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Oligonukleotidsonden zur Detektion von parodontopathogenen Bakterien mittels in

situ-Hybridisierung

Die Erfindung betrifft Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien mittels in situ-Hybridisierung, Oligonukleotid-
sonden-Zusammensetzungen zum Nachweis derartiger parodontopathogener
Bakterien, Verfahren zum sicheren Nachweis von parodontopathogenen Bakterien in
humanen Proben aus dem Mundbereich sowie Kits zur Durchfiihrung derartiger

Verfahren.

Trotz Verbesserungen bei der Mundhygiene und neuer therapeutischer Verfahren ist
die Parodontitis, auch Parodontose genannt, nach wie vor eine weitverbreitete
Krankheit. Nach der Deutschen Mundgesundheitsstudie 1999 lassen sich bei 14,1 %
der Altersgruppe 35 - 44 Jahre schwere Parodontopathien nachweisen. Unter den 65 -

74-jahrigen weist sogar jeder 4. eine schwere Parodontitis auf.

Ursache fiir den fortschreitenden Abbau des Zahnhalteapparates, der bei
Nichtbehandlung unweigerlich mit dem Verlust der befallenen Zihne endet, sind
bakterielle Belige, sog. Plaque, im Zahn und Wurzelbereich. Wiahrend frither davon
ausgegangen wurde, daf3 die Zunahme an bakterieller Plaque allgemein fiir die
Entstehung der Parodontitis verantwortlich ist (unspezifische Plaque-Hypothese), ist
mittlerweile aus einer Reihe von fundierten Untersuchungen bekannt, da nur wenige
der weit tiber 500 bakteriellen Spezies im Mundraum mit der Entstehung von
Parodontitis assoziiert sind. Besonders stark in die Entstehung dieser Krankheit
involviert sind Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia und Bacteroides
forsythus (Slots, J., M. Ting, Periodontol. 2000, 20: 82-121; Socransky, S. S., A. D.
Haffajee, L. A. Ximenez-Fyvie, M. Feres, D. Mager, Periodontol. 2000, 20: 341-62;
Carlos, J. P.,, M. D. Wolfe, J. J. Zambon, A. Kingman, J. Dent. Res. 1988, 67: 1510-
4; Lai, C. H,, M. A. Listgarten, M. Shirakawa, J. Slots, Oral Microbiol. Immunol.
1987, 2: 152-7, Gmur, R., J. R. Strub, B. Guggenheim, J. Periodontal. Res. 1989, 24:
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113-20). Ein wesentlicher parodontopathoger Keim ist ferner Actinobacillus
actinomycetemcomitans, der vor allem bei aggressiven Verlaufsformen der

Parodontitis zu finden ist (Slots, J., M. Ting, Periodontol. 2000, 20: 82-121).

Wihrend diese Bakterien auch bei Gesunden in geringen Zahlen vorkommen, kommt
es beim Uberschreiten eines bestimmten Schwellenwertes zur Ausldsung des
Krankheitsgeschehens. D.h. erst wenn der Anteil parodontopathogener Bakterien
einen definierten Anteil an der Gesamtflora ausmacht, kommt es bei entsprechender

Pridisposition des Wirtes zu einer Parodontitis.

Zum Nachweis relevanter Mikroorganismen stehen mittlerweile eine Reihe von
Méglichkeiten zur Verfiigung. Als Standardmethode gilt der kulturelle Nachweis
dieser Bakterien mittels kiinstlicher Ndhrmedien. Diese Methode erlaubt sowohl die
Quantifizierung als auch eine Bestimmung des Anteils der relevanten Bakterien an
der kultivierbaren Mikroflora der parodontalen Probe. Da es sich allerdings bei den
parodontopathogenen Bakterien um anaerobe und mikroaerophile Organismen
handelt, die hinsichtlich ihrer Anzuchtbedingungen sehr spezielle Anspriiche stellen,
miissen fiir die Probenahme, die Verarbeitung des Materials und die Anziichtung
dieser Organismen spezielle Verfahren und Gerite, insbesondere die Anaerobier-
technik verwendet werden. Ein derartiger Nachweis dieser parodontalen Leitkeime
durch Kultivierung ist nicht nur personal- und arbeitsintensiv, sondern dauert mit

durchschnittlich 10 bis 14 Tage auch vergleichsweise lange.

Die Verwendung von immunologischen Methoden ist fiir die Detektion von
parodontopathogenen Bakterien ebenfalls prinzipiell geeignet (Bonta, Y., J. J.
Zambon, R. J. Genco, M. E. Neiders, ] Dent Res. 1985, 64: 793-8). Das Auftreten
von Kreuzreaktivititen fiihrt bei dieser Methode allerdings héufig zu falsch positiven

Ergebnissen.
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Bei der Verwendung von molekularbiologischen Methoden gibt es prinzipiell zwei
verschiedene Mdglichkeiten, ndmlich zum einen Hybridisierungstechniken, die
direkt die Nukleinséure von parodontopathogenen Bakterien detektieren und zum
anderen Amplifikationstechniken (z.B. Polymerase-Kettenreaktion (PCR);
Transcription-Mediated-Amplification-Techniken (TMA)), die bestimmte
Erbsubstanzabschnitte von parodontalen Leitkeimen spezifisch vervielfdltigen (Chen,
C., J. Slots, Periodontol. 2000, 20: 53-64).

Mit Amplifikationstechniken lassen sich hochsensitiv und spezifisch Bakterien
nachweisen. Allerdings sind diese Methoden, die alle auf einer enzymabhéngigen
Vervielfiltigung beruhen, mit einer Reihe von Nachteilen behaftet, die ihre
Umsetzung in der Routine behindern:

a) In der Probe vorhandene Inhibitorsubstanzen wie z.B. die Him-Gruppe des
Héamoglobins kénnen eine Amplifikation be- oder sogar verhindern.

b) Aufgrund der millionenfachen Vervielfiltigung von Erbsubstanz ist die Gefahr
von Kreuzkontaminationen hoch. Um dies zu vermeiden, sind aufwendige
Schutzmalinahmen erforderlich.

c) Der personelle und apparative Aufwand ist betrachtlich.

d) In der Regel sind mit Amplifikationstechniken nur qualitative und keine
quantitativen Aussagen moglich.

e) Freie, nicht zellassoziierte DNA wird ebenfalls nachgewiesen, d.h. es erfolgt auch

dann ein positiver Nachweis, wenn die nachzuweisenden Organismen tot sind.

Routineféhiger scheinen hier direkte Hybridisierungstechniken zu sein, da sie eine
robuste und einfache Anwendung mit spezifischer und sensitiver Detektion

verbinden. Das grofie Problem der Hybridisierungstechniken im Zusammenhang mit
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parodontopathogenen Bakterien ist allerdings, daf} eine verléssliche Quantifizierung

der Bakterien nur schwer méglich ist.

Eine Ausnahme stellt diesbeziiglich die IRNA-gerichtete in situ-Hybridisierung dar.
Mit dieser Technik lassen sich durch den gezielten Einsatz von verschiedenen
Sonden nicht nur die Anzahl spezieller Mikroorganismen bestimmen, sondern auch
kulturunabhiingig deren Anteil an der Gesamtflora. Dies ist aufgrund des
erforderlichen Schwellenwertes zur Ausldsung von Parodontitis essentiell flir eine

aussagekriftige mikrobielle Diagnostik.

Zudem erlaubt beispielsweise die Detektion der in situ-Hybridisierung durch
Fluoreszenz iiber die Helligkeit des Signals eine Aussage iiber die physiologische
Aktivitdt der Bakterien und dient so zur Unterscheidung der inaktiven Bakterien, wie
beispielsweise potentiellen Kontaminanten von anderen Mundbereichen, von der

physiologisch aktiven Subgingivalflora.

Ein weiterer Vorteil dieser Technik ist, daf3 die Bakterien in situ nachgewiesen
werden kénnen. So werden iiber die rdumliche Assoziation der Bakterien
miteinander oder durch Co-Lokalisation mit Immunzellen wichtige Erkenntnisse

iiber die Pathogenese der Parodontitis gewonnen.

Die einfache und schnelle Durchfiihrbarkeit pradestiniert diese Methode flir einen
Routineeinsatz in einem Diagnostiklabor oder in der Zahnarztpraxis selbst. Erste
Erfahrungen mit dem Verfahren der in situ-Hybridisierung zur Diagnostik von
parodontopathogenen Mikroorganismen sind bekannt. So konnten Gersdorf et al.
(FEMS Immunol. Med. Microbiol. 1993, 6: 109-14) bereits P. gingivalis und B.
Sforsythus mit fluoreszenzmarkierten Sonden nachweisen. Durch Moter et al. (J. Clin.

Microbiol. 1998, 36: 1399-403) wurden schwer und nicht kultivierbare Spirochiten
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mit dieser Technik nachgewiesen. Die bekannten Sonden zum spezifischen
Nachweis von P. gingivalis und B. forsythus mittels in situ-Hybridisierung weisen

allerdings eine relativ geringe Sensitivitdt auf.

Ferner sind die im Stand der Technik offenbarten Sondensysteme fiir die in situ-
Hybridisierung unvollstindig. So werden die wichtigen parodontopathogenen
Mikroorganismen A. actinomycetemcomitans und P. intermedia nicht spezifisch
erfalBt. Bereits bekannte spezifische Sonden fiir 4. actinomycetemcomitans und P.
intermedia, die aufgrund ihrer Primirstruktur verwendet werden kénnten, sind z.T.
fiir das Verfahren der in situ-Hybridisierung nicht geeignet, da ein Binden der
Sonden an die native, ribosomale RNA durch ribosomale Proteine, die
Bindungsstellen blockieren, oder blockierende Sekundérstrukturen in der rRNA

verhindert wird.

Ferner weisen die bekannten, auf nur einer Hybridisierungssonde beruhenden

Systeme eine relativ geringe Sensitivitdt auf. Parodontopathogene Leitkeime mit
geringen Ribosomenzahlen lassen sich deshalb mit den im Stand der Technik

beschriebenen Oligonukleotidsonden nicht oder nur schwer detektieren. Zudem kann
das Vorliegen von Stamm-Stamm-Sequenz-Variabilitdt bei Verwendung von
Systemen, die lediglich auf einer Hybridisierungssonde beruhen, dazu flihren, daf3 es
in den hoch variablen Sondenzielregionen zu Fehlpaarungen kommt. Dadurch

entstehen falsch negative Ergebnisse.

Ein weiterer Nachteil der in situ-Hybridisierung zum Nachweis von parodonto-
pathogenen Bakterien gemifl dem Stand der Technik ist, daf} die Auswertung
aufgrund der geringen Sensitivitit nur mit einem teuren Fluoreszenzmikroskop

erfolgen kann.
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es somit, unter Uberwindung der Nachteile
des Standes der Technik Oligonukleotidsonden bereitzustellen, die zum in situ-
Nachweis von fiir die Entstehung von Parodontitis relevanten Bakterien mit sowohl
hoher Spezifitit als auch hoher Sensitivitit geeignet sind. Ferner ist es eine Aufgabe
der vorliegenden Erfindung, ein schnelles und kostengiinstiges Verfahren
bereitzustellen, mit dem parodontale Leitkeime in humanen Proben aus dem

Mundbereich sicher nachgewiesen werden kdnnen.

Weitere Aufgaben ergeben sich aus der nachfolgenden Beschreibung der Erfindung.

Die oben genannten Aufgaben werden erfindungsgemifl durch die Merkmale der
unabhingigen Anspriiche gelost. Weitere Ausfiihrungsformen ergeben sich aus den

Merkmalen der Unteranspriiche.

Erfindungsgemif werden Oligonukleotidsonden bereitgestellt, die zum
artspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Arten
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
forsythus und Prevotella intermedia geeignet sind. Die Sequenzen der
erfindungsgemiBen Oligonukleotide sind in dem beigefiigten Sequenzprotokoll mit

den Sequenzen SEQ ID No. 1-17 zusammengestellt. Darin entspricht

SEQ ID No. 1,2 = AACT1, AACT2
SEQ ID No. 3-SEQ ID No. 5 = PGIN1-PGIN3

SEQ ID No. 6-SEQ ID No. 11 = BFOR1-BFOR6
SEQ ID No. 12-SEQ ID No. 17 = PINT1-PINTS.

Insbesondere werden erfindungsgemaf Oligonukleotidsonden zum artspezifischen

Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Actinobacillus
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actinomycetemcomitans durch in situ-Hybridisierung bereitgestellt, wobei die
Oligonukleotidsonden komplementér zur rRNA von Actinobacillus
actinomycetemcomitans sind und ausgewéhlt sind aus der Gruppe, bestehend aus:
a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-CAT-CAG-CGT-CAG-TAC-ATC-C-3'
5'-AGT-ACT-CCA-GAC-CCC-CAG-3'

oder Teile davon,;

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsduresequenz umfafit;

c) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die zu einer Nukleinsduresequenz

von b) degeneriert ist, oder Teile dieser Nukleinsduresequenz umfaft.

Ferner werden erfindungsgemif Oligonukleotidsonden zum artspezifischen
Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Porphyromonas gingivalis
durch in situ-Hybridisierung bereitgestellt, wobei die Oligonukleotidsonden
komplementir zur rRNA von Porphyromonas gingivalis sind und ausgew#hlt sind
aus der Gruppe, bestehend aus:

a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-CCT-CTG-TAA-GGC-AAG-TTG-C-3'

5'-GCG-CTC-AGG-TTT-CAC-CGC-3'

5'- CGG-TTA-CGC-CCT-TCA-GGT-3'

oder Teile davon;

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsduresequenz umfafit;

c) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die zu einer Nukleinsiuresequenz

von b) degeneriert ist, oder Teile dieser Nukleinsduresequenz umfaft.
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Des weiteren werden erfindungsgemif Oligonukleotidsonden zum artspezifischen
Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Bacteroides forsythus durch

in situ-Hybridisierung bereitgestellt, wobei die Oligonukleotidsonden komplementér

- zur rRNA von Bacteroides forsythus sind und ausgewihlt sind aus der Gruppe,

bestehend aus:

a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-GCT-ACC-ATC-GCT-GCC-CCT-3'

5'-CCA-TGC-GGA-ACC-CCT-GTT-3'
5'-CCG-CGG-ACT-TAA-CAG-CCC-ACC-T-3'
5'-CGA-CAA-ACT-TTC-ACC-GCG-G-3'
5'-TGA-CAG-TCA-GGG-TTG-CGC-3'

5'-TCA-CAG-CTT-ACG-CCG-GC-3'

oder Teile davon;

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsduresequenz umfafit;

c) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die zu einer Nukleinsiduresequenz

von b) degeneriert ist, oder Teile dieser Nukleinsduresequenz umfaft.

SchlieBlich werden erfindungsgeméB Oligonukleotidsonden zum artspezifischen
Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Prevotella intermedia durch
in situ-Hybridisierung bereitgestellt, wobei die Oligonukleotidsonden komplementdr
zur rRNA von Prevotella intermedia sind und ausgewihlt sind aus der Gruppe,
bestehend aus:

a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-TTG-GTC-CAC-GTC-AGA-TGC-3'

5'-TGC-GTG-CAC-TCA-AGT-CCG-3'
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5“TGT-ATC-CTG-CGT-CTG-CAA-TT-3'

5'-CCC-GCT-TTA-CTC-CCC-AAC-3'

5'-CAT-CCC-CAT-CCT-CCA-CCG-3'
5'-TCC-CCA-TCC-TCC-ACC-GAT-GA-3'

oder Teile davon;

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsiduresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsduresequenz umfafit;

c) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die zu einer Nukleinsduresequenz

von b) degeneriert ist, oder Teile dieser Nukleinsduresequenz umfaft.

Einen einzigartigen Ansatz, die Spezifitit der molekularbiologischen Methoden wie
der PCR mit der Méglichkeit der Bakterienvisualisierung, wie sie die Antikdrper-
Methoden erméglichen, zu verbinden, bietet die Methode der Fluoreszenz-In-Situ-
Hybridisierung (FISH; Amann, R. I., W. Ludwig und K.-H. Schleifer, 1995.
Phylogenetic identification and in situ detection of individual microbial cells without
cultivation. Microbial. Rev. 59, S. 143-169). Hierbei konnen Bakterienarten, -

gattungen oder -gruppen hochspezifisch identifiziert und visualisiert werden.

Die FISH-Technik basiert auf der Tatsache, dass es in Bakterienzellen bestimmte
Molekiile gibt, die aufgrund ihrer lebenswichtigen Funktion im Laufe der Evolution
nur wenig mutiert wurden: Die 16S und die 23S ribosomale Ribonukleinsdure
(rRNS). Beide sind Bestandteile der Ribosomen, den Orten der Proteinbiosynthese,
und kénnen aufgrund ihrer ubiquitiren Verbreitung, ihrer Gr6fe, und ihrer
strukturellen und funktionellen Konstanz als spezifische Marker dienen (Woese, C.
R., 1987. Bacterial evolution. Microbiol. Rev. 51, S. 221-271). Ausgehend von einer
vergleichenden Sequenzanalyse kénnen phylogenetische Beziehungen allein

aufgrund dieser Daten aufgestellt werden. Dazu miissen diese Sequenzdaten in ein
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Alignment gebracht werden. Im Alignment, welches sich auf Kenntnisse iiber die
Sekundérstruktur und Tertidrstruktur dieser Makromolekiile stiitzt, werden die
homologen Positionen der ribosomalen Nukleinsduren in Einklang miteinander

gebracht.

Ausgehend von diesen Daten kénnen phylogenetische Berechnungen durchgefiihrt
werden. Der Einsatz modernster Computertechnologie macht es méglich, auch
groBangelegte Berechnungen schnell und effektiv auszufiihren, sowie grofie
Datenbanken, welche die Alignment-Sequenzen der 16S-rRNA und 23S-rRNA
beinhalten, anzulegen. Durch den schnellen Zugriff auf dieses Datenmaterial kénnen
neu erhaltene Sequenzen in kurzer Zeit phylogenetisch analysiert werden. Diese
rRNA Datenbanken kénnen dazu verwendet werden, art- und gattungsspezifische
Gensonden zu konstruieren. Hierbei werden alle verfiigbaren rRNA Sequenzen
miteinander verglichen und fiir bestimmte Sequenzstellen Sonden entworfen, die

spezifisch eine Bakterienart, -gattung oder -gruppe erfassen.

Bei der FISH (Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung)-Technik werden diese
Gensonden, die zu einer bestimmten Region auf der ribosomalen Zielsequenz
komplementér sind, in die Zelle geschleust. Die Gensonden sind i.d.R. kleine, 16-28
Basen lange, einzelstriangige Desoxyribonukleinsdurestiicke und richten sich gegen
eine Zielregion, welche typisch fiir eine Bakterienart oder eine Bakteriengruppe ist.
Findet die fluoreszenzmarkierte Gensonde in einer Bakterienzelle ihre Zielsequenz,
so bindet sie daran und die Zellen kdnnen aufgrund ihrer Fluoreszenz im

Fluoreszenzmikroskop detektiert werden.

Die FISH-Analyse wird grundsétzlich auf einem Objekttriger durchgefiihrt, da bei

der Auswertung die Bakterien durch Bestrahlung mit einem hochenergetischen Licht
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visualisiert, also sichtbar gemacht werden. Die Analyse kann alternativ auch auf

einer Mikrotiterplatte erfolgen.

Die Durchfiihrung der in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Verfahren zum

spezifischen Nachweis von parontopathogenen Bakterien umfasst allgemein die

folgenden Schritte:

- Fixierung der in der Probe enthaltenen Bakterien

- Inkubation der fixierten Bakterien mit erfindungsgeméfien
Nukleinsduresondenmolekiilen, um eine Hybridisierung herbeizufiihren,

- Entfernen bzw. Abwaschen der nicht hybridisierten Nukleinsduresondenmolekiile

und

- Detektieren der mit den Nukleinsduresondenmolekiilen hybridisierten Bakterien.

Die Nukleinsduresonde kann dabei komplementér zu einer chromosomalen oder
episomalen DNA sein, aber auch zu einer mRNA oder rRNA des nachzuweisenden
Mikroorganismus. Von Vorteil ist es, eine Nukleinsduresonde zu wihlen, die zu
einem Bereich komplementir ist, der in einer Kopiezahl von mehr als 1 im
nachzuweisenden Mikroorganismus vorliegt. Die nachzuweisende Sequenz liegt
bevorzugt 500 — 100.000 mal pro Zelle vor, besonders bevorzugt 1.000 — 50.000 mal.
Aus diesem Grunde wird bevorzugt die rRNA als Zielstelle verwendet, da die
Ribosomen in der Zelle als Orte der Proteinbiosynthese vieltausendfach in jeder
aktiven Zelle vorliegen. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind die
erfindungsgemiBen Oligonukleotidsonden besonders bevorzugt gegen die 16S rRNA

der nachzuweisenden parontopathogenen Bakterien gerichtet.

Bei der Nukleinsiduresonde im Sinne der Erfindung kann es sich um eine DNA- oder
RNA-Sonde handeln, die in der Regel zwischen 12 und 1000 Nukleotide umfassen

wird, bevorzugt zwischen 12 und 500, bevorzugter zwischen 12 und 200 und
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zwischen 12 und 100, besonders bevorzugt zwischen 12 und 50 und zwischen 14 und
40 und zwischen 15 und 30, und am meisten bevorzugt zwischen 17 und 25
Nukleotide. Die Auswahl der Nukleinsiuresonden geschieht nach den
Gesichtspunkten, ob eine komplementire Sequenz in dem nachzuweisenden
Mikroorganismus vorliegt. Als Zielregion fiir komplementére Nukleinsduresonden
werden solche Bereiche ausgewihlt, die zwar bei der Zielgruppe, beispielsweise bei
allen Stimmen einer Spezies, vorkommen, nicht aber bei anderen Mikroorganismen.
Komplementaritit sollte bei einer Sonde von 15 Nukleotiden iiber 100% der Sequenz
gegeben sein. Bei Oligonukleotiden mit mehr als 15 Nukleotiden sind ein bis

mehrere Fehlpaarungsstellen erlaubt.

Gegenstand der Erfindung sind auch Abwandlungen der obigen Oligonukleotid-

sequenzen, die trotz der Abweichungen in der Sequenz und/oder Lange eine

spezifische Hybridisierung mit Ziel-Nukleinsduresequenzen des jeweiligen

Bakteriums zeigen und somit fiir den Einsatz in einem erfindungsgemifen Verfahren

geeignet sind. Hierunter fallen insbesondere

a) Nukleinsduremolekiile, die (i) mit einer der obigen Oligonukleotidsequenzen

(SEQ ID No. 1 bis SEQ ID No. 17) in mindestens 60%, 65%, bevorzugt in
mindestens 70%, 75%, bevorzugter in mindestens 80 %, 84%, 87% und
besonders bevorzugt in mindestens 90 %, 94%, 96%, der Basen
iibereinstimmen (wobei der Sequenzbereich des Nukleinsduremolekiils zu
betrachten ist, der dem Sequenzbereich eines der oben angegebenen
Oligonukleotide (SEQ ID No. 1 bis SEQ ID No. 17) entspricht, und nicht
etwa die gesamte Sequenz eines Nukleinsduremolekiils, das u.U. im
Vergleich zu den oben angegebenen Oligonukleotiden (SEQ ID No. 1 bis
SEQ ID No. 17) um eine bis zahlreiche Basen verldngert ist) oder (ii) sich
von obigen Oligonukleotidsequenzen (SEQ ID No. 1 bis SEQ ID No. 17)

durch eine oder mehrere Deletionen und/oder Additionen unterscheiden und
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die eine spezifische Hybridisierung mit Nukleinsiuresequenzen von
Bakterien der Arten Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Bacteroides forsythus und Prevotella intermedia ermoglichen.
Dabei bedeutet ,,spezifische Hybridisierung®, dass unter den hier
beschriebenen oder den dem Durchschnittsfachmann im Zusammenhang mit
in situ-Hybridisierungstechniken bekannten Hybridisierungsbedingungen nur
die ribosomale RNA der Ziel-Organismen, nicht aber die rRNA von Nicht-
Ziel-Organismen an das Oligonukleotid bindet.

b) Nukleinsduremolekiile, die mit einer Sequenz, die zu einem der unter a)
genannten Nukleinsduremolekiile oder zu einer der Sonden SEQ ID No. 1 bis
SEQ ID No. 17 komplementdr ist, unter stringenten Bedingungen
hybridisieren.

¢) Nukleinsduremolekiile, die eine Oligonukleotidsequenz von SEQ ID No. 1
bis SEQ ID No. 17 oder die Sequenz eines Nukleinsduremolekiils nach a)
oder b) umfassen und zusitzlich zu den genannten Sequenzen bzw. deren
Abwandlungen nach a) oder b) mindestens ein weiteres Nukleotid aufweisen,
und eine spezifische Hybridisierung mit Nukleinsduresequenzen von Ziel-

Organismen ermdglichen.

Der Grad der Sequenzidentitit eines Nukleinsduremolekiils mit den Sonden SEQ ID
No. 1 bis SEQ ID No. 17 kann mit iiblichen Algorithmen bestimmt werden. Geeignet
ist hier beispielsweise das Programm zur Bestimmung der Sequenzidentitit, das
unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST (auf dieser Seite z.B. der Link ,,Standard
nucleotide-nucleotide BLAST [blastn]*) zugénglich ist.

Die erfindungsgemiBen Nukleinsiuresondenmolekiile kénnen im Rahmen des Nach-
weisverfahrens mit verschiedenen Hybridisierungslésungen eingesetzt werden. Je

nachdem ob stringente oder moderate Hybridisierungsbedingungen gewahlt werden,
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erfolgt die Bindung der Nukleinsiuresonde an eine 100 % komplementére Zielstelle

oder an eine Zielstelle mit einer oder mehreren Fehlpaarungen.

Verschiedene organische Losungsmittel kénnen hierbei in Konzentrationen von 0 -
80% eingesetzt werden. Moderate Bedingungen im Sinne der Erfindung sind z.B. 0%
Formamid in einem wie in Beispiel 1 beschriebenen Hybridisierungspuffer.
Stringente Bedingungen im Sinne der Erfindung sind beispielsweise 20-80%

Formamid im Hybridisierungspuffer.

Unter Teilen oder Derivaten der Nukleinsduresequenz werden im Rahmen der
vorliegenden Erfindung Oligonukleotidsonden verstanden, die sich von den
vorstehend genannten erfindungsgemifen DNA-Sequenzen durch Deletion und/oder
Addition und/oder Mutation unterscheiden kénnen oder die nur Teilbereiche dieser
DNA-Sequenzen aufweisen, wobei die Fahigkeit dieser Sonden, mit fiir die

vorstehend genannten Bakterien spezifischer rRNA zu hybridisieren, erhalten bleibt.

Bei einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine Oligonukleotid-
sonden-Zusammensetzung zum Nachweis von parodontopathogenen Bakterien
bereitgestellt, umfassend:

i) mindestens eine, vorzugsweise zwei oder mehr Oligonukleotidsonden zum
artspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Actinobacillus
actinomycetemcomitans, ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus

a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-CAT-CAG-CGT-CAG-TAC-ATC-C-3'

5'-AGT-ACT-CCA-GAC-CCC-CAG-3'

oder Teile davon,;
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b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsduresequenz umfaft;

c) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die zu einer Nukleinsduresequenz
von b) degeneriert ist, oder Teile dieser Nukleinsduresequenz umfasst,

und/oder

i) mindestens eine, vorzugsweise zwei oder mehr Oligonukleotidsonden zum
artspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art
Porphyromonas gingivalis, ausgewihlt aus der Gruppe, bestehend aus

a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-CCT-CTG-TAA-GGC-AAG-TTG-C-3'

5'-GCG-CTC-AGG-TTT-CAC-CGC-3'

5'- CGG-TTA-CGC-CCT-TCA-GGT-3'

oder Teile davon;

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementiren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsduresequenz umfafit;

c) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die zu einer Nukleinsduresequenz
von b) degeneriert ist, oder Teile dieser Nukleinsduresequenz umfasst,

und/oder

iii) mindestens eine, vorzugsweise zwei oder mehr Oligonukleotidsonden zum
artspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Bacteroides
forsythus, ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus

a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-GCT-ACC-ATC-GCT-GCC-CCT-3'

5'-CCA-TGC-GGA-ACC-CCT-GTT-3'
5'-CCG-CGG-ACT-TAA-CAG-CCC-ACC-T-3'
5'-CGA-CAA-ACT-TTC-ACC-GCG-G-3'
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5'-TGA-CAG-TCA-GGG-TTG-CGC-3'

5'-TCA-CAG-CTT-ACG-CCG-GC-3'

oder Teile davon;

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsduresequenz umfaft;

c) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die zu einer Nukleinsduresequenz
von b) degeneriert ist, oder Teile dieser Nukleinsduresequenz umfasst,

und/oder

iv) mindestens eine, vorzugsweise zwei oder mehr Oligonukleotidsonden zum
artspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Prevotella
intermedia, ausgewéhlt aus der Gruppe bestehend aus

a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-TTG-GTC-CAC-GTC-AGA-TGC-3'

5'-TGC-GTG-CAC-TCA-AGT-CCG-3'
5'-TGT-ATC-CTG-CGT-CTG-CAA-TT-3'
5'-CCC-GCT-TTA-CTC-CCC-AAC-3'

5'-CAT-CCC-CAT-CCT-CCA-CCG-3'
5'-TCC-CCA-TCC-TCC-ACC-GAT-GA-3'

oder Teile davon,;

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementiren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsduresequenz umfaft;

c) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die zu einer Nukleinsduresequenz

von b) degeneriert ist, oder Teile dieser Nukleinsduresequenz umfafit.

In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform umfasst die Oligonukleotidsonden-

Zusammensetzung zum Nachweis von parodontopathogenen Bakterien



WO 02/064824 PCT/EP02/01439

-17-

i) simtliche Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien der Art Actinobacillus actinomycetemcomitans aus
der Gruppe bestehend aus

a) DNA-Sequenz, umfassend

5 5'-CAT-CAG-CGT-CAG-TAC-ATC-C-3'
5'-AGT-ACT-CCA-GAC-CCC-CAG-3'
und/oder
ii) simtliche Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien der Art Porphyromonas gingivalis aus der Gruppe

10  bestehend aus
5'-CCT-CTG-TAA-GGC-AAG-TTG-C-3'
5-GCG-CTC-AGG-TTT-CAC-CGC-3'

5'- CGG-TTA-CGC-CCT-TCA-GGT-3'
und/oder

15  iii) simtliche Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien der Art Bacteroides forsythus aus der Gruppe,
bestehend aus
5-GCT-ACC-ATC-GCT-GCC-CCT-3'
5'-CCA-TGC-GGA-ACC-CCT-GTT-3'

20 5'-CCG-CGG-ACT-TAA-CAG-CCC-ACC-T-3'
5'-CGA-CAA-ACT-TTC-ACC-GCG-G-3'
5'-TGA-CAG-TCA-GGG-TTG-CGC-3'
5'-TCA-CAG-CTT-ACG-CCG-GC-3'
und/oder

25  iv) simtliche Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien der Art Prevotella intermedia aus der Gruppe
bestehend aus
5-TTG-GTC-CAC-GTC-AGA-TGC-3'
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5'-TGC-GTG-CAC-TCA-AGT-CCG-3'
5-TGT-ATC-CTG-CGT-CTG-CAA-TT-3'
5'-CCC-GCT-TTA-CTC-CCC-AAC-3'
5'-CAT-CCC-CAT-CCT-CCA-CCG-3'
5'-TCC-CCA-TCC-TCC-ACC-GAT-GA-3".

Bei einer alternativen bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung
umfafBt die erfindungsgeméifie Oligonukleotidsonden-Zusammensetzung zum
spezifischen Nachweis von parontopathogenen Bakterien sémtliche vorstehend

genannten erfindungsgeméBen Oligonukleotidsonden SEQ ID No. 1-17.

Durch Verwendung der erfindungsgeméaBen Oligonukleotidsonden-
Zusammensetzungen lassen sich parodontale Leitkeime mit hoher Sensitivitat
nachweisen, selbst wenn diese nur wenige Ribosomen beherbergen. Somit ist
gewihrleistet, daf die entsprechenden Pathogene in parodontalen Proben auch dann
detektiert werden konnen, wenn sie in niedrig aktivem Zustand vorliegen. Damit
lassen sich mit den erfindungsgemiBen Sonden-Zusammensetzungen erstmals
parodontopathogene Bakterien quantitativ in einer subgingivalen Probe nachweisen,
selbst wenn die Ribosomenzahl der Bakterien unterhalb der mit einer einfach

fluoreszenzmarkierten Sonde nachweisbaren Zahl befindlichen Schwelle liegt.

Zudem lésst sich anders als bei allen aus dem Stand der Technik bekannten Sonden
durch den Einsatz der vorstehend beschriebenen Sonden beispielsweise in
Kombination mit einem bakterienfirbenden Farbstoff schnell der Anteil eines
bestimmten krankheitsrelevanten Bakteriums an der mikrobiellen Gesamtflora
bestimmen. Dies ist von groBer diagnostischer Bedeutung, da das Uberschreiten
eines kritischen Wertes zur Auslosung der Krankheit fiihrt. Anders als bei

Kulturtechniken werden nicht nur kultivierbare Bakterien detektiert, sondern alle in
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einer Probe vorhandenen Bakterien. Die Detektion mit der erfindungsgeméfen
Oligonukleotidsonden-Zusammensetzung gelingt ferner auch dann, wenn
Stammuvarietiten vorliegen, die sich in einzelnen hochvariablen rRNA-Abschnitten
von den Typstdmmen unterscheiden. Der Nachweis mit den erfindungsgeméBen

Sonden gelingt nicht nur schnell, sondemn ist auch robust und hochspezifisch.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum
Nachweis von parodontopathogenen Bakterien durch in situ-Hybridisierung,
umfassend die folgenden Schritte:

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Bakterien;

b) Inkubieren der fixierten Bakterien mit mindestens einer vorstehend beschriebenen
erfindungsgemifien Oligonukleotidsonde, vorzugsweise mit einer vorstehend
beschriebenen erfindungsgemiBen Oligonukleotidsonden-Zusammensetzung;

c) Detektieren und ggf. Quantifizieren der hybridisierten bakteriellen Zellen.

Vorzugsweise werden die Bakterien nach dem Fixieren auf einem Objekttrager

immobilisiert, besonders bevorzugt durch Trocknung oder durch Filtration.

Die Fixierung erfolgt vorzugsweise durch denaturierende Reagenzien, beispielsweise
ausgewdihlt aus der Gruppe, bestehend aus Ethanol, Aceton und Ethanol-
Essigsduremischungen, und/oder durch quervernetzende Reagenzien, beispielsweise
ausgewihlt aus der Gruppe, bestehend aus Formaldehyd, Paraformaldehyd und
Glutaraldehyd. Alternativ erfolgt die Fixierung durch Hitze.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird unter ,,Fixieren* der Bakterien
allgemein eine Behandlung verstanden, mit der die Bakterienhiille fiir Nukleinsdure-
sonden durchléssig gemacht wird. Zur Fixierung wird iiblicherweise Ethanol

verwendet. Kann die Zellwand mit diesen MaBnahmen nicht von den Nukleinsiure-
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sonden penetriert werden, so sind dem Fachmann ausreichend weitere Ma3nahmen
bekannt, die zu demselben Ergebnis fiihren. Dazu zihlen beispielsweise Methanol,
Mischungen von Alkoholen, eine niederprozentige Paraformaldehydlésung oder eine

verdiinnte Formaldehydlosung, enzymatische Behandlungen oder &hnliches.

Femner ist es bevorzugt, wenn die Oligonukleotidsonden kovalent mit einem
detektierbaren Marker verbunden sind. Der detektierbare Marker wird vorzugsweise
ausgewdhlt .aus der Gruppe, bestehend aus:

a) Fluoreszenzmarker;

b) Chemolumineszenzmarker;

¢) radioaktiver Marker;

d) enzymatisch aktive Gruppe;

¢) Hapten;

f) durch Hybridisierung nachweisbare Nukleinsdure.

Der enzymatische Marker wird insbesondere aus der Gruppe, bestehend aus
Peroxidase, vorzugsweise Meerrettich-Peroxidase, und Phosphatase, vorzugsweise
alkalischer Phophatase, ausgewihlt. Somit kann die Detektion und Quantifizierung
bei dem erfindungsgemiBen Verfahren in dieser speziellen Ausfiithrungsform auch
mittels eines einfachen Lichtmikroskopes erfolgen. Dazu werden erstmals
Peroxidase-markierte Oligonukleotidsonden zum in situ-Nachweis von

parodontopathogenen Bakterien eingesetzt.

Diese Ausfiihrungsform bietet gegeniiber den herkémmlicherweise verwendeten
Techniken eine Reihe von Vorteilen. Zum einen ist mit einem Nachweissystem, das
auf einer Enzymreaktion beruht, eine lichtmikroskopische Detektion von Bakterien
mdglich, was die Anschaffungskosten fiir ein Analysegerit erheblich reduziert.

Zudem lésst sich die Aussagekraft dieses Nachweissystems durch den Einsatz
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geeigneter Gegenfarbemittel noch deutlich steigern. Die Durchfiihrung einer
gewdhnlichen Hiamatoxylin-Eosin-Farbung im Anschluf} an eine in situ-
Hybridisierung mit Peroxidase-markierten Oligonukleotiden erlaubt die Bestimmung
von Anzahl und Anteil spezieller Bakterien, aber auch die Bestimmung der Anzahl -
von relevanten Immunzellen und eventuelle rdumliche Assoziationen mit bestimmten
bakteriellen Gruppen. Weiterhin ergeben sich beziiglich des Nachweissystems
deutlich verbesserte Automatisierungsmoglichkeiten, so dafl eine Mikroskop-
unabhingige Detektion moglich ist. Eine solches Nachweissystem kdnnte
beispielsweise in Mikrotiterplatten mit einem handelsiiblichen chromogenen

Peroxidasesubstrat durchgefiihrt werden.

Die beschriebene Technik wird nicht nur zu einer deutlichen Erleichterung der
mikrobiellen Diagnostik in speziellen Untersuchungslaboratorien und bei den
niedergelassenen Zahnirzten flihren, sondern auch fiir neue Erkenntnisse bei der

Erforschung dieser Infektionskrankheit sorgen.

Ferner kann es vorteilhaft sein, daf} die fixierten Zellen vor der Inkubation
permeabilisiert werden. Bei einer Permeabilisierung im Sinne der vorliegenden
Erfindung wird die Zellhiille durchldchert, aber im Unterschied zur Lyse nicht
zerstort. Die morphologische Integritit der Zelle bleibt erhalten. Makromolekiile wie
DNA, RNA und Ribosomen verbleiben in der Zelle. Die Permeabilisierung kann
notwendig sein, um z.B. ein effektives Eindringen von Sonden, die mit im Vergleich
zu Fluoreszenzfarbstoffen groen Enzymmolekiile markiert sind, in die Zelle und
damit das anschliefende Binden an Ribosomen zu gewihrleisten. Die
Permeabilisierung kann vorzugsweise durch partiellen Abbau mittels
zellwandlytischer Enzyme, insbesondere ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus

Proteinase K, Pronase, Lysozym und Mutanolysin, erfolgen.



WO 02/064824 PCT/EP02/01439

-22.-

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit zur Durchfiihrung
des vorstehend beschriebenen erfindungsgeméfen Verfahrens, umfassend
mindestens einen Hybridsierungspuffer sowie mindestens eine erfindungsgeméfe
Oligonukleotidsonde, vorzugsweise eine erfindungsgemiBe Oligonukleotidsonden-

5  Zusammensetzung.

Bei dem vorstehend beschriebene erfindungsgemafBen Verfahren handelt es sich um
ein in situ-Hybridisierungsverfahren, das auf dem Nachweis von ribosomaler RNA
beruht. Bei einer im folgenden ausfiihrlich dargestellten speziellen Ausfiihrungsform

10  der vorliegenden Erfindung werden folgende Schritte durchgefiihrt:

1) Probenahme;
2) Fixierung der Probe;
3) ggf. Transport;
15 4) ggf Konzentrierung;
5) Immobilisierung der Probe auf einem Trager;
6) Permeabilisierung der in der Probe enthaltenen bakteriellen Zellen;
7) Hybridisierung der Probe;
8) Waschen der Probe;
20 9) Detektion der hybridisierten Sonden.

Bei der Auswahl der Patienten bzw. betroffenen Stellen im Gebil} ist die klinische
Erfahrung des behandelnden Arztes ausschlaggebend. Als Orientierungshilfe kann
hier die Stellungnahme der Gesellschaft fiir Parodontologie und der Deutschen

25  Gesellschaft fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde zur mikrobiologischen
Diagnostik bei marginalen Parodontitiden von 1998 dienen. Es kénnen entweder
einzelne parodontale Taschen oder aber auch "Pool-Proben" von mehreren

subgingivalen Stellen beprobt werden. Alternativ kénnen mit der dargestellten
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Technik aber auch supragingivale Stellen oder andere Proben aus dem Mund-
Rachenraum untersucht werden (z.B. Speichelproben). Zur Beprobung von
subgingivalen Stellen werden entweder speziell dafiir vorgesehene zahnérztliche
Instrumente (z.B. Kiirretten, Scaler u.4.) oder spezielle Papierspitzen, vorzugsweise
ISO45 der Firma Alfred Becht (Offenburg; Deutschland) oder anderer Hersteller

verwendet.

Die mit den verschiedenen Verfahren entnommenen Bakterien werden anschlieBend
in ein geeignetes Fixierungsmedium eingebracht, um die Bakterien abzut6ten und
einen Abbau ribosomaler RNA zu verhindern. Dazu kénnen prinzipiell entweder
denaturierende Reagenzien, wie Ethanol, Aceton oder Ethanol-Essigséure-
mischungen, oder quervernetzende Reagenzien, wie Formaldehyd, Paraformaldehyd
oder Glutaraldehyd, verwendet werden. Auch Mischungen aus den beiden

Fixierungsmittelgruppen (z.B. Ethanol zusammen mit Formaldehyd) sind einsetzbar.

Die entnommenen Bakterien kdnnen auch direkt in einen Wassertropfen eluiert
werden, der sich auf einem Objekttriger befindet. Die Bakterien werden dann mittels
Hitzefixierung iiber einer offenen Flamme, z.B. einem Bunsenbrenner, oder in einem
temperierbaren Inkubationsschrank, z.B. bei 80°C, fixiert und gleichzeitig auf einem
Objekttrager immobilisiert. Fixierte Proben lassen sich ohne weitere Spezialvor-

richtungen bis zur Untersuchung lagern und eventuell transportieren.

Die fixierten Proben werden anschlieBend, sofern keine Hitzefixierung durchgefiihrt
wurde, durch Trocknung auf einem Objekttriger immobilisiert. Alternativ kénnen
zur Immobilisierung auch Filtrationsverfahren verwendet werden. Mit Hilfe eines
Membranfilters werden dabei auch gréere Mengen Probenvolumen auf einen Filter

aufgebracht. Vorzugsweise werden dazu Polycarbonatmembranen verwendet, die
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anschliefiend analog zu den auf Objekttrigern immobilisierten Proben hybridisiert

werden.

Optional schliefit sich an die Immobilisierung eine aufsteigende EtOH-Reihe an (z.B.
50%, 80% und 96% Ethanol fiir je 3 Minuten).

Bei der Verwendung von grof3en Markierungsmolekiilen (z.B. Meerrettich-
peroxidase, alkalische Phosphatase, u.a.) kann eine weitere Permeabilisierung der
Bakterienzellwinde vorteilhaft sein, um eine effektive Diffusion der markierten
Sondenmolekiile in die bakterielle Zelle zu gewihrleisten. Dazu kénnen
verschiedenen zellwandlytische Enzyme verwendet werden, z.B. ProteinaseK,
Pronase, Lysozym, Mutanolysin und dergleichen. Bei dem erfindungsgeméfien
Verfahren zum Nachweis der parodontopathogenen Bakterien 4.
actinomycetemcomitan, P. gingivalis, B. forsythus und P. intermedia sind vor allem
die Enzyme ProteinaseK und Lysozym in der in Beispiel 3 gezeigten Form zur
Permeabilisierung der Zellwande geeignet. Aber auch der Einsatz verschiedener
chemischer Reagenzien (z.B. 1 N HCI oder Detergenzien) kénnen zu einer
Permeabilisierung von einzelnen bakteriellen Zellen verwendet werden. Zum
Abstoppen der Enzymreaktion wird eine weitere aufsteigende Ethanolreihe

durchgefiihrt.

Erfindungsgemil wird die Nukleinsduresonde mit dem im obengenannten Sinne
fixierten Mikroorganismus inkubiert, um so ein Eindringen der Nukleinséuresonden-
molekiile in den Mikroorganismus und die Hybridisierung von Nukleinsduresonden-
molekiilen mit den Nukleinsduren des Mikroorganismus zu ermdéglichen.
AnschlieBend werden die nicht-hybridisierten Nukleinsiduresondenmolekiile durch

iibliche Waschschritte entfernt.
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Die spezifisch hybridisierten Nukleinsduresondenmolekiile kénnen anschliefiend in
den jeweiligen Zellen detektiert werden. Voraussetzung hierflir ist, dass das
Nukleinsduresondenmolekiil nachweisbar ist, z.B. dadurch dass das
Nukleinsduresondenmolekiil durch kovalente Bindung mit einen Marker verkniipft
ist. Als detektierbare Marker werden z.B. fluoreszierende Gruppen wie z.B. CY2
(erhiltlich von Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USA), CY3
(ebenfalls erhiltlich von Amersham Life Sciences), CY5 (ebenfalls zu beziehen von
Amersham Life Sciences), FITC (Molecular Probes Inc., Eugene, USA), FLUOS
(erhiltlich von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland), TRITC
(erhéltlich von Molecular Probes Inc. Eugene, USA), 6-FAM oder FLUOS-PRIME
verwendet, die dem Fachmann alle wohlbekannt sind. Auch chemische Marker,
radioaktive Marker oder enzymatische Marker wie Meerrettich-Peroxidase, saure
Phosphatase, alkalische Phosphatase, Peroxidase, kdnnen verwendet werden. Fiir
jedes dieser Enzyme ist eine Reihe von Chromogenen bekannt, die anstelle des
natiirlichen Substrates umgesetzt werden kénnen, und entweder zu farbigen oder zu
fluoreszierenden Produkten umgesetzt werden kénnen. Beispiele fiir solche

Chromogene sind in der nachfolgenden Tabelle angegeben:
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saure Phosphatase

2. Peroxidase

3. Meerrettichperoxidase

4. B-D-Galaktosidase

5. Glukoseoxidase

* Fluoreszenz
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Tabelle 1

Chromogen

4-Methylumbelliferylphosphat (*),
Bis(4-Methyiumbelliferylphosphat), (*) 3-O-
Methylfluoreszein, Flavon-3-
Diphosphattriammoniumsalz (*),
p-Nitrophenylphosphatdinatriumsalz
Tyraminhydrochlorid (*), 3-(p-Hydroxyphenyl)-
Propionséure (*), p-Hydroxyphenethylalkohol(*),
2,2'-Azino-di-3-ethylbenzthiazolinsulfonséure
(ABTS), ortho-Phenylendiamindihydrochlorid,
o-Dianisidin, 5-Aminosalicylsdure, p-Ucresol (*),
3,3'-dimethyloxybenzidin, 3-Methyl-2-benzothia-
zolinhydrazon, Tetramethylbenzidin

H,0; + Diammoniumbenzidin

H,0; + Tetramethylbenzidin
o-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid,
4-Methylumbelliferyl-p-D-galaktosid

ABTS, Glukose und Thiazolylblau

SchlieBlich ist es moglich, die Nukleinsiduresondenmolekiile so zu gestalten, da an

threm 5°- oder 3’-Ende eine weitere zur Hybridisierung geeignete Nukleinsédure-
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sequenz vorhanden ist. Diese Nukleinsduresequenz umfafit wiederum ca. 15 bis
1000, bevorzugt 15 — 50 Nukleotide. Dieser zweite Nukleinsdurebereich kann
wiederum von einer Oligonukleotidsonde erkannt werden, die durch eines der oben

erwihnten Mittel nachweisbar ist.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Kopplung der nachweisbaren Nukleinséure-
sondenmolekiile mit einem Hapten. Nach Ablosung der Nukleinsduresonden-
molekiile von der Zielnukleinsdure kénnen die nunmehr isoliert vorliegenden
Nukleinsiuresondenmolekiile mit Antikérpern, die das Hapten erkennen, in Kontakt
gebracht werden. Als Beispiel flir solch ein Hapten kann Digoxygenin oder dessen
Derivate angefiihrt werden. Dem Fachmann sind neben den angegebenen Beispielen

auch noch weitere wohlbekannt.

Die Durchfithrung der Hybridisierung geschieht standardméfig auf Objekttragern,
auf Filtern, auf einer Mikrotiterplatte oder in einem Reaktionsgefd3. Die Auswertung
ist abhéngig von der Art der Markierung der verwendeten Sonde und kann mit einem
Lichtmikroskop, Epifluoreszenzmikroskop, Chemoluminometer, Fluorometer,

Durchflufizytometer und dergleichen erfolgen.

Der erfindungsgemife Kit enthélt besonders bevorzugt folgende spezifische Sonden

zum Nachweis von Parodontopathogenen:

Sonden, die Stimme der Art Actinobacillus actinomycetemcomitans erfassen:

AACTI1: 5'-CAT-CAG-CGT-CAG-TAC-ATC-C-3'
AACT2: 5'-AGT-ACT-CCA-GAC-CCC-CAG-3'
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Sonden, die Stimme der Art Porphyromonas gingivalis nachweisen

PGIN1: 5'-CCT-CTG-TAA-GGC-AAG-TTG-C-3'
PGIN2: 5'-GCG-CTC-AGG-TTT-CAC-CGC-3'
PGIN3: 5'- CGG-TTA-CGC-CCT-TCA-GGT-3'

Sonden, die Stimme der Art Bacteroides forsythus erfassen

BFORI1: 5'-GCT-ACC-ATC-GCT-GCC-CCT-3'
BFOR2: 5'-CCA-TGC-GGA-ACC-CCT-GTT-3'
BFOR3: 5'-CCG-CGG-ACT-TAA-CAG-CCC-ACC-T-3'
BFORA4: 5-CGA-CAA-ACT-TTC-ACC-GCG-G-3'
BFORS: 5'-TGA-CAG-TCA-GGG-TTG-CGC-3'
BFORG: 5'-TCA-CAG-CTT-ACG-CCG-GC-3'

Sonden, die Stimme der Art Prevotella intermedia erfassen

PINT1: 5'-TTG-GTC-CAC-GTC-AGA-TGC-3'
PINT2: 5'-TGC-GTG-CAC-TCA-AGT-CCG-3'
PINT3: 5'-TGT-ATC-CTG-CGT-CTG-CAA-TT-3'
PINT4: 5'-CCC-GCT-TTA-CTC-CCC-AAC-3'
PINTS: 5'-CAT-CCC-CAT-CCT-CCA-CCG-3'
PINT6: 5'-TCC-CCA-TCC-TCC-ACC-GAT-GA-3'

Die erfindungsgemiBen Sondenmolekiile kénnen im Rahmen des Nachweis-
verfahrens mit verschiedenen Hybridisierungslésungen eingesetzt werden.
Verschiedene organische Lsungsmittel kénnen in Konzentrationen von 0% bis 80%

eingesetzt werden. Formamid wird beispielsweise vorzugsweise in einer
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Konzentration von 20 % bis 60 %, besonders bevorzugt in einer Konzentration von
20 % im Hybridisierungspuffer eingesetzt. Zudem ist ein Salz, vorzugsweise
Natriumchlorid, in einer Konzentration von 0,1 mol/l bis 1,5 mol/l, bevorzugt von
0,5 mol/l bis 1,0 mol/l und bevorzugter von 0,7 mol/l bis 0,9 mol/l und am meisten
bevorzugt von 0,9 mol/l im Hybridisierungspuffer enthalten. Zum Abpuffern des
Hybridisierungspuffers kénnen verschiedene Verbindungen wie Tris/HCI, Natrium-
Citrat, PIPES oder HEPES-Puffer verwendet werden, die im Bereich von 0,01 mol/l
bis 0,1 mol/l, bevorzugt von 0,01 mol/l bis 0,08 mol/l und besonders bevorzugt von
0,02 mol/l eingesetzt werden. Der pH-Wert liegt in der Regel im Bereich von 6,0 bis
9,0, bevorzugt von 7,0 bis 8,0. Bevorzugt weist der Hybridisierungspuffer 0,02 mol/l
Tris/HC], pH 8,0 auf.

Zudem sind meist Detergenzien, wie Triton X oder Natrium-Dodecylsulphat (SDS)
in einer Konzentration von 0,001 % bis 0,2 %, bevorzugt von 0,005 % bis 0,1 %

enthalten. Hier enthilt ein besonders bevorzugter Hybridisierungspuffer 0,01 % SDS.

Weitere Zusatzstoffe konnen bei verschiedenen Problemstellungen zum Einsatz
kommen, wie unmarkierte Nukleinsdurefragmente (z.B. fragmentierte
Lachsspermien-DNA, unmarkierte Oligonukleotide u.4.) oder Molekiile, die
aufgrund einer Reaktionsraumverengung zu einer Beschleunigung der
Hybridisierungsreaktion fiihren kénnen (Polyethylenglycol, Polyvinylpyrrolidon,
Dextransulfat u.4.). Solche Zusitze werden vom Fachmann in den bekannten und

tiblichen Konzentrationen dem Hybridisierungspuffer zuzugeben.

Es versteht sich, dass der Fachmann die angegebenen Konzentrationen der
Bestandteile des Hybridisierungspuffer derart auswihlen kann, dass die gewiinschte
Stringenz der Hybridisierungsreaktion erzielt wird. Besonders bevorzugte

Ausfiihrungsformen geben stringente bis besonders stringente Hybrisidierungs-
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bedingungen wieder. Unter Einsatz dieser stringenten Bedingungen kann der
Fachmann feststellen, ob ein bestimmtes Nukleinsiuremolekiil einen artspezifischen
Nachweis von Nukleinsduresequenzen von parontopathogenen Bakterien erméglicht

und somit im Rahmen der Erfindung zuverléssig eingesetzt werden kann.

Es versteht sich, dass der Fachmann die angegebenen Konzentrationen der
Bestandteile des Hybridisierungspuffers derart auswihlen kann, dass die gewiinschte
Stringenz der Hybridisierungsreaktion erzielt wird. Besonders bevorzugte
Ausfiihrungsformen geben stringente bis besonders stringente Hybridisierungs-
bedingungen wieder. Unter Einsatz dieser stringenten Bedingungen kann der
Fachmann feststellen, ob ein bestimmtes Nukleinsiuremolekiil einen spezifischen
Nachweis von Nukleinsduresequenzen von Ziel-Organismen erméglicht und somit
im Rahmen der Erfindung zuverléssig eingesetzt werden kann. Der Fachmann ist in
der Lage durch Verdnderung der Parameter des Hybridisierungspuffers die Stringenz
im Bedarfsfall bzw. je nach Sonde oder Zielorganismus zu erhShen oder zu

erniedrigen.

Die Konzentration der Nukleinsduresonde im Hybridisierungspuffer ist abhéngig von
der Art ihrer Markierung und der Anzahl der Zielstrukturen. Um eine schnelle und
effiziente Hybridisierung zu ermdglichen, sollte die Anzahl der Nukleinsiure-
sondenmolekiile die Anzahl der Zielstrukturen um mehrere Gréf3enordnungen
iiberschreiten. Allerdings ist bei der Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH)
darauf zu achten, dass eine zu hohe Menge an fluoreszenzmarkierten
Nukleinsduresondenmolekiilen zu erhhter Hintergrundfluoreszenz fiihrt. Die
Konzentration der Nukleinsduresondenmolekiile sollte deshalb in einem Bereich
zwischen 0,5 - 500 ng/ul, bevorzugt zwischen 1,0 — 100 ng/ul und besonders
bevorzugt zwischen 1,0 — 50 ng/ul liegen.
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Die im Rahmen der erfindungsgeméBen Verfahren bevorzugte Konzentration betragt
1 - 10 ng jedes verwendeten Nukleinsduresondenmolekiils pro pl Hybridisierungs-
16sung. Das verwendete Volumen der Hybridisierungslosung sollte zwischen 8 ul
und 100 ml liegen, bei einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der

erfindungsgeméBen Verfahren betrigt es 30 pl.

Die Dauer der Hybridisierung betrégt iiblicherweise zwischen 10 Minuten und 12
Stunden; bevorzugt erfolgt die Hybridisierung fiir etwa 1,5 Stunden. Die
Hybridisierungstemperatur betrigt bevorzugt zwischen 44 °C und 48 °C, besonders
bevorzugt 46 °C, wobei der Parameter der Hybridisierungstemperatur, wie auch die
Konzentration an Salzen und Detergenzien in der Hybridisierungslésung in
Abhingigkeit von den Nukleinsduresonden, insbesondere deren Lingen und dem
Grad der Komplementaritdt zur Zielsequenz in der nachzuweisenden Zelle optimiert

werden kann. Der Fachmann ist mit hier einschldgigen Berechnungen vertraut.

Nach erfolgter Hybridisierung sollten die nicht hybridisierten und iiberschiissigen
Nukleinsduresondenmolekiile entfernt bzw. abgewaschen werden, was iiblicherweise
mittels einer herkdmmlichen Waschlosung erfolgt. Diese Waschlésung kann, falls
gewiinscht, 0,001-0,1 % eines Detergens wie SDS, bevorzugt 0,005 — 0,05 %,
besonders bevorzugt 0,01 %, sowie Tris/HCl in einer Konzentration von 0,001-0,1
mol/l, bevorzugt 0,01 — 0,05 mol/l, besonders bevorzugt 0,02 mol/l enthalten, wobei
der pH-Wert von Tris/HCI im Bereich von 6,0 bis 9,0, vorzugsweise bei 7,0 - 8,0,
besonders bevorzugt bei 8,0 liegt. Ein Detergens kann enthalten sein, ist aber nicht
zwingend erforderlich. Weiter enthilt die Waschlésung iiblicherweise NaCl, wobei
die Konzentration je nach benétigter Stringenz von 0,003 mol/l bis 0,9 mol/l,
bevorzugt von 0,01 mol/l bis 0,9 mol/], betrigt. Besonders bevorzugt ist eine NaCl-

Konzentration von etwa 0,215 mol/l.
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Des Weiteren kann die Waschlosung EDTA enthalten, wobei die Konzentration
vorzugsweise 0 - 0,005 mol/l betrigt. Ferner kann die WaschlSsung auch dem

Fachmann geldufige Konservierungsmittel in geeigneten Mengen enthalten.

Allgemein kommen bei dem Waschschritt Pufferlésungen zum Einsatz, die
prinzipiell sehr dhnlich aussehen konnen, wie Hybridisierungspuffer (gepufferte
Natriumchloridlésung), nur dass der Waschschritt in der Regel in einem Puffer mit
niedrigerer Salzkonzentration, bzw. bei hoherer Temperatur durchgefiihrt wird. Zur
theoretischen Abschitzung der Hybridisierungsbedingungen kann folgende Formel

verwendet werden:

Td = 81,5 + 16,6 1g[Na+] + 0,4 x (% GC) - 820/n - 0,5 X (% FA)

Td = Dissoziationstemperatur in °C

[Na+] = Molaritit der Natriumionen

% GC = Anteil der Guanin- und Cytosinnukleotide an der Anzahl der Basen
n = Linge des Hybrids

% FA= Formamidgehalt

Mit Hilfe dieser Formel kann z.B. der Formamidanteil (der wegen der Toxizitét des
Formamids mdéglichst gering sein sollte) des Waschpuffers ersetzt werden durch
einen entsprechend niedrigeren Natriumchloridgehalt. Allerdings ist dem Fachmann
aus der umfangreichen Literatur zu in situ-Hybridisierungsmethoden bekannt, dass
und auf welche Weise die genannten Bestandteile variiert werden kénnen. Beziiglich
der Stringenz der Hybridisierungsbedingungen gilt das oben im Zusammenhang mit

dem Hybridisierungspuffer Gesagte.
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Das ,,Abwaschen* der nicht gebundenen Nukleinsduresondenmolekiile erfolgt
iiblicherweise bei einer Temperatur im Bereich von 44 °C bis 52 °C, bevorzugt von
44 °C bis 50 °C und besonders bevorzugt bei 46 °C fiir eine Dauer von 10 - 40

Minuten, vorzugsweise flir 15 Minuten.

In einer alternativen Ausfiihrungsform des erfindungsgeméiBen Verfahrens werden
die erfindungsgeméBen Nukleinsduremolekiile im sog. Fast-FISH-Verfahren zum
spezifischen Nachweis der angegebenen Ziel-Organismen eingesetzt. Das Fast-
FISH-Verfahren ist dem Fachmann bekannt und z.B. in den Patentanmeldungen DE
199 36 875 und WO 99/18234 beschrieben. Auf diese Dokumente wird hinsichtlich
deren Offenbarung zur Durchfiihrung der dort beschriebenen Nachweisverfahren

hiermit ausdriicklich Bezug genommen.

Erfindungsgemif werden weiterhin Kits zur Durchfiihrung der entsprechenden
Verfahren zur Verfligung gestellt. Die in diesen Kits enthaltene Hybridisierungs-
anordnung ist z.B. in der deutschen Patentanmeldung 100 61 655.0 beschrieben. Auf
die in diesem Dokument enthaltene Offenbarung beziiglich der in situ-

Hybridisierungsanordnung wird hiermit ausdriicklich Bezug genommen.

AuBer der beschriebenen Hybridisierungsanordnung (als VIT-Reaktor bezeichnet)
umfassen die Kits als wichtigsten Bestandteil die jeweilige Hybridisierungslésung
mit den weiter oben beschriebenen fiir die nachzuweisenden Mikroorganismen
spezifischen Nukleinsduresondenmolekiilen (sog. VIT-Losung). Weiterhin ist jeweils
enthalten der entsprechende Hybridisierungspuffer (der der Hybridisierungslésung
ohne Sondenmolekiile entspricht) und ein Konzentrat der entsprechenden
Waschlosung. Weiterhin sind enthalten gegebenenfalls Fixierungslosungen (50%

Ethanol, Ethanol absolut) sowie gegebenenfalls eine Einbettlésung (Finisher).
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Finisher sind im Handel erhiltlich, sie verhindemn u.a. das rasche Ausbleichen
fluoreszierender Sonden unter dem Fluoreszenzmikroskop. Gegebenenfalls sind
Losungen zur parallelen Durchfiihrung einer Positivkontrolle (Positive Control)

sowie einer Negativkontrolle (Negative Control) enthalten.

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung, ohne sie in irgendeiner Weise

einzuschrinken:

Beispiel 1: Spezifischer Nachweis von A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, B.

forsythus und P. intermedia

Um die Spezifitit der erfindungsgeméfien Sonden zu belegen, wurden eine Reihe
von Referenzorganismen aus 6ffentlich zugénglichen Bakterienstammsammlungen
bestellt und auf den von den Stammsammlungen empfohlénen Medien kultiviert.
Sobald sichtbare Kolonien auf den Nihrmedien zu sehen waren, wurde mit einer
Impfdse eine Kolonie von der Platte entfernt und in einer Fixierungslosung (4 %
Formaldehyd in 1 x PBS) suspendiert. Optimalerweise betréigt die optische Dichte
der Bakteriensuspension 0,2, gemessen bei einer Wellenlédnge von 600 nm. Die
Bakterien wurden 1 bis 24 h in der Fixierlgsung belassen und dann fiir 5 min bei
8.000 U/min (Rotina 35, Rotortyp 1714, Hettich, Tuttlingen) sedimentiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in dem 1 x PBS gewaschen
(Ausgangsvolumen). Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt (Bedingungen wie
oben) wurden die Zellen in einer 1:1-Mischung aus EtOH/PBS aufgenommen und

bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

Aus dieser Suspension wurden 5 pl entnommen und auf den Aussparungen eines
teflonbeschichteten Objekttriagers aufgebracht, luftgetrocknet und einer
aufsteigenden Ethanolreihe unterzogen (50 %, 80 % und 100 % je 3 Minuten).
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AnschlieBend wurden die immobilisierten Proben luftgetrocknet, und 10 pl des
Hybridisierungspuffers (0,9 mol/l NaCl, 0,02 mol/l Tris/HCI pH 8,0, 0,01 % SDS, 20
% Formamid, je 5 ng Hybridisierungssonde AACT1 und AACT2, PGIN1-3,
BFORI1-6, PINT1-6) wurden zugegeben. Um zu iiberpriifen, ob die entsprechenden
Referenzzellen geniigend rRNA enthalten, um mit dieser Methode nachgewiesen zu
werden, wurde neben einer Cy3-markierten spezifischen Sonde noch eine FLUOS-

markierte universelle Sonde in der Hybridisierung mitgefiihrt.

Die Hybridisierung erfolgte in einer feuchten Kammer, die mit Hybridisierungs-
puffer dquilibriert war. Die Hybridisierungszeit betrug mindestens 90 Minuten.
AnschlieBend wurde zur Entfernung der ungebundenen Sonde der hybridisierte
Objekttriger in einem 50 ml R6hrchen mit Waschpuffer (0,215 mol/l NaCl, 0,02
mol/l Tris/HCI pH 8,0, 0,01 % SDS) plaziert und 15 Minuten bei 48 °C inkubiert.

Die fertig hybridisierten Objekttriger wurden mit einem geeigneten Einbettmedium

iiberschichtet und anschlieend Fluoreszenz-mikroskopisch analysiert.

Tabelle 2 zeigt die verwendeten Referenzstimme und die mit den

erfindungsgeméfBen Sonden erzielten Ergebnisse.

Tabelle 2

a) Spezifitit der AACT-Sonden:

Organismus Stamm
AACT1 |AACT2 Eub 338-
FLU
Haemophilus DSM 11123 + + +
actinomycetemcomitans
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Haemophilus DSM 8324 + + +
actinomycetemcomitans T
Haemophilus influenzae DSM 4690 - - +
Haemophilus DSM 8978 - - +

arainfluenzae
Haemophilus ducreyi DSM 8925 - - +
Haemophilus parasuis ATCC 19417 - - +
Haemophilus aphrophilus| ATCC 33389 - - +
Haemophilus ATCC 29241 - - +
\paraphrophilus
Pasteurella avium ATCC 29546 - - +
Mannheimia haemolytica | DSM 10531 - - +
Porphyromonas ATCC 33277 - - +
gingivalisT
Porphyromonas DSM 20707 - - +
asaccharolytica
Prevotella - - +
melaninogenica
Prevotella intermedia DSM 20706 - - +
Prevotella bivia GH 1029 - - +
Bacteroides uniformis GH 1077 - - +
Bacteroides vulgatus DSM 1447 - - +
Bacteroides ureolyticus - - +
Veilonella parvula - - +
Bacteroides ovatus DSM 1896 - - +
Bacteroides fragilis ATCC 25295 - - +
b) Spezifitiat der PGIN-Sonden:
Organismus PGINI __ [PGIN2  |[PGIN3  |EUB338
Porphyromonas DSM 20709 + + +

gingivalis
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Porphyromonas ATCC 33277 + + +
gingivalis
Porphyromonas DSM 20707 - - -
assaccharolyticus
Porphyromonas ATCC 35406 - - -
endodontalis
Porphyromonas ATCC 51270 - - -
catoniae
Bacteroides forsythus ATCC 43037 - - - +
Prevotella bivia GH 1029 - - -
Prevotella intermedia DSM 20704 - - -
Bacteroides fragilis ATCC 25295 - - -

Bacteroides uniformis - - -

Bacteroides vulgatus ATCC 29327 - - -

|+ [+ +

Haemophilus DSM 11123 - - -
actinomycetemcomitans

Haemophilus influenzae| DSM 4690 - - -

Haemophilus DSM 8978 - - -
arainfluenzae

Clostridium GH 2151 - - -
araputrefaciens

Clostridium cadaveris GH 2141 - - -

Mannheimia DSM 10531 - - -

haemolytica

¢) Spezifitit der BFOR-Sonden:

Organismus Stamm BFOR1,2,3,4,5und 6 EUB338

Bacteroides forsythus | ATCC + +
43037

Porphyromonas ATCC - +

gingivalis 33277

Porphyromonas DSM - +

assaccharolyticus 20707

Porphyromonas ATCC - +

endodontalis 35406

Porphyromonas ATCC - +

catoniae 51270
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Capnocytophaga 21334 - +
ochraceae
Prevotella intermedia [DSM - +
20706
Prevotella loeschei GH 1068 -
Prevotella GH1061 -
melaninogenica
Prevotella bivia GH 1029 -
Prevotella ruminicola  |GH 914 - +
ssp. ruminicola
Prevotella ruminicola  |GH1024 - +
ssp. brevis
Prevotella corporis GH 830 - +
Prevotella disiens GH 1015 - +
Prevotella GH 918 - +
heparinolytica
Bacteroides distasonis |GH 872 - +
Bacteroides uniformis  |GH 1077 - +
Bacteroides ovatus GH 1048 - +
Bacteroides vulgatus  |ATCC - +
29327
Actinobacillus - DSM - +
actinomycetemcomitans {11123
d) Spezifitit der PINT-Sonden
Organismus Stamm PINT1,2,3,4,5und 6 EUB338
Prevotella intermedia |DSM + +
20707
Prevotella intermedia  |GH 1084 + +
Prevotella intermedia  |GH 1030 + +
Prevotella intermedia |GH 1032 + +
Prevotella intermedia  |GH 1052 + +
Prevotella bivia GH 1029 - +
Prevotella loeschei GH 1068 - +
Prevotella GH1061 - +
melaninogenica
Prevotella ruminicola |GH 914 - +
ssp. ruminicola
Prevotella ruminicola |GH 1024 - +
ssp. brevis
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Prevotella corporis GH 830 - +
Prevotella disiens GH 1015 - +
Prevotella dentalis DSM 3688 - +
Prevotella bryantii DSM - +
11371
Prevotella nigrescens |DSM - +
13386
Prevotella buccae DSM - +
20615
Prevotella GH 918 - +
heparinolytica
Porphyromonas ATCC - +
gingivalis 33277
Porphyromonas DSM - +
assaccharolyticus 20707
Porphyromonas CCUG - +
endodontalis 29541
Porphyromonas CCUG - +
catoniae 41358
Bacteroides ovatus GH 1048 - +
Bacteroides forsythus  |CCUG - +
33226
Bacteroides vulgatus  |ATCC - +
29327
Bacteroides uniformis |GH 1077 - +
Bacteroides distasonis  |B98- - +
026006/3
(GH 872)
Bacteroides fragilis * |ATCC - +
25295
Haemophilus DSM - +
actinomycetemcomitans |11123

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

ATCC: American Type Culture Collection

CCUG: Culture Collection, Universitit Géteborg

GF: Max von Pettenkofer-Institut, Stammsammlung Zweigstelle GroBhadern
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Beispiel 2: Detektion von parodontopathogenen Bakterien in Proben von Patienten

mit Parodontitis

Die Entnahme der parodontalen Proben erfolgte entweder mit einem Scaler oder mit
einer dafiir vorgesehenen sterilen Papierspitze. Im Falle der Verwendung eines
Scalers wurde der Scaler nach der Entfernung bakterieller Plaque aus der
Zahnfleischtasche solange in der Fixierungslosung (4 % Formaldehydlésung in 1 x
PBS) geriihrt, bis die daran haftenden bakteriellen Beldge vollstindig in 200 pl
Fixierungslésung suspendiert waren. Erfolgte die Probenahme mit sterilen
Papierspitzen, so waren diese aseptisch aus der Verpackung zu entnehmen und nach
entsprechender Vorbereitung des Patienten (Trocknung der entsprechenden Stelle,
Entfernung supragingivaler Plaque) in die zu beprobenden parodontale Tasche
einzufiihren. Dort verblieb die Papierspitze fiir 10 - 20 Sekunden, wurde dann
entnommen und in ein Reagenzgefdl mit 200 pl Fixierldsung iibergefiihrt. In diesem
Zustand wurde die Papierspitze in das Untersuchungslaboratorium geschickt. Dort
wurde die Fixierlosung mit 1/10-tel Volumen einer 1 %-igen TritonX-100-Lésung
versetzt und 2 x 30 Sekunden gut geschiittelt, um die Bakterien von der Papierspitze

zu eluieren.

AnschlieBend wurde bei 8.000 U/min fiir 5 Minuten zentrifugiert, das Pellet wie bei
Beispiel 1 ausgefiihrt gewaschen und die Bakterien schlieSlich in 60 pl einer 1:1-
Mischung von Ethanol und PBS iibergefiihrt. In dieser Losung sind die Bakterien in

der Probe bei - 20°C mindestens 3 Monate lagerbar.

5 ul dieser Suspension wurden auf einen Objekttrager aufgebracht und wie in
Beispiel 1 ausgefiihrt mit den erfindungsgeméBen Sonden hybridisiert. Nach der

Hybridisierung wurden die Proben mit dem unspezifisch an DNA bindenden
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Farbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid; Sigma; Deisenhofen;

Deutschland) geférbt. Dazu wurden die Proben mit einer PBS-Losung liberschichtet,

die 1 pg/ml DAPI enthielt, und 5 - 15 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur

inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1 x PBS konnten die Proben dann

in einem geeigneten Einbettmedium (Citifluor AF1, Citifluor Ltd., London, UK}

Vectashild, Vector laboratories, Burlingame, U.S.A) mit Hilfe eines

Fluoreszenzmikroskopes untersucht werden.

Die quantitative Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Zahlokulars nach Angaben des

Mikroskopherstellers

(Zeiss,

Oberkochen,

Deutschland).

Die

quantitative

Auswertung von drei verschiedenen Patientenproben ist in Tabelle 3 wiedergegeben.

Tabelle 3
Lfd.- | Taschen Aac Pgi Bfo Pint
Nr. tiefe
Anteil | Zahl Anteil Zahl Anteil | Zahl Anteil Zahl

1 | 10mm nd. | 497% | 2,7x 10’ n.d. n.d.
2 | 8mm nd. | 21,7% | 1,75x10°[19,7%| 1,6 x 10° | 4,0x 10° | 4,8 %
3 | 8mm 10-10° | 62% | 1,1x10° [8,8% [1,5x10°] 2x10°

n.d.: nicht detektiert

Beispiel 3: Detektion von parodontopathogenen Bakterien mit

Oligonukleotidsonden, die mit Meerettich-Peroxidase markiert sind

Die parodontalen Proben wurden entnommen, fixiert und auf den Objekttragem

immobilisiert, wie in Beispiel 2 beschrieben. AnschlieBend wurden die in der Probe

vorhandenen Zellen mittels einer 15-miniitigen Inkubation in einer 10 pg/mi

ProteinaseK-Losung oder in einer 250 pg/ml Lysozym-Losung permeabilisiert. Das
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Abstoppen der Enzymreaktion erfolgte durch eine aufsteigende Ethanolreihe (50 %,
80 %, 100 %, je 3 min).

Die Hybridisierung erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben, allerdings in einem
Puffer, der 40 % Formamid anstelle von 20 % Formamid enthilt. Zudem wurde die
Hybridisierung bei 35°C durchgefiihrt. Nach 90 Minuten wurde der Objekttrager aus
der feuchten Kammer entnommen und in einem Waschpuffer-POD (0,056 mol/l
NaCl; 0,05 mol/l EDTA, 0,02 mol/l Tris/HCI pH 8,0; 0,01 % SDS) fiir 15 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde die hybridisierte Probe flir 10 Minuten mit
einer Diaminobenzidin-haltigen Substratlosung iiberschichtet. Zur Herstellung dieser
Lésung wurde eine Diaminobenzidin-haltige Tablette und eine H,O; enthaltende
Tablette aus dem SIGMA FAST DAB Tablet Sets (D4168) in 1 ml Substratpuffer
gelost (0,15 mol/l NaCl; 0,1 mol/l Tris/HCI pH 8,0). Nachdem die Tabletten
vollstindig in dem Substratpuffer gelost waren, wurden 10 pl dieser fertigen
Substratlosung auf die hybridisierten Proben gegeben und 10 Minuten bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe mit 1 x PBS gespiilt und entweder sofort

oder nach einer geeigneten Gegenfirbung mikroskopiert.

Eine geeignete Gegenfarbung war eine HE-Firbung, die auf folgende Weise erstellt
wurde. Die feuchten, hybridisierten Objekttriger wurden in eine Glaskiivette
getaucht, die mit Himalaun (Merk, Deutschland, Art.-Nr. 1.09249.0500) gefiillt ist.
Nach 3 - 5 Minuten wurden die Objekttriger kurz in destilliertem Wasser gespiilt und
dann 10 Minuten zum Blduen flieBendem kalten Leitungswasser ausgesetzt. Dann
wurde der Objekttrager fiir 3 - 5 Minuten in eine Kiivette mit Eosin getaucht.
Anschlielend wurden die Objekttriger kurz in 90 %-igem und dann in absolutem
Ethanol gespiilt. AbschlieBend wurde der Objekttrdger in drei verschiedene Xylol-
Bider getaucht, bis die Xylol-Losung klar blieb.
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PATENTANSPRUCHE

PCT/EP02/01439

1.  Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von

parodontopathogenen Bakterien durch in situ-Hybridisierung, ausgewihlt aus der

Gruppe bestehend aus:

i)
5'-CAT-CAG-CGT-CAG-TAC-ATC-C-3'
5'-AGT-ACT-CCA-GAC-CCC-CAG-3'
5'-CCT-CTG-TAA-GGC-AAG-TTG-C-3'
5'-GCG-CTC-AGG-TTT-CAC-CGC-3'

5'- CGG-TTA-CGC-CCT-TCA-GGT-3'
5'-GCT-ACC-ATC-GCT-GCC-CCT-3'
5'-CCA-TGC-GGA-ACC-CCT-GTT-3'
5'-CCG-CGG-ACT-TAA-CAG-CCC-ACC-T-3'
5'-CGA-CAA-ACT-TTC-ACC-GCG-G-3'
5'-TGA-CAG-TCA-GGG-TTG-CGC-3'
5'-TCA-CAG-CTT-ACG-CCG-GC-3'
5'-TTG-GTC-CAC-GTC-AGA-TGC-3'
5-TGC-GTG-CAC-TCA-AGT-CCG-3'
5“TGT-ATC-CTG-CGT-CTG-CAA-TT-3'
5'-CCC-GCT-TTA-CTC-CCC-AAC-3'
5'-CAT-CCC-CAT-CCT-CCA-CCG-3'
5-TCC-CCA-TCC-TCC-ACC-GAT-GA-3/,

ii) Oligonukleotiden, die mit einem der Oligonukleotide unter 1) in mindestens 80 %

und besonders bevorzugt mindestens 90 %, 92%, 94%, 96% der Basen

tibereinstimmen und eine spezifische Hybridisierung mit Nukleinsiduresequenzen von

parodontopathogenen Bakterien der Art Actinobacillus actinomycetemcomitans,
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Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus und/oder Prevotella intermedia
ermoglichen,

ii1) Oligonukleotiden, die sich von einem der Oligonukleotide unter i) und ii) dadurch
unferscheiden, dass sie um mindestens ein Nukleotid verliﬁgert sind,

iv) Oligonukleotiden, die mit einer Sequenz, die zu einem Oligonukleotid unter 1), 11)

und iii) komplementdr ist, unter stringenten Bedingungen hybridisieren.

2. Oligonukleotidsonden-Zusammensetzung zum Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien durch in situ-Hybridisierung, umfassend:
1) mindestens eine, vorzugsweise zwei oder mehr Oligonukleotidsonden zum
artspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Actinobacillus
actinomycetemcomitans, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
a) DNA-Sequenz, umfassend
5'-CAT-CAG-CGT-CAG-TAC-ATC-C-3'
5'-AGT-ACT-CCA-GAC-CCC-CAG-3'
oder Teile davon,;
b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsiuresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) unter stringenten Bedingungen hybridisiert,
oder Teile dieser Nukleinsduresequenz umfafit;
und/oder
ii) mindestens eine, vorzugsweise zwei oder mehr Oligonukleotidsonden zum
artspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art
Porphyromonas gingivalis, ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus
a) DNA-Sequenz, umfassend
5'-CCT-CTG-TAA-GGC-AAG-TTG-C-3'
5'-GCG-CTC-AGG-TTT-CAC-CGC-3'
5'- CGG-TTA-CGC-CCT-TCA-GGT-3'

oder Teile davon;



WO 02/064824 PCT/EP02/01439

10

15

20

25

-45 -

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsduresequenz umfafit;

und/oder

iii) mindestens eine, vorzugsweise zwei oder mehr Oligonukleotidsonden zum
artspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Bacteroides
forsythus, ausgewihlt aus der Gruppe, bestehend aus

a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-GCT-ACC-ATC-GCT-GCC-CCT-3'

5'-CCA-TGC-GGA-ACC-CCT-GTT-3'
5'-CCG-CGG-ACT-TAA-CAG-CCC-ACC-T-3'
5'-CGA-CAA-ACT-TTC-ACC-GCG-G-3'
5'-TGA-CAG-TCA-GGG-TTG-CGC-3'

5'-TCA-CAG-CTT-ACG-CCG-GC-3'

oder Teile davon;

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser
Nukleinsiduresequenz umfafit;

und/oder

iv) mindestens eine, vorzugsweise zwei oder mehr Oligonukleotidsonden zum
artspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien der Art Prevotella
intermedia, ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus

a) DNA-Sequenz, umfassend

5'-TTG-GTC-CAC-GTC-AGA-TGC-3'

5'-TGC-GTG-CAC-TCA-AGT-CCG-3'
5'-TGT-ATC-CTG-CGT-CTG-CAA-TT-3'
5-CCC-GCT-TTA-CTC-CCC-AAC-3'

5'-CAT-CCC-CAT-CCT-CCA-CCG-3'
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5'-TCC-CCA-TCC-TCC-ACC-GAT-GA-3'

oder Teile davon;

b) DNA-Sequenz, die eine Nukleinsduresequenz, die mit einem komplementéren
Strang der Nukleinsduresequenz von a) hybridisiert, oder Teile dieser

Nukleinsduresequenz umfasst.

3. Oligonukleotidsonden-Zusammensetzung nach Anspruch 2, umfassend
i) simtliche Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien der Art Actinobacillus actinomycetemcomitans aus
der Gruppe bestehend aus
a) DNA-Sequenz, umfassend
5'-CAT-CAG-CGT-CAG-TAC-ATC-C-3'
5'-AGT-ACT-CCA-GAC-CCC-CAG-3'
und/oder
ii) samtliche Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien der Art Porphyromonas gingivalis aus der Gruppe
bestehend aus
5'-CCT-CTG-TAA-GGC-AAG-TTG-C-3'
5'-GCG-CTC-AGG-TTT-CAC-CGC-3'
5'- CGG-TTA-CGC-CCT-TCA-GGT-3'
und/oder
iii) sdmtliche Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien der Art Bacteroides forsythus aus der Gruppe,
bestehend aus
5'-GCT-ACC-ATC-GCT-GCC-CCT-3'
5'-CCA-TGC-GGA-ACC-CCT-GTT-3'
5'-CCG-CGG-ACT-TAA-CAG-CCC-ACC-T-3'
5'-CGA-CAA-ACT-TTC-ACC-GCG-G-3'



WO 02/064824 PCT/EP02/01439

10

15

20

25

-47 -

5'-TGA-CAG-TCA-GGG-TTG-CGC-3'
5'-TCA-CAG-CTT-ACG-CCG-GC-3'

und/oder

iv) samtliche Oligonukleotidsonden zum artspezifischen Nachweis von
parodontopathogenen Bakterien der Art Prevotella intermedia aus der Gruppe
bestehend aus

5'-TTG-GTC-CAC-GTC-AGA-TGC-3'
5'-TGC-GTG-CAC-TCA-AGT-CCG-3'
5'-TGT-ATC-CTG-CGT-CTG-CAA-TT-3'
5'-CCC-GCT-TTA-CTC-CCC-AAC-3
5'-CAT-CCC-CAT-CCT-CCA-CCG-3'
5'-TCC-CCA-TCC-TCC-ACC-GAT-GA-3'.

4. Oligonukleotidsonden-Zusammensetzung nach Anspruch 2 oder 3
umfassend simtliche Oligonukleotidsonden SEQ ID No. 1-17.

5. Verfahren zum Nachweis von parodontopathogenen Bakterien in einer
Probe durch in situ-Hybridisierung, umfassend die folgenden Schritte:
a) Fixieren der in der Probe enthaltenen parodontopathogenen Bakterien,
b) Inkubieren der fixierten Bakterien mit mindestens einer Oligonukleotidsonde nach
Anspruch 1, vorzugsweise mit einer Oligonukleotidsonden-Zusammensetzung nach
einem der Anspriiche 2-4, um eine Hybridisierung herbeizufiihren;
¢) Detektieren und ggf. Quantifizieren der parodontopathogenen Bakterienzellen mit

den hybridisierten Oligonukleotidsonden.

6.  Verfahren nach Anspruch 5,

wobei die Bakterien nach dem Fixieren auf einem Triger immobilisiert werden.
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7. Verfahren nach Anspruch 6,
wobei die Immobilisierung durch Trocknung oder Filtration erfolgt.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7,
wobei die Fixierung durch denaturierende Reagenzien, vorzugsweise ausgewahlt aus
der Gruppe, bestehend aus Ethanol, Aceton und Ethanol-Essigsauremischungen,

erfolgt.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7,
wobei die Fixierung durch quervernetzende Reagenzien, vorzugsweise ausgewihlt
aus der Gruppe, bestehend aus Formaldehyd, Paraformaldehyd und Glutaraldehyd,
erfolgt.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7,

wobei die Fixierung durch Hitzefixierung erfolgt.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 10,
wobei die Oligonukleotidsonden kovalent mit einem detektierbaren Marker

verbunden sind.

12.  Verfahren nach Anspruch 11,
wobei der detektierbare Marker ausgewihlt ist aus der Gruppe, bestehend aus:
a) Fluoreszenzmarker;
b) Chemolumineszenzmarker;
c) radioaktiver Marker;
d) enzymatisch aktive Gruppe;
¢) Hapten;

f) durch Hybridisierung nachweisbare Nukleinsaure.
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13. Verfahren nach Anspruch 12,
wobei der enzymatische Marker aus der Gruppe, bestehend aus, Peroxidase,
vorzugsweise Meerrettich-Peroxidase, und Phosphatase, vorzugsweise alkalischer

Phophatase, ausgewihlt wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 13,

wobei die fixierten Zellen vor der Inkubation permeabilisiert werden.

15. Verfahren nach Anspruch 14,
wobei die Permeabilisierung durch partiellen Abbau mittels zellwandlytischer

Enzyme erfolgt.

16. Verfahren nach Anspruch 15,
wobei die zellwandlytischen Enzyme ausgewéhlt werden aus der Gruppe, bestehend

aus Proteinase K, Pronase, Lysozym und Mutanolysin.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 16, wobei es sich bei den
parodontopathogen Bakterien um Bakterien der Art Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus und/oder

Prevotella intermedia handelt.

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 17 zum artspezifischen
Nachweis von Bakterien der Art Actinobacillus actinomycetemcomitans, wobei das
Oligonukleotid ausgewaihlt ist aus der Gruppe bestehend aus
5'-CAT-CAG-CGT-CAG-TAC-ATC-C-3'
5'-AGT-ACT-CCA-GAC-CCC-CAG-3'".
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19. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 17 zum artspezifischen
Nachweis von Bakterien der Art Porphyromonas gingivalis, wobei das
Oligonukleotid ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus
5'-CCT-CTG-TAA-GGC-AAG-TTG-C-3'
5'-GCG-CTC-AGG-TTT-CAC-CGC-3'

5'- CGG-TTA-CGC-CCT-TCA-GGT-3'".

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 17 zum artspezifischen
Nachweis von Bakterien der Art Bacteroides forsythus, wobei das Oligonukleotid
ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus
5'-GCT-ACC-ATC-GCT-GCC-CCT-3'
5'-CCA-TGC-GGA-ACC-CCT-GTT-3'
5'-CCG-CGG-ACT-TAA-CAG-CCC-ACC-T-3'
5'-CGA-CAA-ACT-TTC-ACC-GCG-G-3'
5'“TGA-CAG-TCA-GGG-TTG-CGC-3'
5'-TCA-CAG-CTT-ACG-CCG-GC-3".

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 17 zum artspezifischen
Nachweis von Bakterien der Art Prevotella intermedia, wobei das Oligonukleotid
ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus
5“TTG-GTC-CAC-GTC-AGA-TGC-3'
5'-TGC-GTG-CAC-TCA-AGT-CCG-3'
5-TGT-ATC-CTG-CGT-CTG-CAA-TT-3'
5-CCC-GCT-TTA-CTC-CCC-AAC-3'
5'-CAT-CCC-CAT-CCT-CCA-CCG-3'
5'-TCC-CCA-TCC-TCC-ACC-GAT-GA-3'".
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22. Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 5 bis 21,
enthaltend mindestens eine Oligonukleotidsonde nach Anspruch 1, vorzugsweise

eine Oligonukleotidsonden-Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 2 bis 4.

5 23. Kit nach Anspruch 22, weiter enthaltend mindestens eine
Hybridsierungslésung, wobei die Oligonukleotidsonden in der

Hybridisierungslosung enthalten sein kénnen.
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1
19

DNA
Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

1

catcagcgtc agtacatce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
agtac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

18

DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der klinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

2
tccag acccccag

3

19

DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kunstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

3

cctctgtaag gcaagttgce

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

4

18

DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
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Oligonukleotidsonde

.<400> 4
gcgctcaggt ttcaccge

<210> 5

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> S
cggttacgcce cttcaggt

<210> 6

<211> 18

<212> DNA

<213> Kanstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der klnstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 6
gctaccatecg ctgcecect

<210> 7

<211> 18

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 7
ccatgcggaa ccectgtt

<210> 8

<211> 22

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 8
ccgecggactt aacagcccac ct

<210> 9

<211> 19

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 9
cgacaaactt tcaccgcgg 19

<210> 10

<211> 18

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der klnstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 10
tgacagtcag ggttgcgce 18

<210> 11

<211> 17

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 11
tcacagctta cgccggce 17

<210> 12

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kilinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 12
ttggtccacg tcagatgc 18

<210> 13

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 13
tgcgtgcact caagtccg 18

<210> 14
<211> 20
<212> DNA
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<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 14
tgtatcectge gtctgcaatt 20

<210> 15

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der klnstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 15
ccecgcectttac tccccaac 18

<210> 16

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiunstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 16
catccccate ctccacceg 18

<210> 17

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Oligonukleotidsonde

<400> 17
tccccatect ccaccgatga 20
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