgebung des HSMDR1-Gens: LOCUS HSMDR1A2932 bp DNA humanes MDR1
(multidrug resistance) Gen fir das P-Glycoprotein

Figur 3:

[0071] Sequenz des oberen Strangs nach der ersten Bisulfitbehandlung fiir den Fall vollstandiger Aufmethylierung
der CG’s (PCR-Produkt mit Primer 1 und 2)

Figur 4:

[0072] Sequenzen des unteren Strangs nach der zweiten Bisulfitbehandlung fiir den Fall vollstdndiger Aufmethylierung
aller CG’s

a) PCR-Produkt mit Primer 3 und 4 (154 bp)
b) PCR-Produkt mit Primer 5 und 6 (2010 bp)
Vorgehen:
[0073]
a)Restriktion von humaner DNA unbekannten Methylierungsstatus mit Mss1
b)Bisulfitbehandlung mit der Agarosemethode

c)Bisulfit-spezifische PCR zur Herstellung von MDR1-Fragmenten einer Lange 1936bp. Dabei werden gleichzeitig
mittels Domaine-Primern "kinstliche" gc-reiche Enden an die PCR-Produkte generiert

d)Zweite Bisulfitbehandlung ohne Agarose mit anschlielender ZipTip-Aufreinigung
e)Amplifikation der doppelt bisulfitbehandelten DNA mittels Primern fiir die gc-Domaine
Verwendete Primer:

[0074]
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Bisulfit Primer, ProduktgréBe:2010 bp
gtgatcccgggcgagctcccTAAGTATGTTGAAGARAGATTATTG
gcttgggctgcaggtcgacCTTTTAACCTTCTATCTCATCAAC

1 MDR1-B-U-gc

2 MDR1-B-L-gc
<--gc-domaine-----—~- ><-genspezifische Sequenz-->

Primer fiir doppelt bisulfitierte DNA ohne gc-Domaine, Produkt-gré3e: 154 bp
3 MDR1-2B-U3 tttttttttatttttttattat
4 MDR1-2B-L3 atttttttttattattttttaat

Primer fiir doppelt bisulfitierte DNA mit gc-Domaine, Produkt-gré3e: 2010 bp
56 MDR1-2B-L-gc MDR1-2B-U-gc =~ GTTTGGGTTGTAGGTTGAT ataatcccaaacaaactccc

Versuchsbedingungen:

[0075] Die Restriktion von humaner genomische DNA (Fa. Promega) erfolgte mit Mss1 (Fa. Fermentas) nach Her-
stellerangaben.

[0076] Die erste Bisulfitbehandlung der verdauten DNA erfolgte mit der Agarosemethode, wie sie im Stand der Technik
beschrieben ist.

[0077] Die Amplifikation von DNA erfolgte unter folgenden PCR-Bedingungen (FA. Qiagen):

e 1 I DNA (10 ng bisulfitbehandelte DNA)

e 0.2 plTaqg (1 Unit)

0,2 ul dNTP (25 mM each) 0,25 mM final

* 1 plprimer1 (12,5 pmol/pl) 0,5 pmol/pl final
* 1 plPrimer2 (12,5 pmol/pl) 0,5 pmol/pl final
e 2,5 pl 10fach PCR-Puffer

* 19,1 H,O (molecular grade)

[0078] Folgende Cycler-Programme wurden verwendet:

¢ PCR mit Domaneprimern (Primer1 und 2) nach erster Bisulfitbehandlung:

95°C/20:00; 95°C/1:00; 56 °C/0:45; 72°C/2:00; cycles:40; 72°C/10:00; 4°C/end
¢ PCR nach zweiter Bisulfitbehandlung(Primer 3 und 4):

95°C/20:00; 95°C/1:00; 40 °C/0:45; 72°C/1:00; cycles:40; 72°C/10:00; 4°C/end
* PCR nach zweiter Bisulfitbehandlung(Primer 5 und 5):

95°C/20:00; 95°C/1:00; 56 °C/0:45; 72°C/2:00; cycles:40; 72°C/10:00; 4°C/end

[0079] Die zweite Bisulfitbehandlung des hergestellten PCR-Productes erfolgte ohne Agarose in Lésung . Zur Entfer-
nung der Salze und Chemikalien wurde die doppelt bisulfitierte DNA mit Hilfe der ZipTip®-Methode (FA: Millipore)
aufgereinigt. Dabei wurde folgendermalien vorgegangen:

* neue Spitze 3x mit 10 pnl 2M TEAA Puffer gespuhlt

e 35 pl PCR-Produkt aufgezogen

e 1x Spilen mit 10 pl 2M TEAA

e 3x Spilen mit 10 pnl 0.1M TEAA

*  3x Spulen mit 10 pl Wasser (bidest.)

e Eluieren des Produktes mit 100 wl MeCN (10x10 pl frisches MeCN aufgezogen und in ein Tube eluiert

e 100 pl Eluat wurden unter Vacuum eingetrocknet, in 30 wl Wasser (bidest) resuspendiert und sofort in die PCR
eingesetzt
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA, dadurch gekennzeichnet, dass man die
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folgenden Verfahrensschritte ausfiihrt:

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil &hnliche Base umgewan-
delt wird;

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

c) man setzt das Amplifikat erneut mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unveréndert bleibt
und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt wird;
d) man weist die in dem Amplifikat nach der erneuten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosinbasen
und/oder Guaninbasen nach.

2. Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-

net, dass man die folgenden Verfahrensschritte ausfihrt:

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil &hnliche Base umgewan-
delt wird;

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

c) man setzt das Amplifikat erneut mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt
und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt wird;
d) man amplifiziert die chemisch behandelten Amplifikate aus Schritt ¢) erneut;

e) man weist die in dem Amplifikat verbleibenden Cytosinbasen und/oder Guaninbasen nach.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die chemische Behandlung mit Natriumbisulfit
(=Hydrogensulfit, Disulfit) erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die chemische Behandlung nach Einbetten der DNA
in Agarose erfolgt.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass bei der chemischen Be-
handlung ein die DNA-Duplex denaturierendes Reagenz und/oder ein Radikalfanger zugegen ist.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das denaturierende Reagenz aus einer der folgenden
Substanzen ausgewahlt ist:

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonitril, priméare
Alkohole, sekundéare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Te-
traethylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialkylether, DMSO oder THF.

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass der Radikalfanger aus einer der folgenden
Substanzen ausgewahlt ist:

Di-, Trihydroxybenzole, green tea extract, pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba extract (EGb 761), a
flavonoid blend of several fruit and vegetable extracts (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-O Corp), DPPH (1,1-
Diphenyl-2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-saure), 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-cresol, 3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, E, Q, Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydroxyter-
pene, Flavonoide, Curcumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyl germanium ses-
quioxide, Superoxid dismutase (SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba extract (EGb
761), Di(2-methyl-5-chlorophenyl)dithionate und Cu(ll)-Derivate, Mebendazole, CS (Chloroform soluble) alka-
loidal extract, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,2-naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydro-
xyphenyl)-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-
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naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy-
droxyphenyl) -3-hydroxy-1,4-naphthochinon, 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-methoxy-5,5,8,8-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-tetrahydro-1,2-anthrachinon, 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-butyl-4-oxocyclohexa-
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-dihydro-2H-naphthalin-1-on, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3,4-
dimethoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalin-1-on, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-indan-1-on, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-
tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-inden-1-on]-3-yl,  2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-5,5,8,8-tetrame-
thyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthrachinon,  2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-5,5,8,8-tetramethyl-
5,6,7,8-tetrahydro-1,4-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-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahy-
dro-1,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-
1,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3,5-dibrom-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthra-
chinon, 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-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl)-3-methoxy-1,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-anthrachinon,
5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-1,3-diol, 3-Methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahy-
dronaphthalin-1-ol, 4-(3-Chlor-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoe-
saure, 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-1,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, Methyl-(3-methoxy-1,4-dioxo-1,4-dihydronaph-
thalin-2-yl)-benzoesaure, 4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-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-
5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl-azo)-benzoesaure, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-
oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydrocyclopenta[b]naphthalin-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-5,8-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hy-
droxyphenyl)-3-methoxy-6,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5-
methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-methyl-1,4-naphthochinon,
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-methyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl)-2-methoxy-6-methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,6-dime-
thyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl)-2-methoxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-5-me-
thyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-
Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,8-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphe-
nyl)-3-hydroxy-6,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-methyl-1,4-
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-methyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydro-
xy-6-methyl-1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthochi-
non, 2-(3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-
4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthochinon, 2-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydro-
xy-5,7-dimethyl-1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,7-dimethyl-1,4-naph-
thochinon.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man Reagenzien, die fur
die chemische Behandlung der DNA eingesetzt werden, vor der jeweils nachfolgenden Amplifikation ganz oder
teilweise abtrennt.

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

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die Amplifikation von
mehreren DNA-Abschnitten gleichzeitig in einem Reaktionsgefaly durchfiihrt.

11. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man fiir die Amplifikation
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eine hitzebestédndige DNA-Polymerase verwendet.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man vor den Amplifika-
tionen in den Anspriichen 1 oder 2 eine Desulfonierung der DNA durchfihrt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man die nach der zweiten chemi-
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch Hybridisierungsreaktionen nachweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man die nach der zweiten chemi-
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch spezifischen Einbau von nachweisbaren
Markierungen an den Cytosin- und/oder Guaninbasen nachweist und/oder quantifiziert.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man in Schritt d) gemaR Anspruch
1 oder Schritt €) gemal Anspruch 2 fir die Detektion der vorbehandelten DNA die Amplifikationsprodukte an einen
Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschliessend die folgenden Teilschritte ausfihrt:

a) die amplifizierte genomische DNA wird an mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex
hybridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3’-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis
zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe
zu untersuchen sind;

(b) man verlangert das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase
mindestens um ein Nukleotid, wobei das Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verldngerung
vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man die nach der zweiten chemi-
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch Sequenzierungsreaktionen nachweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man in Schritt d) gemaf Anspruch
1 oder Schritt €) geman Anspruch 2 flr die Detektion der vorbehandelten DNA die Amplifikationsprodukte an einen
Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschliessend die folgenden Teilschritte ausfuhrt:

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung
einer Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht und wobei die
hybridisierten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3’-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10
Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu
untersuchen sind und wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmo-
lekiils hybridisiert, so dass das 5-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch eine Liicke von der
GroRe eines Einzelnukleotides oder bis zu 10 Nukleotiden vom 3’-Ende des hybridisierten Oligonukleotids der
ersten Spezies an der Stelle der besagten ausgewahlten Position getrennt ist;

(b) man verlangert das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels
einer Polymerase um hdchstens die Anzahl von Nukleotiden, die zwischen dem 3’ -Ende des Oligonukleotids
der 1. Spezies und dem 5’-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die Verldangerung vom Me-
thylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt;

(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polyme-
rasereaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies ver-
bunden werden und man dadurch ein Ligationsprodukt erhéalt, sofern im vorangehenden Schritt eine Verlan-
gerung des Oligonukleotids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3’-Ende mit vorhandener 3’-
Hydroxyfunktion des verlangerten Oligonukleotids unmittelbar an das 5’-Ende des Oligonukleotids der zweiten
Spezies angrenzt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekennzeichnet, dass man fiir die Detektion der vorbehan-
delten DNA gemal Schritt d) in Anspruch 1 die PCR-Produkte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man
anschliessend die folgenden Teilschritte ausfiihrt:

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz
von n Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3’-
Ende teilweise oder vollstandig an die Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der geno-
mischen DNA-Probe zu untersuchen sind;
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(b) man verlangert das Oligonukleotid, sofern es mit seinem 3’ Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an
die zu untersuchenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid, wobei
mindestens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Methylierungsstatus
des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte
und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte fir die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung
versieht.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Fluo-
reszenzmarkierungen sind.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Radio-
nuklide sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen ablésbare Mas-
senmarkierungen sind, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen werden.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass bei einer der Amplifika-
tionen einer der Primer an eine Festphase gebunden ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte und/oder
Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte insgesamt im Massenspektrometer nachweist und somit durch
ihre Masse eindeutig charakterisiert sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass man jeweils ein Fragment der
PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachweist.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass man das Fragment des PCR-Produkts und/oder
Verldngerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonukleasen
erzeugt.

Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, dass zur besseren Detektierbarkeit im Massen-
spektrometer die erzeugten Fragmente eine einzelne positive oder negative Nettoladung aufweisen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte und/oder
Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/lonisations Mas-
senspektrometrie (MALDI-TOF) oder mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detektiert und visualisiert.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, wobei die genomische DNA aus einer DNA-Probe erhalten
wurde, wobei Quellen fiir DNA z. B. Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Riickenmarks-Flussigkeit, in Paraffin
einbettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder
Leber, histologische Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon umfassen.

Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspriiche zur Diagnose und/oder Prognose nach-
teiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens einer der folgenden
Kategorien angehdren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden
oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstérungen; klinische, psychologische und soziale Konse-
quenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Stérungen und Persdnlichkeitsstérungen; Demenz und/oder as-
soziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder Krank-
heit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; Verletzung,
Entzlindung, Infektion, Immunitdt und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Korpers
als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopf-
schmerzen oder sexuelle Fehlfunktion.

Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 29 zur Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben
oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung.
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Claims

1. A method for the detection of cytosine methylation in genomic DNA, hereby characterized in that the following
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method steps are conducted:

a) agenomic DNA sample is chemically converted with a reagent, whereby 5-methylcytosine remains unchanged
and cytosine is converted to uracil or another base similar to uracil in its base pairing behavior;

b) the pretreated DNA is amplified with the use of a polymerase and at least one primer oligonucleotide;

c¢) the amplified product is again chemically converted with a reagent, whereby 5-methylcytosine remains un-
changed and cytosine is converted to uracil or another base similar to uracil in its base pairing behavior;

d) the cytosine bases and/or guanine bases remaining in the amplified product after the repeated chemical
treatment are detected.

2. The method for the detection of cytosine methylation in genomic DNA according to claim 1, further characterized

in that the following method steps are conducted:

a) agenomic DNA sample is chemically converted with a reagent, whereby 5-methylcytosine remains unchanged
and cytosine is converted to uracil or another base similar to uracil in its base pairing behavior;

b) the pretreated DNA is amplified with the use of a polymerase and at least one primer oligonucleotide;

c¢) the amplified product is again chemically converted with a reagent, whereby 5-methylcytosine remains un-
changed and cytosine is converted to uracil or another base similar to uracil in its base pairing behavior;

d) the chemically treated amplified product from step c) is again amplified;

e) the cytosine bases and/or guanine bases remaining in the amplified product are detected.

The method according to claim 1 or 2, further characterized in that the chemical treatment is conducted with
sodium bisulfite (= hydrogen sulfite, disulfite).

The method according to claim 3, further characterized in that the chemical treatment is conducted after embedding
the DNA in agarose.

The method according to one of the preceding claims, further characterized in that a reagent that denatures the
DNA duplex and/or a radical trap is (are) present in the chemical treatment.

The method according to claim 5, further characterized in that the denaturing reagent is selected from one of the
following substances: polyethylene glycol dialkyl ether, dioxane and substituted derivatives, urea or derivatives,
acetonitrile, primary alcohols, secondary alcohols, tertiary alcohols, diethylene glycol dialkyl ether, triethylene glycol
dialkyl ether, tetraethylene glycol dialkyl ether, pentaethylene glycol dialkyl ether, hexaethylene glycol dialkyl ether,
DMSO or THF.

The method according to claim 5 or 6, further characterized in that the radical trap is selected from one of the
following substances:

di- and trihdroxybenzenes, green tea extract, pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba extract (EGb 761),
a flavonoid blend of several fruit and vegetable extracts (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-O Corp), DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl), NDGA (nordihydroguaiaretic acid), Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane
2-carboxylic acid), 2,6-di-tert-butylphenol, 4-methyl-di-tertbutylphenol, 4-methoxy-di-tert-butylphenol, 2,6-di-
tert-butyl-p-cresol, 3,4-dihydroxybenzoic acid, vitamins C, E, Q, hydroquinone, ubiquinone, lignans, hydroxyter-
penes, flavonoids, curcumin, tannins, retinoic acid compounds, Ge-132 bisbetacarboxyethyl germanium ses-
quioxides, superoxide dismutase (SOD), superoxide catalase, alpha-naphthoflavone, Ginkgo biloba extract
(EGb 761), di-(2-methyl-5-chlorophenyl)dithionate and Cu(ll) derivatives, mebendazole, CS (chloroform-solu-
ble) alkaloidal extract, 4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-1,2-naphthoquinone, 4-(3,5-di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-1,2-naphthoquinone, 4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-1,2-naphthoqui-
none, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-bromo-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphe-
nyl)-3-chloro-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-1,4-naphthoquinone,
2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-naphthoquinone,  2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-
1,4-naphthoquinone, 4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-
1,2-anthraquinone,  4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-
1,2-anthraquinone, 4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,2-anthraqui-
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none, 3-bromo-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,2-anthraqui-
none, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienylidene)-indane-1,3-dione,  2-(3,5-di-tert-butyl-4-oxocy-
clohexa-2,5-dienylidene)-3,4-epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalene-1-one, 2-(3,5-di-tert-
butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienylidene)-3,4-epoxy-3,4-dimethoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalene-1-one, 2-(3,5-
di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-indane-1-one,  3,3-bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-indene-1-on]-3-yl,
2-(3,5- di- tert- butyl- 4- hydroxyphenyl)- 3- bromo- 5,5,8,8- tetramethyl- 5,6,7,8- tetrahydro- 1,4- anthraquinone,
2-(3,5- di- tert- butyl- 4- hydroxyphenyl)- 3- chloro- 5,5,8,8- tetramethyl- 5,6,7,8- tetrahydro- 1,4- anthraquinone,
2-(3,5-di-tert-butyl- 4- hydroxyphenyl)- 3- methoxy- 5,5,8,8- tetramethyl- 5,6,7,8- tetrahydro- 1,4-anthraquinone,
2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-1,4-anthraquinone,
2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthraquinone, 2-bromo-3-(3-
bromo-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthraquinone, 2-bromo-
3-(3,5-dibromo-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthraquinone, ~ 2-bromo-3-(3-
bromo-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-1,4-anthraquinone,  3-
bromo-2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-1,4-anthraquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-meth-
oxy-1,4-anthraquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-anthraquinone, 5, 5, 8 , 8-tetram-
ethyl-5,6 , 7, 8-tetrahydronaphthalene-1,3-diol, 3-methoxy-5 , 5 , 8 , 8-tetramethyl-5 ,6 , 7 , 8-tetrahydronaph-
thalene-1-ol, 4-(3-chloro-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl) benzoic acid, me-
thyl-4-(3-chloro-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl) benzoate, 4-(3-hydroxy-
1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl) benzoic acid, methyl-(3-methoxy-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)
benzoic acid, 4-(3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl) benzoic acid,
methyl-4-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl-azo) benzoate, 4-(3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-
1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl-azo) benzoic acid, 3-(3,5-di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-di-
enylidene)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydrocyclopenta[b]naphthalene-1,2-dione,  3-(3,5-di-tert-butyl-4-
oxocyclohexa-2,5-dienylidene)-5, 5, 8, 8-tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydroanthracene-3H-1,2,4-trione, 2-(3, 5-
di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,8-dimethyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl)-3-methoxy-6,7-dimethyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5-me-
thyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-methyl-1,4-naphthoquinone,
2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-methyl-1,4-naphthoquinone, 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl)-2-methoxy-6-methyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,6-dime-
thyl-1,4-naphthoquinone, 3-(3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthoquinone,
2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthoquinone, 3-(3, 5-di-tert-butyl-4-hy-
droxyphenyl)-2-methoxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-
5-methyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl-1,4-naphthoquinone,
2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,8-dimethyl-1,4-naphthoquinone,  2-(3,5-di-tert-butyl-4-hy-
droxyphenyl)-3-hydroxy-6,7-dimethyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-
methyl-1,4-naphthoquinone,  3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5-methyl-1,4-naphthoquinone,
2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-6-methyl-1,4-naphthoquinone, 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenyl)-2-hydroxy-6-methyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dime-
thyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3-bromo-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthoqui-
none, 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,6-dimethyl-1,4-naphthoquinone, 2-(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,7-dimethyl-1,4-naphthoquinone, 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-
5,7-dimethyl-1,4-naphthoquinone.

The method according to one of the preceding claims, further characterized in that the reagents which are used
for the chemical treatment of DNA are completely or partially eliminated prior to the subsequent amplification.

The method according to one of the preceding claims, further characterized in that the samples are diluted after
the chemical treatment, prior to the amplification.

The method according to one of the preceding claims, further characterized in that the amplification of several
DNA segments is conducted simultaneously in one reaction vessel.

The method according to one of the preceding claims, further characterized in that a heat-stable DNA polymerase
is used for the amplification.

The method according to one of the preceding claims, further characterized in that a desulfonation of the DNA is
conducted prior to the amplifications in claims 1 or 2.
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The method according to one of claims 1 to 12, further characterized in that the cytosine and/or guanine bases
that remain after the second chemical treatment are detected by hybridization reactions.

The method according to one of claims 1 to 12, further characterized in that the cytosine and/or guanine bases
that remain after the second chemical treatment are detected and/or quantified by specific incorporation of detectable
labels in the cytosine and/or guanine bases.

The method according to one of claims 1 to 12, further characterized in that in step d) according to claim 1 or step
e) according to claim 2 for the detection of the pretreated DNA, the amplification products are hybridized to an
oligonucleotide array and then the following substeps are conducted: a) the amplified genomic DNA is hybridized
to at least one oligonucleotide with the formation of a duplex, whereby said hybridized oligonucleotide lies directly
adjacent at its 3’-end, or at a distance of up to 10 bases, to the positions which are to be investigated relative to
their methylation in the genomic DNA sample;

b) the oligonucleotide with known sequence of n nucleotides is extended by means of a polymerase by at least
one nucleotide, whereby the nucleotide bears a detectable label and the extension of the respective cytosine
in the genomic DNA sample depends on the methylation state.

The method according to one of claims 1 to 12, further characterized in that the cytosine and/or guanine bases
that remain after the second chemical treatment are detected by sequencing reactions.

The method according to one of claims 1 to 12, further characterized in that in step d) according to claim 1 or step
e) according to claim 2 for the detection of the pretreated DNA, the amplification products are hybridized to an
oligonucleotide array and then the following substeps are conducted:

(a) a set of oligonucleotides is hybridized to the amplified genomic DNA with the formation of a duplex, wherein
this set of oligonucleotides is comprised of two different species and wherein the hybridized oligonucleotides
of the first species lie directly adjacent at their 3’-end, or at a distance of up to 10 bases, to the positions which
are to be investigated relative to their methylation in the genomic DNA sample and whereby the second oligo-
nucleotide of the second species hybridizes to a second region of the target molecule, so that the 5’-end of the
oligonucleotide of the second species is separated by a gap of the magnitude of a single nucleotide or up to 10
nucleotides from the 3’-end of the hybridized oligonucleotide of the first species at the site of said selected
position;

(b) the oligonucleotide of the first species with known sequence of n nucleotides is extended by means of a
polymerase by at most the number of nucleotides which lie between the 3’-end of the oligonucleotide of the first
species and the 5’-end of the oligonucleotide of the second species, wherein the extension depends on the
methylation state of the respective cytosine in the genomic DNA sample;

(c) the oligonucleotide is incubated in the presence of a ligase, whereby the oligonucleotide of the first species
and the oligonucleotide of the second species that lie next to one another and that have been extended by the
polymerase reaction are joined and a ligation product is obtained in this way, as long as an extension of the
oligonucleotide of the first species has been produced in the preceding step, so that now the 3’-end with the
present 3’-hydroxy function of the extended oligonucleotide is directly adjacent to the 5°-end of the oligonucleotide
of the second species.

The method according to one of claims 1 to 12, further characterized in that according to step d) in claim 1, for
the detection of the pretreated DNA, the PCR products are hybridized to an oligonucleotide array and then the
following substeps are conducted:

(a) the amplified genomic DNA is hybridized to at least one oligonucleotide with known sequence of n nucleotides
with the formation of a duplex, whereby said hybridized oligonucleotides with their 3’-end hybridize partially or
completely to the positions which are to be investigated with respect to their methylation in the genomic DNA
sample;

b) the oligonucleotide, insofar as it has previously hybridized by its 3'-terminus without erroneous base pairing
to the position to be investigated, is extended by means of a polymerase by at least one nucleotide, whereby
at least one nucleotide bears a detectable label and the extension of the respective cytosine in the genomic
DNA sample depends on the methylation state.

The method according to one of the preceding claims, further characterized in that the PCR products and/or
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extension products and/or ligation products are provided with a detectable label for the detection.
The method according to one of the preceding claims, further characterized in that the labels are fluorescent labels.
The method according to one of the preceding claims, further characterized in that the labels are radionuclides.

The method according to one of claims 1 to 19, further characterized in that the labels are removable mass labels
which are detected in a mass spectrometer.

The method according to one of the preceding claims, further characterized in that in one of the amplifications,
one of the primers is bound to a solid phase.

The method according to one of claims 1 to 19, further characterized in that the PCR products and/or extension
products and/or ligation products overall are detected in the mass spectrometer and thus are clearly characterized
by their mass.

The method according to one of claims 1 to 19, further characterized in that a fragment of the PCR products and/or
extension products and/or ligation products is detected each time in the mass spectrometer.

The method according to claim 25, further characterized in that the fragment of the PCR product and/or extension
product and/or ligation product is produced by digestion with one or more exo- or endonucleases.

The method according to claim 25 or 26, further characterized in that the generated fragments have a single
positive or negative net charge for better detectability in the mass spectrometer.

The method according to one of claims 1 to 19, further characterized in that the PCR products and/or extension
products and/or ligation products are detected and visualized by means of matrix-assisted laser desorption/ionization
mass spectrometry (MALDI-TOF) or by means of electrospray mass spectrometry (ESI).

The method according to one of the preceding claims, wherein the genomic DNA has been obtained from a DNA
sample, whereby sources for DNA include, e.g., cell lines, blood, sputum, stool, urine, cerebrospinal fluid, tissue
embedded in paraffin, for example tissue from eyes, intestine, kidney, brain, heart, prostate, lungs, breast or liver,
histological slides and all possible combinations thereof.

Use of a method according to one of the preceding claims for the diagnosis and/or prognosis of adverse events for
patients or individuals, whereby these adverse events belong to at least one of the following categories: undesired
drug interactions; cancer diseases; CNS malfunctions, damage or disease; symptoms of aggression or behavioral
disturbances; clinical, psychological and social consequences of brain damage; psychotic disturbances and per-
sonality disorders; dementia and/or associated syndromes; cardiovascular disease, malfunction and damage; mal-
function, damage or disease of the gastrointestinal tract; malfunction, damage or disease of the respiratory system;
lesion, inflammation, infection, immunity and/or convalescence; malfunction, damage or disease of the body as a
consequence of an abnormality in the development process; malfunction, damage or disorder of the skin, the
muscles, the connective tissue or the bones; endocrine and metabolic malfunction; headaches or sexual malfunc-
tions.

Use of the method according to one of claims 1 to 29 for distinguishing cell types or tissues or for investigating cell
differentiation.

Revendications

1.

Procédé pour la détection d’'une méthylation de la cytosine dans un ADN génomique, caractérisé en ce que I'on
met en oeuvre les étapes suivantes :

a) on fait chimiquement réagir un échantillon d’ADN génomique avec un réactif, la 5-méthylcytosine restant
non modifiée et la cytosine étant convertie en uracile ou en une autre base analogue a I'uracile pour ce qui est
de son comportement en appariement de bases ;

b) on amplifie ’ADN prétraité en utilisant une polymérase et au moins un oligonucléotide amorce ;
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c) on fait chimiquement réagir de nouveau I'amplifiat avec un réactif, la 5-méthylcytosine restant non modifiée
et la cytosine étant convertie en uracile ou en une autre base analogue a l'uracile pour ce qui est de son
comportement en appariement de bases ;

d) on détecte les bases cytosines et/ou les bases guanines restant dans I'amplifiat aprés le nouveau traitement
chimique.

2. Procédé pour la détection d’'une méthylation de la cytosine dans un ADN génomique selon la revendication 1,
caractérisé en ce que |'on met en oeuvre les étapes suivantes :

a) on fait chimiquement réagir un échantillon d’ADN génomique avec un réactif, la 5-méthylcytosine restant
non modifiée et la cytosine étant convertie en uracile ou en une autre base analogue a 'uracile pour ce qui est
de son comportement en appariement de bases ;

b) on amplifie TADN prétraité en utilisant une polymérase et au moins un oligonucléotide amorce ;

¢) on fait chimiquement réagir de nouveau I'amplifiat avec un réactif, la 5-méthylcytosine restant non modifiée
et la cytosine étant convertie en uracile ou en une autre base analogue a l'uracile pour ce qui est de son
comportement en appariement de bases ;

d) on amplifie de nouveau I'amplifiat chimiquement traité de I'étape c) ;

e) on détecte les bases cytosines et/ou les bases guanines restant dans I'amplifiat.

3. Procédeé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que le traitement chimique est effectué avec du bisulfite
de sodium (= hydrogénosulfite, disulfite).

4. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le traitement chimique est effectué aprés enrobage de
I’ADN dans de 'agarose.

5. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu’un réactif dénaturant le duplex d’ADN
et/ou un fixateur de radicaux sont présents lors du traitement chimique.

6. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce que le réactif dénaturant est choisi parmi les substances
suivantes :

les éthers dialkyliques du polyéthyleneglycol, le dioxanne et ses dérivés substitués, 'urée ou ses dérivés,
I'acétonitrile, les alcools primaires, les alcools secondaires, les alcools tertiaires, les éthers dialkyliques du
diéthyleneglycol, les éthers dialkyliques du triéthyléneglycol, les éthers dialkyliques du tétraéthyléneglycol, les
éthers dialkyliques du pentaéthyléneglycol, les éthers dialkyliques de I'hexaéthyléneglycol, le DMSO et le THF.

7. Procédé selon larevendication 5 ou 6, caractérisé en ce que le fixateur de radicaux est choisi parmiles substances
suivantes :

les dihydroxybenzénes, les trihydroxybenzeénes, I'extrait de thé vert, I'extrait d’écorce de pin (pycnogénol),
I'extrait de Ginkgo biloba (EGb 761), un mélange de flavonoides de plusieurs extraits de fruits et de légumes
(GNLD), un bio-normalisateur (Sun-O Corp.), le DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle), le NDGA (acide nor-
dihydroguaiarétique), le trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchromanne-2-carboxylique), le 2,6-di-tert-
butylphénol, le 4-méthyl-di-tert-butylphénol, le 4-méthoxy-di-tert-butylphénol, le 2,6-di-tert-butyl-p-crésol, 'acide
3,4-dihydroxybenzoique, la vitamine C, la vitamine E, la vitamine Q, I’hydroquinone, I'ubiquinone, les lignanes,
les hydroxyterpénes, les flavonoides, le curcumin, les tanins, les composés de I'acide rétinoique, le Ge-132
sesquioxyde de bisbéta-carboxyéthylgermanium, la superoxyde-dismutase (SOD), la superoxyde-catalase,
I'alpha-naphtoflavone, I'extrait de Ginkgo biloba (EGb 761), le dithionate de di(2-méthyl-5-chlorophényle) et les
dérivés de Cu(ll), les mébendazoles, I'extrait alcaloide CS (soluble dans le chloroforme), la 4-(3,5-di-tert-butyl-
4-hydroxyphényl)-3-hydroxy-1,2-naphtoquinone, la 4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-méthoxy-1,2-naph-
toquinone, la 4-(3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-1,2-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-
3-bromo-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-chloro-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-
tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-méthoxy-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-hydroxy-
1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-1,4-naphtoquinone, la 4-(3,5-di-tert-butyl-4-hy-
droxyphényl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,2-anthraquinone, la 4-(3,5-di-tert-butyl-4-hy-
droxyphényl)-3-méthoxy-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,2-anthraquinone, la 4-(3,5-di-tert-butyl-4-hy-
droxyphényl)-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,2-anthraquinone, la 3-bromo-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hy-
droxyphényl)-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,2-anthraquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-
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2,5-diénylidene)-indane-1,3-dione, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-diénylidene)-3,4-époxy-3-hy-
droxy-4-méthoxy-3,4-dihydro-2H-naphtalén-1-one, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-diénylidene)-
3,4-époxy-3,4-diméthoxy-3,4-dihydro-2H-naphtalén-1-one, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-indan-1-
one, le 3,3-bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-indén-1-one]-3-yle, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-
3-bromo-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6, 7, 8-tétrahydro-1,4-anthraquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-
chloro-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,4-anthraquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-
méthoxy-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,4-anthraquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-
hydroxy-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,4-anthraquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-
5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,4-anthraquinone, la 2-bromo-3- (3-bromo-5-tert-butyl-4-hydroxyphé-
nyl)-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,4-anthraquinone, la 2-bromo-3-(3,5-dibromo-4-hydroxyphényl)-
5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,4-anthraquinone, la 2-bromo-3- (3-bromo-5-tert-butyl-4-hydroxyphé-
nyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-1,4-anthraquinone, la 3-bromo-2-(3,5-di-tert-butyl-4-hy-
droxyphényl)-1,4-anthraquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-méthoxy-1,4-anthraquinone, la
2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-hydroxy-1,4-anthraquinone, le 5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydro-
naphtaléne-1,3-diol, le 3-méthoxy-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydronaphtalen-1-ol, I'acide 4-(3-chloro-
5,5,8,8-tétraméthyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracén-2-yl)-benzoique, le 4-(3-chloro-5,5,8,8-tétramé-
thyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoate de méthyle, I'acide 4-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphtalén-2-yl)-benzoique, I'acide (3-méthoxy-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphtalén-2-yl)-benzoate de mé-
thyle, I'acide 4-(3-hydroxy-5,5,8,8-tétraméthyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoique, le
4-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphtalén-2-yl-azo)-benzoate de méthyle, I'acide 4-(3-hydroxy-5,5,8,8-té-
traméthyl-1,4-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydroanthracén-2-yl-azo)-benzoique, la 3-(3,5-di-tert-butyl-4-oxocyclo-
hexa-2,5-diénylidéne)-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydrocyclopenta[b]naphtaléne-1,2-dione, la 3-(3,5-di-
tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-diénylidéne)-5,5,8,8-tétraméthyl-5,6,7,8-tétrahydroanthracéne-3H-1,2,4-trione,
la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-méthoxy-5,8-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphényl)-3-méthoxy-6,7-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-mé-
thoxy-5-méthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-2-méthoxy-5-méthyl-1,4-naphto-
quinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-méthoxy-6-méthyl-1,4-naphtoquinone, la 3-(3,5-di-tert-bu-
tyl-4-hydroxyphényl)-2-méthoxy-6-méthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-mé-
thoxy-5,6-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la 3-(3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-2-méthoxy-5,6-diméthyl-1, 4-
naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-méthoxy-5,7-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la 3-(3, 5-
di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-2-méthoxy-5,7-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy-
phényl)-3-éthylthio-5-méthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-éthylthio-6-méthyl-
1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-hydroxy-5,8-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la
2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-hydroxy-6,7-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hy-
droxyphényl)-3-hydroxy-5-méthyl-1,4-naphtoquinone, la 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-2-hydroxy-5-
méthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-hydroxy-6-méthyl-1,4-naphtoquinone, la
3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-2-hydroxy-6-méthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy-
phényl)-3-hydroxy-5,6-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la 2-(3-bromo-5-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-hydroxy-
5,6-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-2-hydroxy-5,6-diméthyl-1,4-naphto-
quinone, la 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphényl)-3-hydroxy-5,7-diméthyl-1,4-naphtoquinone, la 3-(3,5-di-tert-
butyl-4-hydroxyphényl)-2-hydroxy-5,7-diméthyl-1,4-naphtoquinone.

Procédé selon l'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on sépare en totalité ou en partie
des réactifs qui sont utilisés pour le traitement chimique de 'ADN, avant I'amplification effectuée ensuite.

Procédeé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que 'on dilue I'échantillon apres le traite-
ment chimique et avant 'amplification.

Procédé selon 'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on met en oeuvre simultanément
dans un réacteur 'amplification de plusieurs segments d’ADN.

Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on utilise pour I'amplification une
ADN-polymérase résistante a la chaleur.

Procédé selon 'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on met en oeuvre une désulfonation
de 'ADN avant les amplifications des revendications 1 ou 2.

Procédé selon I'une des revendications 1 a 12, caractérisé en ce que 'on détecte par des réactions d’hybridation
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les bases cytosines et/ou guanines restant aprés le deuxiéme traitement chimique.

Procédé selon'une des revendications 1 a 12, caractérisé en ce que I'on détecte et/ou quantifie les bases cytosines
et/ou guanines restant aprés le deuxiéme traitement chimique, par incorporation spécifique de marqueurs détecta-
bles sur les bases cytosines et/ou guanines.

Procédé selon I'une des revendications 1 a 12, caractérisé en ce que, dans I'étape d) selon la revendication 1 ou
dans I'étape e) selon la revendication 2, on hybride, pour la détection de 'ADN prétraité, les produits d’amplification
a une puce d’oligonucléotides, puis on procede aux étapes partielles suivantes :

a) on hybride ’ADN génomique amplifi€¢ a au moins un oligonucléotide, avec formation d’'un duplex, les oligo-
nucléotides hybridés en question délimitant , par leur extrémité 3’, directement ou avec un écart allant jusqu’a
10 bases, les positions qui doivent faire I'objet d’'un examen pour ce qui est de leur méthylation dans I'échantillon
d’ADN génomique ;

b) on prolonge d’au moins un nucléotide I'oligonucléotide ayant une séquence connue de n nucléotides a I'aide
d’'une polymérase, le nucléotide portant un marqueur détectable et le prolongement dépendant de I'état de
méthylation de la cytosine considérée dans I'échantillon d’ADN génomique.

Procédé selon I'une des revendications 1 a 12, caractérisé en ce que I'on détecte par des réactions de séquencgage
les bases cytosines et/ou guanines restant aprés le deuxieme traitement chimique.

Procédé selon I'une des revendications 1 a 12, caractérisé en ce que, dans I'étape d) selon la revendication 1 ou
dans I'étape e) selon la revendication 2, on hybride, pour la détection de 'ADN prétraité, les produits d’amplification
a une puce d’oligonucléotides, puis on met en oeuvre les étapes partielles suivantes :

(a) on hybride un ensemble d’oligonucléotides a 'ADN génomique amplifié, avec formation d’'un duplex, cet
ensemble d’oligonucléotides étant constitué de deux espéces différentes et les oligonucléotides hybridés de la
premiere espéce délimitant, par leur extrémité 3’, directement ou avec un écart allant jusqu’a 10 bases, les
positions qui doivent étre examinées pour ce qui est de leur méthylation dans I'échantillon d’ADN génomique,
et le deuxiéme oligonucléotide de la deuxiéme espéce s’hybridant a une deuxiéme région de la molécule cible,
de telle sorte que I'extrémité 5’ de l'oligonucléotide de la deuxiéme espéce soit séparée, par un espace ayant
la taille d’un oligonucléotide unique, ou allant jusqu’a 10 nucléotides, de I'extrémité 3’ de I'oligonucléotide hybridé
de la premiére espéce, sur le site de la position sélectionnée en question ;

(b) on prolonge, al'aide d’une polymérase, I'oligonucléotide de la premiére espéce, ayant une séquence connue
de n nucléotides, d’au plus le nombre de nucléotides qui se trouvent entre I'extrémité 3’ de I'oligonucléotide de
la premiére espéce et I'extrémité 5’ de I'oligonucléotide de la deuxiéme espece, le prolongement dépendant
de I'état de méthylation de la cytosine considérée dans I'échantillon d’ADN génomique

(c) on incube les oligonucléotides en présence d’une ligase, I'oligonucléotide de la premiere espéce prolongé
par la réaction par polymérase et I'oligonucléotide de la deuxiéme espéce étant reliés I'un a l'autre, et on obtient
de ce fait un produit de ligature, du moment que, dans I'étape précédente, un prolongement de I'oligonucléotide
de la premiére espece a eu lieu de telle sorte que I'extrémité 3’, possédant une fonction 3’-hydroxy, de 'oligo-
nucléotide prolongé est désormais directement délimitée par I'extrémité 5’ de I'oligonucléotide de la deuxieme
espece.

Procédé selon 'une des revendications 1 a 12, caractérisé en ce que, pour la détection de 'ADN prétraité selon
I’étape d) de la revendication 1, on hybride les produits de la PCR sur une puce d’oligonucléotides, puis on met en
oeuvre les étapes partielles suivantes :

(a) on hybride 'ADN génomique amplifié a au moins un oligonucléotide ayant une séquence connue de n
nucléotides, avec formation d’'un duplex, les oligonucléotides hybridés en question s’hybridant, par leur extrémité
3’, en totalité ou en partie aux positions qui doivent étre examinées pour ce qui est de leur méthylation dans
I'échantillon d’ADN génomique ;

(b) on prolonge I'oligonucléotide, dans la mesure ou il s’est hybridé au préalable, par son extrémité 3’, sans
défaut d’appariement de bases, a la position devant étre étudiée, d’au moins un nucléotide et a I'aide d’'une
polymérase, au moins un nucléotide portant un_ marquage détectable et le prolongement dépendant de I'état
de méthylation de la cytosine considérée de I'échantillon d’ADN génomique.

19. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on pourvoit d’'un marqueur détectable
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les produits de la PCR et/ou les produits de prolongement et/ou les produits de ligature, pour permettre la détection.

Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que les marqueurs sont des marqueurs
fluorescents.

Procédé selon'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que les marqueurs sont des radionucléides.

Procédé selon I'une des revendications 1 a 19, caractérisé en ce que les marqueurs sont des marqueurs de masse
détachables, qui sont détectés dans un spectrométre de masse.

Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'une des amorces est liée a une phase
solide lors de 'une des amplifications.

Procédé selon I'une des revendications 1 a 19, caractérisé en ce que I'on détecte globalement au spectrométre
de masse les produits de la PCR et/ou les produits de prolongement et/ou les produits de ligature, et de ce fait on
les caractérise sans ambiguité par leur masse.

Procédé selon'une des revendications 1 a 19, caractérisé en ce que, dans chaque cas, on détecte au spectrometre
de masse un fragment des produits de la PCR et/ou des produits de prolongement et/ou des produits de ligature.

Procédé selon la revendication 25, caractérisé en ce que I'on produit par digestion avec une ou plusieurs exo- ou
endonucléases le fragment du produit de la PCR et/ou du produit de prolongement et/ou du produit de ligature.

Procédé selon la revendication 25 ou 26, caractérisé en ce que, pour améliorer la détectabilité au spectrometre
de masse, les fragments produits présentent une charge nette positive ou négative unique.

Procédé selon I'une des revendications 1 a 19, caractérisé en ce que I'on détecte et visualise les produits de la
PCR et/ou les produits de prolongement et/ou les produits de ligature par une spectrométrie de masse a désorption/
ionisation laser assistée par matrice (MALDI-TOF) ou par une spectrométrie de masse par électro-nébulisation (ESI).

Procédé selon I'une des revendications précédentes, dans lequel 'ADN génomique a été obtenu a partir d’'un
échantillon d’ADN, les sources d’ADN comprenant par exemple les lignées cellulaires, le sang, le crachat, les selles,
I'urine, le liquide céphalo-rachidien, les tissus enrobés dans de la paraffine, par exemple les tissus des yeux, de
l'intestin, des reins, du cerveau, du coeur, de la prostate, des poumons, du sein ou du foie, les porte-objets histo-
logiques, et toutes leurs combinaisons possibles.

Utilisation d’'un procédé selon I'une des revendications précédentes pour le diagnostic et/ou le pronostic d’événe-
ments indésirables pour des patients ou des individus, dans laquelle ces événements indésirables appartiennent
a au moins l'une des catégories suivantes : les effets indésirables des médicaments; les maladies cancéreuses ;
les dysfonctionnements, les Iésions ou les maladies du SNC ; les symptémes d’agression ou les troubles du
comportement ; les conséquences cliniques, psychologiques et sociales des Iésions cérébrales ; les troubles psy-
chotiques et les troubles de la personnalité ; la démence et/ou les syndromes associés ; les maladies, dysfonction-
nements et lésions cardiovasculaires ; les dysfonctionnements, Iésions ou maladies du tractus gastro-intestinal ;
les dysfonctionnements, les Iésions ou les maladies du systéme respiratoire ; les lésions, les inflammations, les
infections, 'immunité et/ou la reconvalescence ; les dysfonctionnements, les Iésions ou les maladies de I'organisme,
en tant qu’anomalies du processus de développement ; les dysfonctionnements, les Iésions ou les maladies de la
peau, des muscles, du tissu conjonctif ou des os ; les dysfonctionnements, les Iésions ou les maladies endocriniens
et métaboliques ; les céphalées ou les dysfonctionnements sexuels.

Utilisation d’'un procédé selon I'une des revendications 1 a 29 pour distinguer des types cellulaires ou des tissus,
ou pour étudier la différenciation cellulaire.
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Fig. 2
1 gccaagaacaaaatatatcaagataaggaaaattigtagtcaagaatagaaaaaaattat

61 ggctttgaagtatgagttatttaaagaaagtggaaacatcctcagactatgcagtaaaaa
121 acaaagtgattttcttctictaaacttatgcaataaactgataggtaatatgtgaaagtc

181 atagaatgtagactagaggatacaacaaacctatttcctctatgttcataagaagtaaga
241 aaagctctgatgtgagttagcattgct&acaattttgaattgtgcagattgcacgtact

301 tttectcagtttgaagtaaatagtggacaggaaaaaatattaaatgttggcagtaaatat

361 ggaaggaaattacaactaatgtaatatgctaaaacatgctatgtttattttactaatttg

421 aattaaaatgtaagaatttaaaatgccctggaaaaacacgggcattgatctgacgtctga
481 agttttaaaatattacacactttgaaatagcatttgtaccttgaaatacctgtctctata

541 tattttttaaaacttcctttttctttcattccatttatcatcaaataaaggatgaacaga

601 tgtaactcagaaactgtcaagcatgctgaagaaagaccactgcagaaaaatttctcctag
661 ccttttcaaaggtgttaggaagcagaaaggtgatacagaattggagaggtcggagttttt
721 gtattaactgtattaaatgcgaatcccgagaaaatttcecttaactacgtcectgtagtta

781 tatggatatgaagacttatgtgaactttgaaagacgtgtctacataagttgaaatgtccc

841 caatgattcagctgatgcgcegttictctacttgecctttctagagaggtgcaacggaage

901 cagaacattcctectggaaattcaacctgtttegeagtttctcgaggaatcagceattcag

961 tcaatccgggccgggagceagtcatctgtggtgaggetgattggetgggcaggaacagege
1021 cggggcgtgggctgagcacagecgceticgctetctttgccacaggaagectgagcetcatt
1081 cgagtagcggctcticcaagctcaaagaagcagaggcecgctgttcgtttectttaggtct
1141 ttccactaaagtcggagtatcticttccaaaatttcacgtcttggtggcecgttccaagga
1201 gcgcgaggtaggggcacgcaaagctgggagctactatgggacagticccaagtgtcagge
1261 tttcagatttcctgaacttggtcttcacgggagaagggcttcttgaggegtggatagtgt
1321 gaagtcctctggcaagtccatggggaccaagtggggttagatctagactcaggagetect
1381 ggagcagcgcccaaaccgtagtggcactggaccatgtigeccggagegegeacagecege
1441 gcggtgcggggacctgctctctgageccgegggeggtgggtgggaggaageategtecgce
1501 ggcgactggaaccgggagggagaatcgcactggcggegggcaaagtecagaacgegcetge
1561 cagacccecaactctgecttcgtggagatgctggagacccecgegeacaggaaagecectg
1621 cagtgcccatcgeggecagagcagetggggcatcaacggegggegceteectettactget
1681 ctctggcticgacgggggactagaggttagtctcacctccagegegectgaggcetcatge
1741 atttggctaatgagctgcggttictcttcaggtcgggatggatcttgaaggggaccgeaa
1801 tggaggagcaaagaagaagaacttttttaaactgaacaataaaaggtaactagcttgttt
1861 cattttcatagtttacatagttgcgagatttgagtaatttatttctagectccagetctg

1921 aaataaatgacatgttgttgttittaattatttttaagaaacgcaagctagectttggaa

1981 tcaatatccctgcttagagcagaagtttgttggctgagtggagcacageatatgeatttt
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Fortsetzung Fig. 2

2041 ccctgtcttttitgtictticttttaatgatacataatattttacatatttatgaaatgg

2101 ggtacatggaagcgttttttacatgeccggaatgtgtaatgatcaagtccgggtattiga
2161 aggatacatcaccttaggtatatttcattctatgtgttgataacattttaagtcttcta
2221 gctactttgaaatatacaatatattgctaactgtagtcaccctegtetgctatcgaacat
2281 tggaacttattigtcctatccaaccgttcttagtcattcaccaacctcttttcatticac
2341 ctttttacccttrccggcctctttcecttagtcttggtgtgectctttctcagetttect

2401 gccccagacaggcggatgctcatatgtgtttctgtcttatgaacttctgcttttéaagtg
2461 gtgttggtcgcccacacgtgagecatatgetgetggtgatctgetctgtggtecaggcte
2521 ttgcttccggtaaatggctatgtaaacatcgegtitgtggectggetgatgagacagaag
2581 gtcaaaagtacatttaggttgttaactggcaataaatatctgtatataatattggtaatg
2641 taatcatatagggaaaataattatttaaagtaaattttgatcatggtgctctgectitat
2701 agaatatttaaaacttcactaaatagattcattgttagtagtaaattgtaaaatagacta
2761 gtaagtttaataatattagaaactgtaatgtaaattataagataaattagctaaacacat
2821 taatattataagaaaccaagctittcagtgtaagagaaaaaatacaaatgtggaaatcaa
2881 atacatttttaaaaataatgttaagtttgaattagaaatttcaatatgaatt
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Fig.3

S5'gtgatcccgggcgagctcccTAAGTATGTTGAAGAAAGATTATTGlagaaaaatttittttagtttttttaaaggtgtt
aggaagtagaaaggtgatatagaattggagaggtCGgagtttttgtattaatigtattaaatgCGaatttCGagaaaattttttttaattaC
GttttgtagttatatggatatgaagatttatgtgaattttgaaagaCGtgtttatataagttgaaatgtttttaatgatttagttgatg CGCGtit
ttttatttgttttttttagagaggtgtaaCGgaagttagaatattttttttggaaatttaatttgtttCGtagtttttCGaggaattagtatttagtta
attCGggtCGggagtagttatttgtggtgaggttgattggttgggtaggaatagCGtCGgggCGtgggttgagtatagtCGHCGttt
ttttgttataggaagtttgagtttattCGagtagCGgtttttttaagtttaaagaagtagaggtCGtigttCGttttttttaggtttttttattaaag
tCGgagtatttttttttaaaattttaCGttttggtggtCGttttaaggagCGCGaggtaggggtaCGtaaagttgggagttattatgggata
gtttttaagtgttaggtttttagatttttigaatitggtttttaCGggagaagggttitttgaggCGtggatagtgtgaagttttttggtaagtitat
ggggattaagtggggttagatttagatttaggagttittggagtagCGtttaaatCGtagtggtattggattatgttgttCGgagCGCGtat
agttCGCGCGgtgCGgggatttgttttttgagttCGCGggCGgtgggtgggaggaagtatCGttCGCGgCGattggaatCGggag
ggagaatCGtattggCGgCGggtaaagtttagaaCGCGligttagatttttaatttigttttCGtggagatgttggagattt CGCGtatag
gaaagtttttgtagtgtttatCGCGgttagagtagtiggggtattaaCGgCGggCGtttttttttattgtttitiggtttCGaCGggggatta
gaggttagttttatttttagCGCGtitgaggtitatgtatttggttaatgagttgCGgttttttittaggtCGggatggattttgaaggggatCG
taatggaggagtaaagaagaagaatttttitaaattgaataataaaaggtaattagttigttittatitttatagtitatatagttgCGagatttga
gtaatttatttttagtttttagttttgaaataaatgatatgttgtigtttitaattatttttaagaaaCGtaagttagtttttggaattaatattittgttt
agagtagaagtttgttggttgagtggagtatagtatatgtattttttttgttttttttgtttttttttl:taatgatatataatattttétatatttatgaaat
ggggtatatggaagCGttitttatatgttCGgaatgtgtaatgattaagttCGggtatttgaaggatatattatittaggtatattttatttttatg
tgttgataatattttaagttttttagttattttgaaatatztaatatattgttaa&gtagttattttCGtttgttatCGaatattggaatttatttgtttt
atttaatCGtttttagttatttattaattttittttattttatttttttattttttt CGgtitttttittttagttttggtgt gttitttttitagtitittigttitaga
taggCGgatgtttatatgtgttttigtittatgaatttttgttitttaagtggtgtiggtCGtttataCGtgagttatatgtigttggtgatttgtittg
tggtttaggttttigttitCGgtaaatggttatgtaaatatCGCGtttgtggtttgGTTGATGAGATAGAAGGTTAAAAGgIC
gacctgcagecccaagc
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Fig. 4

a) tttttttitatttttttattatgattttttttaaaatttattttgatitaaaaaaaaattgtaatttattaattaaatatataaatittaaatgtgt
taaaaataaaattaatttttastititigttgaaattaaaaaataataaaaaaaaat

b) gtttgggttgtaggttgattitttaatttittattttatiaattaaattataaatgtgatatttatataattatttattgaaaataaaaattta
aattataaaataaattattaataatatataatttatgtataaatgattaatattatitaaaaaataaaaatttataaaataaaaatatatataa
atatttgtttatttaaaataaaaaaattaaaaaaaaaatatattaaaattaaaaaaaaaaaattgaaaaaaataaaaaaataaaataaa
aaaaaattaataaataatiaaaaatgattaaataaaataaataaatittaatatttgataataaatgaaaataattataattaataatatatt
atatattttaaaataattaaaaaatttaaaatattattaatatataaaaataaaatatatitaaaataatatattitttaaatatttgaatttaat
tattatatattttgaatatataaaaaatgtttttatatattitattttataaatatataaaatattatatattattasaaaaaaaaataaaaaaa
ataaaaaaaatatatatattatattttatttaattaataaatttttattttaaataaaaatattaattitaaaaattaatttatgttttitaaaaata
attaaaaataataatatattatttatittaaaattaaaaattaaaaataaatiatttaaatttigtaattatataaattataaaaataaaataa
attaattattttitatiatttaatttaaaaaaattttittttttiatittittattatgattttttitaaaatttattttgatttaaaaaaaaattgtaatit
attaattaaatatataaattttaaatgtgttaaaaataaaattaattitiaatttitigttgaaattaaaaaataataaaaaaaaatgtttgttg
ttaatattttaattattttaatigtgataaatattataaaaatttititatatgtgaaatttttaatatttitatgaaaataaaattaaaaatttaat
aatgtgttttaaattttatttgttgttaatatgattittttttttgattttaatigtigtgaatgatatttitttitatitatigttigtgaatttaaaaaa
taaatttttgtattgtgtgaattatatgtgttttgaataatataatttaatattattatgatttaaatgttatittaaaaatttttaaatttaaattta
attttatttaatttttataaatttattaaaaaatittatattatttatgttttaaaaaattttttitttgtaaaaattaaatttaaaaaatitaaaaatt
taatatttaaaaatiattitataataatitttaattitatgtatititatttigtgttttttaaaatgattattaaaatgtaaaattttaaaaaaaaat
attttgattttaataaaaaaatttaaaaaaaatgaataatgatttttattittitaaatttaaaaaaattgttatitgaataaatttaaatttttta
taataaaaaaaatgaaatgattatatttaatttatgtittgatgttatttttatttaattaattaattttattataaataattatttttgatttgaatt
aattaaatattaattttttgaaaaattatgaaataaattaaatitttaaaaaaaatattttaattitigttatatitttttaaaaaaaataaataa
aaaaatgtgtattaattaaattattaaaaatattitaatttatataaatatgttitttaaaattiatataaattittatatttatataattataaaat
gtaattaaaaaaaatttttttgaaatttgtatttaatataattaatataaaaattttgatttttttaattttatattatftttttattttttaatattttta
aaaaaattaaaaaaaattittttataataattttttittaatatatttagggagtttgtitgggatta
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