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Diagnose von mit humos assoziierten Krankheiten

Beséhreibung

Gebiet der Erfindung

Die nach den metﬁodischen Entwicklungen der letzten Jahre in der Molekularbiologie gut
studierten Beobachtungsebenen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser Gene in RNA
und die daraus entstehenden Proteiné. Wann im Laufe der En_twicklung eines Indiv.iduums
welches Gen angeschaltet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter Gene in be-
stimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist mit Ausmal} und Charakter der Methylie-
rung der Gene bzw. des Genoms korrelierbar. Insofern #uBern sich pathogene Zustinde in

einem verdnderten Methylierungsmuster einzelner Gene oder des Genoms.

‘Die vorliegende Erfindung betrifft Nukleinséuren, Oligonukleotide, PNA-Oligomere und ein
Verfahren zur Diagnose von Erkrankungen, die mit dem genetischen und/oder epigenetischen
Parametern des Onkogens humos und insbesondere dessen Méthylierungsstatus in Zusam-

| menhang stehen..
Stand der Technik

Das Moloney murine sarcoma virus (MSV) gehért zu den Replikations-inaktiven Retroviren,
die Fibroblasten in Kultur transformieren und Sarkome in vivo induzieren. Entstanden ist das
Virus durch die Rekombination zwischen dem Moloney murine leukemia virus und einer aus
Maus-Zellen entstammenden Sequenz. Das aus Maus-Zellen stammende Segment des MSV,
auch als v-mos bezeichnet, wird fiir die Induktion und Aufrechterhaltung der viralen Trans-
formation benotigt. Homologe Gene zu v-mos sind das ebenfalls aus der Maus stammende c-
mos und das humane c-mos (humos), welches dank der evolutiondren Konservierung von
viralen Onkogenen unter den Vertebratenarten auf dem menschlichen Chromosom 8q11-12

kartiert werden konnte (Prakash K, McBride OW, Swan DC, Devare SG, Tronick SR, Aaron-
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son SA. Molecular cloning and chromosomal mapping of a human locus related to the trans-
forming gene of Moloney murine sarcoma virus. Proc Natl Acad Sci U S A. 1982
Sep;79(17):5210-4; Watson R, Oskarsson M, Vande Woude GF. Human DNA sequence ho-
mologous to the transforming gene (mos) of Moloney murine sarcoma virus. Pro¢ Natl Acad
Sci U S A. 1982 Jul;79(13):4078-82.). Das c-mos Proto-Onkogen wird bei einer signifikanten
Anzahl von Lungehkérzinomen exprimiert und spielt méglicherweise bei deren Entwicklung
eine Rolle (Athanasiou A, Gorgoulis VG, Zacharatos P, Mariatos G, Kotsinas A, Liloglou T, |
Karameris A, Foukas P, Manolis EN, Field JK, Kittas C. e-mos immunoreactivity is an indi-
cator of good prognosis in lung cancer. Histopathology. 2000 Jul;37(1):45-54). Eine Assozia-
tion mit Kehlkopﬂqebs Wird ebenfalls vermutet (Dolcetti R, Pelucchi S, Maestro R, Rizzo S,
- Pastore A, Boiocchi M. Proto-oncogene allelic variations in human squambus cell carcinomas
of the larynx. Eur Arch Otorhinolaryngol. 1991;248(5):279-85). Die Beteiligung von c¢-mos
an akuter myeloblastischer Leukémie wird dagegen kontrovers diskutiert (Morris CM, Bowen
J, Fitzgerald PH. Localization of human c-mos to chromosome band 8qll in leukemic cells
with the t(8;21) (q22;q22). Hum Genet. 1989 Mar;81(4):339-42). Weiterhin wird eine Beteili-
gung von ¢-mos an chronischer myélocystischer Leukdmie (Huerre C, Despoisse S, Gilgen-
krantz S, Lenoir GM, Junien C. c-Ha-ras! is not deleted in aniridia-Wilms' tumour associati-
on. Nature. 1983 Oct 13-19;305(5935):638-41) sowie an dem Burkitt's Lymphom vermutet
(Klein G. The role of gene dosage and genetic transpositioris in carcinogenesis. Nature. 1981

Nov 26;294(5839):313-8).

5-Methylcytosin ist die hiufigste kovalent modifizierte Base in der DNA eukaryotischer Zel-
len. Sie spielt beispielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkription, beim genetischen
Imprinting und in der Tufnorgenese. Die Identifizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil
: genetischer Information ist daher von erheblichem Interesse. 5-Methylcytosin-Positionen -
konnen jedoch nicht durch Sequenzierung identifiziert werden, da 5-Methylcytosin das glei-
che Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Dartiber. hinaus geht bei einer PCR-
Amplifikation die epigenetische Information, welche die 5-Methylcytosine tragen, vollstindig

verloren.

Eine relativ neue und die mittlerweile am héufigsten angewandte Methode zur Untersuchung
von DNA auf 5-Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von Bisulfit mit Cytosin,
das nach anschlieBender alkalischer Hydrolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in sei-

nem Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-Methylcytosin wird dagegen unter
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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 Amplifikation und Hybridisierdng oder Se-
quenzierung nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen auf Basenpaarung,
.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 einschliefit, dadurch die Diffusion und Renaturierung der DNA (Bisulfit reagiert nur
an ein;elstr’aingiger DNA) verhindert und alle Féllungs- und Reinigungsschritte 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 Regionen bis etwa 3000 Basenpaare
Lénge untersucht, eine globale Untersuchung von Zellen auf Tausenden von moglichen Me-
thylierungsanalysen ist nicht méglich. Allerdings kann auch diéses Verfahren keine sehr klei-
nen Fragmente aus geringen Probenmengen zuverléssig analysieren. Diese gehen trotz Diffu- -
sionsschutz durch die Matrix verloren. '

" Eine Ubersicht tiber die weiteren bekannten Méglichkeiten, 5-Methylcytosine nachzuweisen,
kann aus dem folgenden Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein, T., DePamphilis, M. L.,
Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 1998, 26, 2255.

Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen (z.B. Zeschnigk M, Lich C, Bui—
ting K, Doerfler W, Horsthemke B. A single-tube PCR test for the diagnbsis of Angelman and
Prader-Willi syndrome based on allelic methylation 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 amplifiziert
und entweder kémplett sequenziert (Olek A, Walter J. The pre-implantation ontogeny of the
Hi9 methylation imprint. Nat Genet. 1997 Nov;17(3):275-6) oder einzelne Cytosin-
Positionen durch eine ,,Primer-Extension-Reaktion" (Gonzalgo ML, Jones PA. Rapid quanti-
tation of methylation differences at specific sites using methylation-sensitive single nucleotide
primer extension (Mé-SNuPE). Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2529-31, WO
95/00669) oder einen Enzymschnitt (Xiong Z, Laird PW. COBRA.: a sensitive and quantitati;
ve DNA methylation assay. Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15;25(12):2532-4) nachgewiesen.
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dem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung beschrieben worden (Olek et al., WO 99
28498).

' Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der Bisulfit-Technik zum Methylierungs-
nachweis bei einzelnen 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 sequenbing méthod. 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. Nucleic Acids Res. 1994 Feb
25;22(4):695-6; Martin V, Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R. Genomic sequencing
indicates a 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 97/45560.

Eine Ubersicht iiber den Stand der Technik in der Oligomer Array Herstellung 148t sich aus
einer im Januar 1999 erschienenen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Genetics

Supplement, Volume 21, January 1999) und der dort zitierten Literatur entnehmen.

Fiir die Abtastung einés immobilisierten DNA—Arfays sind vielfach fluoreszenzmarkierte
Sonden verwendet worden. Besonders geeignet fiir Fluoreszenzmarkierungen ist das einfache
Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 5'-OH der jeweiligen Sonde. Die Detektion der
Fluoreszenz der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise iiber ein Konfokalmikroskop.

Die Farbstoffe Cy3 und CyS5 sind, neben vielen anderen, kommerziell erhiltlich.

Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ist eine
sehr leistungsféhige Entwicklung fiir die Analyse von Biomolekiilen (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 ein-
gebettet. Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und das Analytmolekiil so
unfragmentiert in die Gasphase beférdert. Durch Sté8e mit Matrixmolekiilen wird die Ionisa- .

tion des Analyten erreicht. Eine angelegte Spannung beschleunigt die Ionen in ein feldfreies
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Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Massen werden lonen unterschiedlich stark be-

schleunigt. Kleinere Ionen erreichen den Detektor frither als gréBere.

. MALDI-TOF Spektrometrie eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Peptiden und Protei-
nen. Die Analyse von Nukleinsduren ist etwas schwieriger (Gut I G, Beck S. DNA and Matrix
Assisted Laser Desorption Ionization Mass Spectrometry. Current Innovations and Future
| Trends. 1995, 1; 147-57). Fiir Nukleinsduren ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal schlechter
. als fiir Peptide und nimmt mit zunehmender Fragmentgréﬁe {iberproportional ab. Fiir Nu-
kleinsduren, die ein vielfach negativ geladenes Riickgrat haben, ist der IoniAsat‘ionsprozeB
durch die Matrix wesentlich ineffizienter. In der MALDI-TOF Spektrometrie spielt die Wahl
der Matrix eine eminent wichtige Rolle. Fiir die Desorption von Peptiden sind einige sehr
leistungsfahige Matrices gefunden worden, die eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fiir
DNA gibt'és zwar mittlerweile einige ansprechende Matrices, jedoch wurde dadurch der
‘Empﬁndlichkeitsuntcrschied nicht verringert. Der Empfindlichkeitsunterschied kann verrin-
gert werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, dass sie einem Peptid &hnlicher
wird. Phosphorothioatnukleinséduren, béi denen die gewohnlichen Phosphate des Riickgrats
durch Thiophosphate substituiert sind, lassen sich durch einfache Alkylierungschemie in eine
ladungsneutrale DNA umwandeln (Gut IG, Beck S. A procedure for selective DNA alkylation
and detection by mass spectrometry. Nucleic Acids Res. 1995  Apr 25;23(8):1367-73). Die
Kopplung eines ,,charge tags" an diese modifizierte DNA resultiert in der Steigerung der
Empfindlichkeit um den gleichen Betrag, wie er flir Peptide gefunden wird. Ein weiterer
Vorteil von ,,charge tagging" ist dic erhohte Stabilitdt der Analyse gegen Verunreinigungen,

die den Nachweis unmodifizierter Substrate stark erschweren.

Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus DNA von Zell-, Gewebe- oder sonsti-
gen Versuchsproben gewonnen. Diese Standardmethodik findet sich in Referenzen wie

Fritsch und Maniatis eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1989.
Aufgabenstellung
Die vorliegende Erfindung soll Oligonukleotide und/oder PNA-Oligomere zur Detektion von

Cytosin-Methylierungen und ein Verfahren bereitstellen, welches sich zur Diagnose von ge-

netischen und epigenetischen Parametern des humos-Gens besonders eignet. Der Erfindung
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liegt die Erkenntnis zugrunde, dass sich insbesondere Cytosin-Methylierungsmuster zur Dia-

gnose von mit humos assoziierten Erkrankungen besonders eignen.

Beschreibung

. Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die chemisch modifizierte DNA des Gens humos,
sowie Oligonukleotide und/oder PNA-Oligomere zur Detektion von Cytosin-Methylierungen,
sowie ein Verfahren bereit zu stellen, welches sich zur Diagnose von genetischen und epige-
netischen Parametern des humos-Gens besonders eignet. Der Erfindung liegt die Erkenntnis
zugrunde, dass sich genetische und epigenetische Parameter und insbesondere das Cytosin-
Methyliérungsmuster des humés—Ge_ns zur Diagnose von mit humos assoziierten Erkrankun-

gen besonders eignen.

Diése Aufgabe wird erfindungsgemil durch eine Nukleinsiure, umfassend einen mindestens
18 Basen langen Sequenzabschnitt der chemisch vorbehandelten DNA des Gens humos ge-
maB einer der Seq. ID No.1 bis Seq. ID No.4 gelost. Die chemisch modifizierte Nukleinséure
konnte bisher nicht in Zusammenhang mit der Ermittlung von genetischen und epigenetische

Parametern gebracht werden.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird weiterhin durch ein Oligonukleotid oder Oli-
gomér zur Detektion des Cytosin-Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter DNA,
umfassend mindestens eine Basensequenz mit einer Ldnge von mindestens 13 Nukleotiden
gelost, die an eine chemisch vorbehandelte DNA des Gens humos gemiB einer der Seq. ID
No.1 bis Seq. ID No.4 hybridisiert. Die erfindungsgeméfBen Oligomersonden stellen wichtige
und effektive Werkzeuge dar, welche die Ermittlung der genetischen und epigenetischen Pa-
rameter des humos-Gens erst ermdglichen. Bevorzugterweise umfalit die Basensequenz der
Oligomere mindestens ein. CpG Dinukleotid. Die Sonden kénnen auch'in Form einer PNA
(Peptide Nucleic Acid) vorliégen, die besonders bevorzugte Paarungseigenschaften aufweist.
Besonders bevorzugt sind erfindungsgeméBe Oligonukleotide, bei denen das Cytosin des CpG
Dinukleotids das 5. - 9. Nukleotid vom 5-Ende des 13 mers ist, im Falle von PNA-
- Oligomeren ist es bevorzugt, dass das Cytosin des CpG Dinukleotids das 4. - 6. Nukleotid

vom 5'-Ende des 9 mers ist.
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Die erfindungsgem#Ben Oligomere werden normalerweise in sogenannten Sets eingesetzt, die
fiir jedes der CpG Dinukleotide eine der Sequenzen der Seq. ID No.1 bis Seq. ID No.4 minde-
stens ein Oligomer umfassen. Bevorzugt ist eiﬁ Set, das fiir jedes der CpG Dinukleotide aus
einer der Seq ID Nq.l bis Seq ID No.4 mindestens ein Oligomer umfaft. | ‘

Weiterhin stellt die Erfindung ein Set von mindestens zwei Oligonukleotiden zur Verfiigung,
die als sogenannte Primeroligonukleotide zur Amplifikation von DNA-Sequenzen einer der

Seq. ID No.1 bis Seq ID No.4 oder Abschnitten davon eingesetzt werden konnen.

Im Falle der erfindungsgeméBen Sets von Oligonukleotiden ist es bevorzugt, dass mindestens

ein Oligonukleotid an eine Festphase gebunden ist.

Die vorliegendelErﬁndung betrifft weiterhin einen Satz von mindestens 10 Oligomeren (Oli-’
gonukleotiden ~und/oder PNA-Oligomeren), die zur Detektion des Cytosin-
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter genomischer DNA (Seq. ID No.l bis
Seq. ID No.4) dienen. Mit diesen Sonden ist die Diagnose von genetischen und epigeneti-
schen Parametern des humos-Gens méglich. Das Set von Oligomeren kann auch zur Detekti-
on von Single Nucleotide Polymorphismen (SNPs) in der chemisch vorbehandelten DNA des

Gens humos geméB einer der Seq. ID No.1 bis Seq. ID No.4 verwendet werden.

ErfindungsgemaB ist es bf;vorzugt, dass eine von der Erfindung zur Verﬁiguhg gestellte An-
ordnuﬁg aus unterschiedlichen Oligonukleotiden und/oder PNA-Oligomeren (ein bsogenanntes
- "Array") ebenfalls an eine Festphase gebunden vorliegt. Dieses Array von unterschiedlichen
Oligonukleotid- und/oder PNA-Oligomersequenzen kann dadurch. gekennzeichnet sein, dass
es< auf der F estpﬁase in Form eines rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters angebrdnct ist.
Bevorzugterweise besteht die Festphasenoberﬂache aus Silizium, Glas, Polystyrol Alumini-
um, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, Silber oder Gold. Moglich sind jedoch auch Nitrocellulose
sowie Kunststoffe wie zum Beispiel Nylon, die in Form von Kugeln oder auch als Harz-

Matrizes vorliegen k6nnen.

Ein weiterer Gegenstahd der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung eines auf ei-
nem Trégermaterial fixierten Arrays zur Analyse in Zusammenhang mit humos assoziierten

Erkrankungen, bei dem mindestené ein Oligomer gemif der Erfindung an eine feste Phase
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gekoppelt wird. Verfahren zur Herstellung von solchen Arrays sind zum Beispiel aus der US
5,744,305 mittels Festphasenchemie und photolabilen Schutzgruppen bekannt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft einen DNA-Chip zur Analyse in Zusammen-
hang mit humos assoziierten Erkrankungen, der mindestens eine Nukleinséure gemiB der
vorliegenden Erfindung umfaft. DNA-Chips sind zum Beispiel aus der US 5,837,832 be-

" kannt.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Kif, das zum Beispiel aus einer Bisulfit
enthaltenden Reagenz, einem Satz von Primeroligonukleotiden umfassend mindestens zwei
Oligonukleotide, deren Sequenzen jeweils mindestens einen 18 Basenpaaren langen Abschnitt
der im Anhang aufgefiihrten Basensequenzen (Seq. ID No.1 bis Seq. ID No.4) entsprechen -
oder zu ihnen komplementér sind, Oligonukleotiden und/oder PNA-Oligomeren sowié einer
Anleitung zur Durchfiihrung und Auswertung des beschriebenen Verfahrens bestehen kann.
. Ein Kit im Sinne der Erfindung kann jedoch auch nur Teile der vorgenannten Bestandteile

enthalten.

Die Erfindung stellt weiterhin ein Verfahren zur Ermittlung von genetischen und/oder epige--
netischen Parametern des humos-Gens durch Analyse von Cytosin-Methylierungen und Sin-

gle Nucleotide Polymorphismen zur Verfiigung, das folgende Schritte umfaBt:

‘In einem ersten Verfahrensschritt wird eine genomische DNA-Probe derart chemisch behan-
delt, dass an der 5'-Position unmethylierte Cytosinbasen in Uracil, Thymin oder eine andere
vom Hybridisierungsverhalten her dem Cytosin unéhnliche Base verwandelt werden. Dies

wird im folgenden unter chemischer Vorbehandlung verstanden.

Die zu analysierende genomisché DNA wird bevorzugt aus den tiblichen Quellen fur DNA
erhalten, wie Zellen oder Zellbestandteilen, zum Beispiel Zelllinien, Biopsine, Blut, Sputum,
Stuhl, Urin, Gehirn-Riickenmarks-Fliissigkeit, in Paraffin eingebettetes Gewebe, beispiels-
weise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prbstata, Lunge, Brust oder Leber, hi-

stologische Objekttrager oder Kombinationen davon.

Bevorzugt wird dazu die oben beschriebene Behandlung genomischer DNA mit Bisulfit (Hy-

drogensulfit, Disulfit) und anschlieBender alkalischer Hydrolyse verwendet, die zu einer Um-
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wandlung nicht methylierter Cytosin-Nukleobasen in Uracil oder eine andere vom Basenpaa-

rungsverhalten her dem Cytosin undhnliche Base fiihrt.

Aus dieser chemisch vorbehandelten genomischen DNA werden Fragmente unter Verwén-
dung von Sitzen von erfindungsgemiBen Primeroligonukleotiden und einer bevofzugterweise
hitzestabilen Polymerase amplifiziert. Aus statistischen und praktikablen Efwéigungen werden
: ‘bgvorzugterw.ei.se mehr als zehn untérschiedliche Fragmente ampliﬁziert, die 100 - 2000 Ba-
senpaare lang sind. Die Amplifikation von mehreren DNA-Abschnitten kann simultan in ein
und demselben Reaktionsgefil durchgefiihrt werden. Ublichgrweiée wird die Ampliﬁkaﬁon
- mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. ‘

In’einer bevorzugtén Ausfiihrungsform des Verfahrens umfasst der Satz von Primeroligoﬁu—
kleotiden mindestens zwei Oligonukleotide, deren Sequenzen ‘jeweils revers komplementéir
oder identisch zu éinem mindestens 18 Basenpaare langen Abschnitt der im Anhang (Seq. ID
No.1 bis Seq. ID‘N0.4) aufgelisteten Basensetquenzen sind. Die Primeroligonukleotide sind

vorzugsweise dadurch gekennzeichnet, dass sie kein CpG Dinukleotid enthalten.

Erfindungsgemdl bevorzugt ist es, dass bei der Amplifikation mindestens ein Primeroligonu-
kleotid an eine Festphase gebunden ist. Die unterschiedlichen Oligonukleotid und/oder PNA-
Oligomersequenzen kénnen auf einer ebenen Festphase in Form eines rechtwinkligen oder
hexagonalen Gitters angeordnet sein, wobei die Festphasenoberfliche bevorzugt aus Silizium,
Glas, Polystyrol, Aluminium, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, Silber oder Gold besteht, wobei

auch andere Materialien, wie Nitrocellulose oder Kunststoffe verwendet werden konnen.

Die mittels der Amplifikation erhaltenen Fragmente konnen eine direkt oder indirekt nach- -
weisbare Markierung tragen. Bevorzugt sind Markierungen in Form von Fluoreszenzmarkie-
rungen, Radionukliden oder abldsbaren Molekiilfragmenten mit typischer Masse, die in einem
Massenspektrometer nachgewiesen werden konnen, wobei bevorzugt ist, dass die erzeugten
Fragmente zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer eine einzelne poéitive oder
negative Nettoladung aufweisen. Der Nachweis kann mittels Matrix assistierter Laser
Desorptions/Ionisationé Massenspektrometrie (MALDI). oder mittéls Elektrospray Massen-
spektrometrie (ESI) durchgefiihrt und visualisiert werden.
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| Die im zweiten Verfahrensschritt erhaltenen Amplifikate werden anschlieBend an einen Satz
von Oligonukleotiden und/oder PNA- Sonden der oder an ein Array hybridisiert. Die Hybridi-

- sierung erfolgt dabei auf die unten angegebene Art und Weise. Der bei der Hybridisierung
verwendete Satz besteht bevorzugterweise aus mindestens 10 Oligonukleotid oder PNA-

Oligomer Sonden. Die Amplifikate dienen dabei als Sonden, die an vorher an einer Festphase

gebundene Oligonukleotide hybridisieren. Die nicht hybridisierten Fragmente werden an-

schlieend entfernt. Die besagten Oligonukleotide umfassen mindestens eine Basenéeque_nz

mit einer Ldnge von 13 Nukleotiden, die revers komplementir oder identisch zu einem Ab-

schnitt der im Anhang aufgefiihrten Basensequenzen ist, der mindestens ein CpG Dinukleqtid

.enthéilt'. Das Cytosin des‘CpG Dinukleotids ist das 5. bis 9. Nukleotid vom 5-Ende des 13
mers aus betrachtet. Fiir jedes CpG Dinukleotid ist ein Oligonukleotid vorhanden. Die besag-
ten PNA-Oligomere umfassen mindestens eine Basensequenz mit einer Lénge von 9 Nukleo-
tiden, die revers komplementér oder identisch zu einem Abschnitt der im Anhang aufgefiihr-
ten Basensequenzen ist, der mindestens eiﬁ CpG Dinukleotid enthilt. Das Cytosin des CpG
- Dinukleotids ist das 4. bis 6. Nukleotid vom 5'-Ende des 9 mers aus gesehen. Fiir jedes CpG

Dinukleotid ist ein Oligonukleotid vorhanden.
‘Im vierten Verfahrensschritt entfernt man die nicht hybridisierten Amplifikate.

Im letzten Verfahrensschritt detektiert man die hybridisierten Amplifikate. Dabei ist bevor-
zugt, dass an den Amplifikaten angebrachte Markierungen an jeder Position der Festphase, an

der sich eine Oligonukleotidsequenz befindet, identifizierbar sind.

Erfindungsgemdss bevorzugt ist es, dass die Markierungen der Ampliﬁkétc: Fluoreszenzmar-
kierungen, Radionuklide oder ablésbare Molekﬁlﬁagmente mit typischer Masse sind, die in
einem Massenspekirometer nachgewiesen werden kénnen. Der Nachweis der Amplifikate,
Fragmente der Amplifikate oder zu den Ampliﬁkaten komplementdre Sonden im Massen-
spektrometer ist bevorzugt, wobei man die Detektion mittels Matrix assistierter Laser
Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI) oder mittels Elektrospray Massen-

spektrometrie (ESI) durchfiihren und visualisieren kann.

Zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer kénnen die erzeugten Fragmente eine

einzelne positive- oder negative Nettoladung aufweisen. Bevorzugt wird das vorgenannte Ver-
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fahren zur Ermittlung von genetischen und/oder epigenetischen Parametern des humos-Gens

verwendet.

Die erfindungsgemiBen Oligomere oder Arrays derselben sowie ein erﬁndungsgeméiﬁes Kit
sollen zur Diagnose einer mit humos assoziierten Krankheit durch Analyse von Methylie-
rungsmustern des humos-Gens verwendet werden. Erﬁndungsgexﬁéiss bevorzugt ist die Ver-
| wendung des Verfahrens zur Diagnos‘e bedeutender genetischer und/oder epigenetischer Pa-

rameter innerhalb des humos-Gens.
Das erfindungsgemiBe Verfahren dient zum Beispiel der Diagnose von Krebserkrankungen,
wie Lungenkarzinom, Kehlkopfkrebs, akuter myoblastischer Leukémie, chromischer mye-

loischer Leukédmie oder dem Burkitt's Lymphom,

Auch die erfindungsgemiBen Nukleinsduren der Seq. ID No.1 bis Seq. ID No.4 kdnnen fiir

- die Diagnose von genetischen und/oder epigenetischen Parametern des humos-Gens verwen-

det werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines Diagnosti-
kums zur Diagnose von mit humos as_soziierten Krankheiten durch Analyse von Methylie-
rungsmustern des humos-Gens, wobei das Diagnostikum dadurch gekennzeichnet ist, dass
mindestens eine Nukleinsdure, gemif der vorliegenden Erfindung, gegebenenfalls zusammen

mit geeigneten Zusatz- und Hilfsstoffen zu dessen Herstellung verwendet wird.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Diagnostikum zur von mit
humos assoziierten Krankheiten durch Analyse von Methylierungsmustern des humos-Gens,
“das mindestens eine Nukleinsdure geméf der Erfindung, gegebenenfalls zusammen mit ge-

eigneten Zusatz- und Hilfsstoffen umfaft.

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin die Diagnose und/oder Prognose nachteiliger
Ereignisse fiir Patienten oder Individuen, bei dem die mittels der Erfindung erhaltenen be-
deutenden genetischeﬁ und/oder epigenetischen Parameter innerhalB des humos-Gens mit
einem anderen Satz genetischen und/oder epigenetischen Parameter verglichen werden kon-
nen und die so erhaltenen Unterschiede als Basis fiir eine Diagnose und/oder Prognose nach-

teiliger Ereignisse fiir Patienten oder Individuen dienen.
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Unter dem Begriff "Hybridisierung" im Sinne der vorliegenden Erfindung ist eine Bindung
unter Ausbildung einer Duplex-Struktur eines Oligonukleotids an eine vollstindig komple-
mentire Sequenz im Sinne der Watson-Crick Basenpaarungen in der Proben DNA zu verste-
- hen. Unter "stringenten Hybridisierungsbedingungen” sind solche Bedingungen zu vefst;:hen,'
bei denen eine Hybridisierung bei 60°C in 2,5 x SSC-Puffer, gefolgt von mehreren Wasch-

schritten bei 37°C in einer geringeren Pufferkonzentration erfolgt und stabil bleibt.

- Mit dem Begriff "funktionelle Varianten" sind alle DNA-Sequenzen bezeichnet, die komple-
. mentdr zu einer DNA-Sequenz sind, die unter stringenten Bedingungen mit der Referenzse-
quenz hybridisieren und eine zu dem entsprechenden erfindungsgeméBen Polypeptid dhnliche

Aktivitit aufweisen.

"Genetische Parameter” im Sinne dieser Erfindung sind Mutationen und Pélymo;phiémen des
humos-Gens und zu seiner Regulation Weiterhin erforderlicher Sequenzen. Insbesondere sind
als Mutationen Ihsertionen, Deletionen, Punktmutationen, Inversionen und Polymorpﬁismen
und besonders bevorzugt SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) zu bezeichnen. Polymor-

phismen kdnnen aber ebenso Insertionen, Deletionen oder Inversionen sein.

"Epigenetische Parameter" im Sinne dieser Efﬁndung sind insbesondere Cytosin-
Methylierungen und weitere chemische Modifikationen von DNA-Basen des humos-Gens
* und zu seiner Regulation weiterhin erforderliche Sequenzen. Weitere epigenetische Parameter
sind beispielsweisé die Acetylierung von Histonen, die jedoch mit dem beschriebenen Verfah-
ren nicht direkt analysiert werden kann, sondern wiederum mit def DNA-Methylierung korre-

liert.

Die Erfindung soll nun im folgendqn anhand der Sequenzen und Beispiele weiter verdeutlicht

werden, ohne dass die Erfindung hicrauf eingeschrankt wird.

Seq. ID No.1 zeigt die Sequenz der chemischA vorbehandelten genomischen DNA des Gens

humos

Seq. ID No.2 zeigt die Sequenz einer zweiten chemisch vorbehandelten genomischen DNA

des Gens humos
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Seq. ID No.3 zeigt die revers komplementire Sequenz der Seq. ID 1 der chemisch vorbehan-

delten genomischen DNA des Gens humos

Seq. ID No.4 zeigt die revers komplementére Sequenz der Seq. ID 2 der chemisch vorbehan-

delten genomischen DNA des Gens humos

Seq. ID No.5 Azeigt die Sequenz eines Oligonukleotids zZur Amplifizierung von humos aus

Beispiel 1

Seq. ID No.6 zeigt die Sequenz eines zweiten Oligonukleotids zur A.mpliﬂzierung von humos

aus Beispiel 1

Seq. ID No 7 zeigt die Sequenz eines Oligonukleotids zur Hybndlslerung des Ampllﬁkats von

humos aus Beispiel 1

- Seq. ID No.8 zeigt die Sequenz eines zweiten Oligonukleotids zur Hybridisierung des Ampli-

fikats von humos aus Beispiel 1

Seq. ID No.9 zeigt die Sequenz eines dritten Oligonukleotids zur Hybridisierung des Amplifi-

" Kats von humos aus Beispiel 1

Seq. ID No. 10 zeigt die Sequenz eines vierten Ohgonukleotlds zur Hybr1d131erung des Amph-»

fikats von humos aus Beispiel 1 -

Seq. ID No.11 zeigt die Sequenz eines: Oligonukleotidé zur Hybridisierung des Amplifikats

von humos aus Beispiel 1

Seq. ID No.12 zeigt die Sequenz eines fiinften Oligonukleotids zur Hybridisierung des Ampli-

fikats von humos aus Beispiel 1

Seq. ID No.13 zeigt die Sequenz eines Oligonukleotids zur Hybridisierung des Amplifikats

von humos aus Beispiel 1
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Seq. ID No.14 zeigt die Sequenz eines sechsten Oligonukleotids zur Hybridisierung des Am-

plifikats von humos aus Beispiel 1

Seq. ID No.15 zeigt die Sequenz eines siebtén Oligonukleotids zur Hybridisierung des Am‘pli--

fikats von humos aus Beispiel 1

Seq. ID No.16 zelgt dle Sequenz eines achten Ohgonukleotlds zur Hybridisierung des Ampli-

fikats von humos aus Beispiel 1

Das folgende Beispiel bezieht sich auf ein Fragment des Gens humos, in dem eine bestimmte

CG-Position auf ihren Methylierungsstatus hin untersucht wird.

Beispiel 1: Durchfiihrung der Methylierungsanalyse im humos-Gen.

Beispiel 1: Durchfiithrung der Methylierungsanalyse im humos-Gen

Im ersten Schritt wird eine genomische Sequenz unter Verwendung von Bisulfit (Hydrogen-
'sulﬁt, Disulfit) derart behandelt, dass alle nicht an der 5-Position der Base methylierten Cyto-'
sine so veréindert werden, dass eine hinsichtlich dem Basenpaafungsverhalten unterschiedli-
- che Base entsteht, wihrend die in 5-Position methylierten Cytosine unverandert bleiben. Wird
fiir die Reaktion Bisulfit im Konzentrationsbereich zwischen 0.1 und 6 M verwendet, so fin-
det an den nicht methylierten Cytosinbasen eine Addition statt. Zudem miissen ein denaturie-
rendes Reagenz oder Losungsmittel sowie ein Radikalfeiﬁgq zugegen sein. Eine anschlieBen-
de alkalische Hydrélyse fithrt dann zur‘ Umwandlung von nicht fnethylierten Cytosin-
Nukleobaéen in Uracil. Diese umgewandelte DNA dient dazu, methylierte Cytosine nachzu-
weisen. Im zweiten Verfahrensschritt verdiinnt man die behandelte DNA-Probe mit Wasser-
“oder einer wéssrigen Losung. Bevorzugt Wird anschliessend eine Desulfonierung dér DNA
* (10-30 min, 90-100 °C) bei alkalischem pH-Wert dﬁrchgeﬁihrt. Im dritten Schritt des Verfah-
rens amplifiziert man die DNA-Probe in einer Polymerasekettenreaktion, bevorzugt mit einer

hitzebestindigen DNA-Polymerase.



WO 02/36604 PCT/EP01/12831

-15 -

Im vorliegenden Fall werden Cytosine des Gens humos, hier aus der Promotorregion bzw.
Exon 1, untersucht. Mit Sequenzen dieses Gens kénnen die Zelllinien MHH-Call2, MHH-
Call4, BV-173, 380, NALM-6 und REH (alle vom Typ human B cell precursor leukemia) von
- CD19+ B-Zellen sz. CCRF-CEM, Jurkat, Molt-17, P12-'Ichikawa (alles human T cell leu-
kemia), RPMI-8402 (human T cell acute lymphoblastic Igukemia) und Karpas-299 (human T
cell lymphoma) von CD4+CD8- T-Zellen unterschieden werden. Dazu wird mit den spezifi-
schen Primeroligonukleotiden TTTATTGATTGGGAGTAGGT (Seq. ID 5) - und
CTAATTTTACAAACATCCTA (Seq. ID 6) ein definiertes Fragment der Linge 494 bp am-
plifiziert. Dieses Amplifikat dient als Probe, die an ein vorher an einer Festphase gebundenes
Oligonukleoﬁd unter Ausbildung einer Duplexstruktur hybridisiert, beiépielsweise
CCTTACTACGTTAAACTC'(Seq. ID 7) oder CCTTACTACATTAAACTC (Seq. ID 8),
wobei sich das nachzuweisende Cytosin an Position 164 des Amplifikats befindet. Das me-
thylierte Cytosin wird mit dem Oligonukleotid (Seq. ID 7), welches an der betreffenden kom- |
plementéren.- Stelle ein Guanin aufweist, nachgewiesen wogegen die unmethylierte Zustands-
form, die durch einThymin représentiert wird, mit dem Oligonukleotid (Seq. ID 8), welches
an der betreffenden komplementiren Stelle ein Adenin aufweist, nachgewiesen wird. Weitere
Oligonukleotide, die zur Hybridisierung verwendet werden konnen beinhalten nachfolgende
Sequenzen: GTTACCACCGAACTCCAT (Seq. ID 9) und GTTACCACCAAACTCCAT
(Seq.. ID 10) mit dem nachzuweisenden Cytosin an Position 263 des Amplifikats,
CTCCCCTACGTCCCCCTC (Seq. ID 11) und CTCCCCTACATCCCCCTC (Seq. ID 12)
mit dem  nachzuweisenden Cytosin an  Position 323 dés Amplifikats,
CTCCAATACGACAATAAA (Seq.. ID 13) und CTCCAATACAACAATAAA (Seq. ID 14)
mit  dem nachz@weiseﬁden Cytosin an  Position 89 des  Amplifikats,
AAACAAACCGTTCACAAC (Seq. ID 15) und AAACAAACCATTCACAAC (Seq; ID 16)
mit dem nachzuweisenden Cytosin an Position 401 des Amplifikats.

Der Nachweis des Hybridisierungsprodukts beruht auf Cy5 fluoreszenzmarkierten Primeroli-
gonukleotiden, die fiir die Amplifikation verwendet wurden. Nur wenn in der Bisﬁlﬁt behan-
delten DNA an dieser Stelle ein methyliertes Cytosin vorgelegen hat, kommt es zu einer Hy-
bfidisierungsreaktion der amplifizierten DNA mit dem Oligonukleotid. Somit entscheidet der
Methylierungsstatus des jeweiligen zu untersuchenden Cytosins iiber das Hybridisierungspro-

dukt.

Beispiel 2: Diagnose von humos assoziierten Erkrankungen
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Um einen Bezug der Methylierungsmuster zu einer der mit humos assoziierten Erkrankungen,
beispielsweise Kehlkopfkrebs, akute myeloische Leukdmie, chronische myeloische Leﬁkﬁrﬁie
und Burkitt's Lymphom, durchzufithren, bedarf es zundchst der Untersuchung der DNA-
Methylierungsmuster einer Gruppe von erkrankten und einer Gruppe von gesuﬁden Personen.
Diese Untersuchungen werden zum Beispiel analog dem Beispiel 1 dmchgeﬁihﬁ. Die so er-
haltenen Ergebnisse werden in einer Datenbank abgespeicheft und die CpG Dinukleotide
identifiziert, die zwischen den beideﬁ Gruppen unterschiedlich methyliert sind. Dies kann

durch Bestimmung einzelner CpG Methylierungsraten erfolgen, wie di'_es z. B. durch Sequen- |
ziérén relativ ungénau oder aber durch eine ‘methylierungssensitive ,,Primer-Extension-
Reaktion" sehr genau mdglich ist. Auch gleichzeitige Analyse des gesamten Methylierungs-
sfatus 'ist moglich, und die Muster kénnen z.B. mittels Clustering-Analysen, die z.B. durch

einen Rechner durchgefiihrt werden kdnnen, verglichen werden.

Nachfolgend ist es moglich, untersuchte Patienten einer bestimmten Therapiegruppe zuzuord-

nen und diese Patienten gezielt mit einer individualisierten Therapie zu behandeln.
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Die Erfindung soll weiter in bezug auf die folgenden Beispiele und Sequenzen beschreiben werden,
wobei Figur 1 Unterscheidung von Mantel Zell Lymphom .(MCL), diffusem groBem B-Zell
Lymphom (DLBCL) und chronisch lymphatischer Leukdmie (CLL/SLL) mit follikuldrem
Lymphom I (FL I gut differenziert) und follikuldrem Lymphom II (FL II méBig differenziert) zeigt.
Eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir Methylierung entspricht roten Signalen (in der Figur dunkler)
eine geringe Wahrscheinlichkeit griine Signale (in der Figur heller) und schwarz mittleren Werte.
Die Proben ‘auf der linken Seite der Figur 1 (A) werden der Gruppe aus MCL, DLBCL und
CLL/SLL zugeordnet,die auf der rechten Seite (B) FL I und II (siche auch Beispiel 4).

Seq. ID No. '17 zeigt die Sequenz éines Oligonukleotids wie verwendet in Beispiel 3.
Seci. ID No. 18 zeigt die Sequenz eines Oligonukleotids wie Yérwendet in Beispiel 3.
Seq. ID No. 19 zeigt die Sequenz eines Oligonukleotids wie verwendet in Beispiel 3.
Seq. ID No. 20 zeigt die Sequenz eines Oligonukleotids wie verwendet in Beispiel 3.

Beispiel 3: Durchfithrung der Methylierungsanalyse im humos-Gen
Im ersten Schritt wird eine genomische Sequenz unter Verwendung von Bisulfit (Hydrogensulfit,
Disulfit) derart behandelt, daB alle nicht an der 5-Position der Base methylierten Cytosine so |
verdndert werden, daB3 eine hinsichtlich dem Basenpaarungsverhalten unterschiedliche Base
entsteht, wihrend die in 5-Position methylierten Cyfosine unverindert bleiben. Wird fiir die
Reaktion Bisulfit verwendet, so findet an den nicht methylierten Cytosinbasen eine Addition statt.
Zudem miissen ein denaturierendes Reagenz oder Losungsmittel sowie ein Radikalfdnger zugegen
sein. Eine anschlieBende alkalische Hydrolyse fithrt dann zur Umwandlung von nicht methylierten
Cytosin-Nukleobasen - in Uracil. Diese umgewandelte DNA dienf dazu, methylierte Cytosine
nachzuweisen. Im zweiten Verfahrensschritt verdiinnt man die behandelte DNA-Probe mit Wasser
oder einer wéiBrigen. Losung. Bevorzugt wird anschlieBend eine Desulfonierung der DNA
durchgefiihrt. Im dritten Schritt des Verfahrens amplifiziert man die DNA-Probe in einer
Polymerasekettenreaktion, bevorzugt mit einer hitzebestindigen DNA-Polymerase. Die PCR
Reaktionen wurden in einem Thermocycler (Eppendorf GmbH) durchgefiihrt. Es wurden fiir einen
25pl Ansatz 10 ng DNA, 0.08uM von jedem Primeroligonukleotid 1,6mM dNTPs und eine Einheit

HotstarTaq eingesetzt. Die librigen Bedingungen wurden gemaf Herstellerangaben gewihlt. Fiir die
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PCR wurde zuerst eine Denaturierung fiir 15 Minuten bei 96 °C durchgefiihrt, danach 46 Zyklen
(60 Sekunden bei 96°C, 45 Sekunden bei 55 °C und 75 Sekunden bei 65 °C) und eine
abschlieBenden Elongation von 10 Minuten bei 72 °C. Das Vorhanden der PCR Produkte wurde

auf Agaroségelen Uberpruft.

Im vorliegenden Fall werden Cytosine des Gens humos untersﬁcht. Mit Sequenzen dieses Gens
~ konnen Proben von Patienten mit der Diagnose Maritel Zell Lymphom (MCL), diffuses groB3es B-
Zell Lymphom (DLBCL) und chronisch lymphatischer Leukamie (CLL/SLL) von Patienten mit der
Diagnose follikulédres Lymphom I (FL I gut differenziert) und follikulares Lymphom II (FL II
méBig differenziert) unterschieden werden. Dazu wird mit deﬁ spezifischen Primeroligonukleotiden -
TGATTGGGAGTAGGTGTGTT (Seq. ID 17) und CAAATCTTCCAACTTCTCAAA (Seq. ID 18)
ein definiertes Fragment der Linge 523 bp 'ampliﬁziert‘ Dieses Amplifikat dient als Probe, die an
ein vorher an einer Festphase gebundenes Oligonukleotid unter Ausbildung einer Dﬁplexstruktur
hybridisiert,  beispielsweise =~ TATGGAGTTCGGTGGTAA  (Seqc ID 19)  oder
TATGGAGTTTGGTGGTAA (Seq. ID 20), wobei sich das nachzuweisende Cytosin an Position
259 des Amplifikats befindet. Das methylierte Cytosin wird mit dem Oligonukleotid (Seq. ID 19),
welches an der betreffenden komplementéren Stelle ein Guanin aufweist, nachgewiesen, wogegen
die unmethylierte Zustandsform, die durch ein Thymin représentiert wird, mit dem Oligonukleotid
(Seq. ID 20), welcheé an der betreffenden komplementdren Stelle ein Adenin aufweist,
- nachgewiesen wird. Der Nachweis . des = Hybridisierungsprodukts beruht auf CY5
fluoreszenzmarkierten Primeroligonukleotiden, die fiir die Amplifikation verwendet wurden. Nur
wenn in der Bisulﬁt behandelten DNA an dieser Stelle ein methyliertes Cytosin vorgelegen hat,
kommt es zu einer Hybridisierungsreaktion de'rl amplifizierten DNA mit dem Oligonukleotid. Somit
entscheidet der Methylierungsstatus des jeweiligen zu untersuchenden Cytosins iiber das

Hybridisierungsprodukt.

Beispiel 4: Digitaler Phiinotyp

Das folgende Beispiel beschreibt den Vergleich von Mantel Zell Lymphom (MCL), diffusem
grolem B-Zell Lymphom (DLBCL) und chronisch lymphatischer Leukémie (CLL/SLL) mit
follikuldrem Lymphom I (FL I gut differenziert) und follikulirem Lymphom II (FL II maBig
differenziert). Fir die Multiplex PCRs wurden wurden fluoreszenzmarkierte Primer benutzt, um 8
Fragmente pro Reaktion zu amplifizieren. Alle PCR Produkte von jedem Individuum wurden

gemischt und auf Glassobjekttrager hybridisiert, die an jeder Position ein Paar immobilisierte
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Oligonukleotide trugen. Jedes dieser Detekionsoligonukleotide wurde entworfen, um es gegen bei
CpG Stellen befindliche bisulfit konvertierte Sequenzen zu hybridisieren, die entweder im
* urspriinglichen  Zustand”  unmethyliert (TG) oder methyliert (CG) vorlagen. Die
Hybrisierungsbedingungen' wurden ausgewdhlt zur Detektion von - Unterschieden bei
Einzelnukleotiden der Varianten TG und CG. Die Vefhéiltnisse der beiden Signale wurden

basierend auf dem Vergleich der Intensititen der fluoreszierenden Signale berechnet.

D_ie Information wird danach in einer gewichteten Matrix (s. Figur Al) beziiglich der CpG
Methylierungsunterschieden zwischen zwei Klassen von Geweben bestimmt. Die signifikantesten
CpG Positionen werden am unteren Ende der Matrix dargestellt, nach oben hin nimmt die
Signifikanz ab. Dunkeigrau (in der Original Figur: rot) zeigt einen hohen Methylierungsgrad an,
hellgrau (in der Original Figur. grin) eine niedrigen und schwarz einen mittleren
Methylierungsgrad. Jede Reihe reprisentiert eine spezifische CpG Position in einem Gen und jede
Spalte zeigt das Methylierungsprofil verschiedener CpGs fiir eine Probe. Auf der linken Seite
werden eine Genidentifizierungsnummer und ein CpG aufgezeigt; der zugehorige Genname ist
jeweils in Tabelle 1 zu finden. In Tabelle 1 sind weiterhin die korrespondierenden Accession
Nummern der Gene aufgefithrt. Die Zahl vor dem Doppelpuhkt bezeichnet den Gennamen und die
Zahl hinter dem Doppelpunkt das spezifische Oligonukleotid. Auf der rechten Seite von Figur 1
werden die p-Werte der individuellen CpG Positionen gezeigt. Die p-Werte représentieren die

~ Wahrscheinlichkeiten, daf die beobachtete Verteilung zuféllig auftritt oder nicht,

Die erste (in Figur 1 die linke) Gruppe beinhaltet 42 Proben beiden Geschlechts gegeniibér 38
Proben der zweiten (in Figur 1 auf der rechten Seite befindliche) Gruppe. Die p-Wert gewichtete
Methylierung zeigt eine klare Unterscheidung zwischen den beiden Gruppen auf, 9 CpG Positionen
(rot, bzw. graue Farbschattierung) von 7 vérschiedenen Genen werden signifikant unterschieden
(korrigierter p-Wert <0.05) zwischen den beiden Gruppen. Die kreuzvalidierte Genauigkeit der
Klassifizierung, durch SVM (support vector machine) (F. Model,P. Adorjan,A. Olek,C.
Piepenbrock, Feature selection for DNA methylation based cancer classification. Bioinformatics.
2001 Jun;17 Suppl 1:5157-64) bestimmt, wird berechnet als 78,8% mit einer Srtandartabweichung
~von 2,8%. Im Rahmen einer groBeren Studie wurde hier das humos Gen untersucht, welches durch

die Gen Identifizierungsnummer 89 dargestellt wird.

Tabelle 1
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'\Gen Nummer Gen Name \Accession Num
82EGR4 | . INM_001965
87AR ~INM_000044
88CDKA4 NM_000075
S9HUMOS , NM_005372
96RBI1 - 000321
130GPIbbeta INM_000407
168MYOD1 NM_002478
2013BCL2 | INM_000633
2033CDKN1A , NM_000389
2036CDKN2B NM_004936
2157MLHI NM_004936
2267TGFBR2 NM_003242
2322TP73 ‘ 005427
2350CDKNIC S NM_000076
2494BAK1 NM_001188
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Patentanspriiche

1. Nukleinséiuré, umfassend einen mindestens 18 Basen langen Sequenzabsclinitt‘ der che-

misch vorbehandelten DNA des humos-Gens gemiB einer der Seq. ID 1 bis Seq. ID 4.

2. Oligomer (Oligonukleotid oder Peptide Nucleic Acid (PNA)-Oligomer) zur Detektion des
Cytosin-Mefhylieruﬁgszustandes in chemisch vorbehandelter DNA, umfassend jeweils min-.
destens eine Basensequenz mit einer Léinge von mindestens 9 Nukleotiden, die an eine che-
‘misch vorbehandelte DNA des humos-Gens gemé$ einer der Seq. ID 1 bis Seq. ID 4 hybridi-

siert.

3. Oligomer gerriéiB Anspruch 2, wobei die Basensequenz mindestens ein CpG Dinukleotid

umfaf3t.

4. Oligomer gemif Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass sich das Cyfosin des CpG |

Dinukleotids in etwa im mittleren Drittel des Oligomers befindet.

5. Satz von Oligomeren geméh Anspfuch 3, umfassend mindestens ein Oligomer zur Detekti-
on des Methylierungszustandes zumundest eines der CpG Dinukleotide aus einer der Sequen-

zen der Seq. ID 1 bis Seq. ID 4.

6. Satz von Oligomeren gemdB Anspruch 3, umfassend mindestens ein Oligomer zur Detekti-
on des Methylierungszustandes aller CpG Dinukleotide aus einer der Sequenzen der Seq. ID 1

bis Seg. ID 4.

7. Satz von mindestens zwei Oligonukleotiden gem4B Anspruch 2, die als Primeroligonu-
kleotide zur Amplifikation von DNA-Sequenzen einer der Seq. ID 1 bis Seq. ID 4 oder Ab-

schnitten davon eingesetzt werden kdnnen.

8. Satz von Oligonukleotiden geméB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens -

ein Oligonukleotid an eine Festphase gebunden ist.
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9. Satz von Oligomersonden zur Detektion des Cytosin-Methylierungszustarides und/oder von
Single Nucleotide Polymorphismen (SNPs) in chemisch vorbehandelter genomiséher DNA
geméh einer der Seq. ID 1 bis Seq. ID 4, umfassend mindestens zehn der Oligomere gemifB
einem der Anspruche 2 bis 4.

‘10. Verfahren zur Herstellung einer auf einem Trigermaterial fixierten Anordnung von unter- .
scmedllchen Oligomeren (Array) zur Analyse von in Zusammenhang mit dem Methylie-
rungszustand der CpG Dmukleotlde einer der Seq ID 1 bis Seq. ID 4 stehenden Erkrankun-
gen, be1 dem mmdestens ein Oligomer gemiB einem der Anspriiche 2 bis 4 an eine feste Pha-

se gekoppelt wird.

- 11. An eine Festphase gebundene Anordnung von unterschledhchen Ohgomeren (Array) nach
ginem der Anspruche 2 bis 4.

12. Array von unterschiedlichen Oligonukleotid- und/oder PNA—Ohgomersequenzen gemaB
Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass diese auf einer ebenen Festphase in Form eines

rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters angeordnet sind.

13. Array gemil einem der Anspriiche 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Festpha-
senoberfliche aus Silizium, Glas, Polystyrol, Aluminium, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, Silber
oder Gold besteht. ‘

14. DNA- und/oder PNA-Array zur Analyse von in Zusammenhang mit dem Methylierungs-
zustand von Genen stehenden Erkrankungen, der mindestens eine Nukleinsiure gemiB einem

der voranstehenden Anspriiche umfafit.

15. Verfahren zur Ermittlung von genetischeﬁ und/oder epigenetischen Parametern zur Dia-
gnose von bestehenden Erkrankungen oder der Pridisposition fur bestimmte Erkrankungen
durch Analyse von Cytosin-Methylierungen, dadurch gekennzeichnet, dass man folgende
Schritte ausfiihrt: ‘

a) in einer genomischen DNA-Probe werden durch chemische Behandlung an der 5-Position
unmethylierte Cytosinbasen in Uracil oder eine andere vom Basenpaarungsverhalten her dem

Cytosin undhnliche Base umgewandelt;
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b) aus dieser chemisch vorbehandelten genomischen DNA werden Fragmente unter Verwen-
dung von Sétzen von Primeroligonukleotiden gems#iss Anspruch 7 oder 8 und einer Polymera—

se amplifiziert, wobex die Amplifikate eine nachweisbare Marherung tragen;

©) Amplifikate werden an einen Satz von Oligonukleotiden und/oder PNA- Sonden geméf der
Anspriiche 2 bis 4 oder-aber an ein Array gem#B einem der Anspriiche 11 bis 13; hybridisiert ..

d) die hybridisierten Amplifikate werden anschliefend nachgewiesen.

16. Verfahren gemiB Anspruch 15, dadurch. gekennzeichnet, dass man die chemische Be-
handlung mittels einer Losung eines Bisulfits, Hydrogensulfits oder Disulfits durchfiihrt.

17: Verfahren gemif einem der Anspriiche 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass mehr
als zehn unterschiedliche Fragmente amplifiziert werden, die 100 - 2000 Basenpaare lang ‘

sind.

18. Verfahren gemél einem der Anspriiche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Am-
plifikation von mehreren DNA-Abschnitten in einem Reaktionsgefifl durchgefiihrt wird.

19. Verfahren gemaB einem der Anspruche 15 bis 18, dadurch gekennzelchnet dass die Po-

lymerase eine hltzebeqtandlge DNA-Polymerase ist.

20. Verfahren gemaf Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Anipliﬁkatioh mittels
der Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt wird.

21. Verfahren geméﬁ einem der Anspriiche 15 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Mar-

kierungen der Amplifikate F l’uoreszenzmarkierungen sind.

22. Verfahren gemél einem der Anspriiche 15 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die
Markierungen der Amplifikate Radionuklide sind.
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23. Verfahren gemif einem der Anspriiche 15 bis 20, dadurch gekennzeichnet dass die Mar-
kierungen der Amphﬁkate ablésbare Molekiilfragmente mit typischer Masse sind, die in ei-

nem Massenspektrometer nachgewiesen werden.

24. Verfahren gemil einem der Anspriiche 15 bis 20, dadurch gekénhzeichnet‘; dass die Am-

plifikate oder Fragmente der Amplifikate im Massenspektrometer nachgewiesen werden.

25. Verfahren geméB einem der Anspriiche 23 und/oder 24, dadurch gekennieichnet, dass zur
besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer die erzeugten Fragmente eine einzelne po-

sitive oder negative Nettoladung aufweisen.

26. Verfahren gemifB einem der Anspriiche 23 bis 25, dadurch gekennzewhnet dass man die
'Detektion mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Ionisations Massenspektrometne '

(MALDI) oder mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) durchfithrt und visualisiert.

27. Verfahren gemdf einem der Anspriiche 15 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass die ge-
nomische DNA aus Zellen oder Zellbestandteilen erhalten wurde, welche DNA enthaltén,
wobei Quellen von DNA z B. Zelllinien, Biopsien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-
Rﬁckenmérks-Flﬁséigkeit, in Paraffin eingebettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Au-
gen, Darm Niere, Hifn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histologische Objekttrager |

und alle mdglichen Kombinationen hiervon umfassen.

28. Kit, umfassend ein Bisulfit (= Disulfit, Hydrogeﬁsulﬁt) Reagenz sowie Oligonukleotide
und/oder PNA-Oligomere gemiB einem der Anspriiche 2 bis 4.

29. Verwendung einer Nukleinsiure gemiB Anspruch 1, eines Oligonukleotids oder PNA-
Oligomers gemaB einem der Anspriiche 2 bis 4, eines Kits gem#B Anspruch 28, eines Arrays
gemdl einem der Anspriiche 10 bis 13 oder eines Satz voﬁ Oligonuklédtjden, umfassend min-
" destens ein Oligomer fiir zumindest eines der CpG Dinukleotide einer der Sequenzen der Seq.

ID 7 bis Seq. ID 20 zur Diagnose von Lungénkarzinpmen, Kéhlkopﬂcrebs, akuter myéloischer
‘Leukémie, chronischer myelocystischer Leukimie und Burkitt's L.ymplr_lorn oder einer anderen

Tumorerkrankung.
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30. Verwendung einer Nukleinsdure gemaB Anspruch 1, eines Oligonikleotids oder PNA-
Oligomers gemdl} einem der Anspriiche 2 bis 4, eines Kits gemaB Anspruch 28, eines Arrays
gemdl einem der Anspriiche 10 bis 13 oder eines Satz von Ohgonukleotlden umfassend min-
destens ein Oligomer fiir zummdest eines der CpG Dinukleotide einer der Sequenzen der Seq
. ID 7 bis Seq. ID20 zur Therap1e von Lungenkarzinomen, Kehlkopfkrebs, akuter myeloischer
Leukimie, chroniécher myelocystischer Leukdmie und Burkitt's Lymphom oder einer anderen

Tumorerkrankung.

31 Klt umfassend ein Bisulfit (= stulﬁt Hydrogensulﬁt) Reagenz sowie Ohgonukleonde
und/oder PNA- Ohgornere geml} Anspruch 30. '

32.. Verwendung’ eiﬂer Nukléins'&uré gemdl Anspruch 1, eir.le's Oligonukleotids oder PNA-
Oligomers gemaB einem der Anspriiche 2 bis 4, eines Kits gemal Anspruch 28 oder eines
" Arrays gemiB einem der Anspriiche 10 bis 13 zur Unterscheidung von verschiedenen ALL:

(akute I ymphatische Leukdmie) Zustandsformen, Subtypen und Stadien.
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<160> 20

<210> 1
<211> 1303

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>

<223> chemically treated genomic

'<400> 1

cggaagggaa atgtttttat ttgaaaggga
60

atttgataaa
120

gaaaaggaga
180

gcggtttttt

.

‘aatttttgtt gagtgatagt

aaagggatga ggtggagcga

ttagtttttt tatttattt

DNA ( Homo sapiens)

tagttgtgtt ttatttcggt thtttttttt
atagatgtag tttatttgga ataagtgaag
aggagtagtt agttatgttt ttaaagttte

agcggttttg gtgttttttt gtaaagtgeg



WO 02/36604

240

atgttttegt
300

gcgcggtttt
360

tttcgggttt
420

tgtttgttgt
480

ggtgtttttg
540

cggagttttt
600

gtggttgtta
660

ttcggtggta
720

gacgtagggg
780

tatttattag
840

gatttgaagt
900

ggttgttttg
960

ggtatatata
11020

gatatttatt
1080

ggggagcggt
1140

gttgtecgttt
1200

tggagattta
1260

ttttggtttt
gtagtagttt
cgcggttgtc
agaggttggg
tégttataéa
gggttgagtt
gtacgcgtac
acgttatttt
agtﬁttaﬁtg
atgttgtgaa
tcgcgaatat
Agaagttégﬁ
ttﬁatcgcgt
tttttgttat
agtatatatt
tcgaggatte

gcgcggegta

acgtttttat
tttagégtta
chtcggttg
agttggaggg
gtaagtgaat
taacgtagta
grtcgtaggg
atattaagtt
tecgtattgga
cggttrgttt
tttgattagt

agatttgttg

tTtcggagttt

tatttttrgg

gtacgcggtg

gtttttcggg

gaggtcgage

tttcggageg
tttgcgaagt
gtttggtg££
tttggttcgg
aagtgtatta
aggttgcgtt
tttaatagtt
atttatggcg
ggatagttaa

trttttttatt

gagtaggatg

tgtttttaga
ttgaaaggag
taaatgatta
gtggtttacg
taécgttttg

gegeggttgt

PCT/EP01/12831

égtttttttt
tgtttttggg
ttattgatrg
tgtataagg;
agaatcgatt
acgataatat
tagggattat
tcgtcggtta
gtttgggaaé
cgtaaagrtat
tttgtaaaat
tattttttta
agggcgtgac
ttaagtaggc
atttgcgttc
gggacgttat

ttttggtgga

atcggtggac
ggttattrtt
ggagtaggtg
gatttatcg;
agtatttcgg
cgtgegegtyg
tattatggag -
ttttgagggg
gtgttttaag
tgtgtatttg
tagtgatttc
ttttttggga
gtttaaagtc
gtcgtatteg
gttttttrte
ttagcgttgt

ttttattttt
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ttgaaagttg
1303

<210> 2
<211> 1303

<212> DN2A

<213> Artificial Seguence

<220>

<223> chemically treated genomic

<400> 2

cttatcttaa
60

aaaacaaccg
120

ccccaaaacg
180

aatcgtaaac
240

taataatcat
300

cctcectecttt
360

atatctaaaa
420

aaacatccecta
480

acgaataaaa
540

ccaaatttte

cgcgctcgac

ctacccgaaa

caccaccgcg

ttaccaaaaa

caaaaactcc

acacaacaaa

ctcactaate

aaaaaacaaa

aatcaaccga
ctctacgeeg
aacgaatcet
tacaatatat
ataataacaa
gaaacgcgat
tcttecaact
aaaatattecg

ccgttcacaa

PCT/EP01/12831

aattcggttyg attgaaaatt tggttaagat aag

DNA ( Homo sapiens)

attcaacttt
cgctaaatct
cgaaaacgac
actaccgcte
aaaaataaat
aéatatatat
tctcaaaaca
cgaacttcaa

catctaataa

caaaaaaata
Ccaacaacgc
aacgaaaaag
cccecgaatac
atcgacttta
acctcctaaa
accgaaatca
atccaaatac’

atacttaaaa

gaatccacca
taaataacgt
aacgaacgca
gacgcctact
aacgtcacgc
aaataaaaaa
ctaattttac
écaatacttt

cactttccea



WO 02/36604

aacttaacta
600

cgacgccata
660

ctaaactatt
720

cgtaacgcaa
780

tcttaataca
840

acaccgaacc
500

taaaacacca
360

acaacttcgc
1020

actcgctceceg
1080

caccaaaacc
1140

actaactact
1200

" aaactacatc
1260

tazaaacacaa
1303

<210> 3
<211> 1303

<212> DNA

tcctcecaata
aataacttaa
aaaccctacg
ccttactacg
cttattcact
;aaccctgca
aaccaacéga
aaataactct
aaaataaaad
gctaaaatag
cecttegetee

tatactatca

ttatcccttt

cgacaataaa
tataaaataa
aacgtacgcyg
ttaaactcaa

tactttataa

actcccaace

cgcgacaacce

aaaaaactac

cgtaaaacca

ataaaaaaac

acctcatccc

ctcaacaaaa

Cadaataaaaa

<213> Artificial Sequence

éctcccctac
cgttaccacc
tactaacaac
cccaaaaact
ccacaaaaac
tctécaacaa
gcgaaacccg
tacaaaaccg

aaaacgaaaa

taaaaaaaac

tttteteett
atttttatca

catttcecett

PCT/EP01/12831

gtcccdctca
gaactccata
éaccacgcgc
ccgccgaaat
accgcgataa
acacacctac
aaaaaaaata
cgcgtccacce
catcgcactt
cgcgaaactt
ttccttcact
aataaaaaaa

ccg

aéataac;ga
ataataatecc .
acgatgttat
actaatcgat
atcgccttat
tcccaatcaa
acccccaaaa

gataaaaaaa

tacaaaaaaa

taaaaacata

tattccaaat

aaaaccgaaa
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<220>

<223> chemically treated genomic

<400> 3

tttattttga
60 -

aaagtagtcg
120

ttttaaggceg
180

ggtcgtaggt
240°

tggtagttat
300

Erttttttet
360

gtgtttggaa
420

agatattttg
480

gcgagtggag
540

aatttaattg
600

cggcgttata
660

ttaggttatt
720

cgtggcgtag
780

ttttggtgta
840

ttaagttttt
cgcgttcggt
ttgﬁtcgggg
tattatcgeg
ttgttagaga
taggagtttc
gtatagtaga

tttattgatt

‘'gaagagtagg

ttttttagtg
gatgatttgg
ggattttgcg
ttttgttacg

tttgtttatt

agttagtcga
ttttgegteg
agcgagtttt
tétag?atgt
gtgatggtaa
ggggcgeggt
ttttttaatt
aagatgttcg
tegtttataa
cggtagtgag
tgtaaagtga
ggcgtgegeg
ttgagtttag

tgttttatgg

PCT/EP01/12831

DNA ( Homo sapiens)

gtttagtttt
cgttgggttt
cgaagacggt
gttgtegttt
aggaataaat
gggtgtatgt
ttttag;gta
cgggttttag
tatttagtga
gtttttttge
cgttgttatc
tgttggtagt
tttagaaattc

ttataggaat

taaagaggtg
ttagtagcgt
agcggagagy
tttegaatac
gtcggtttta
gttttttaga
atcgaagtta
gtttaagtgt
gtatttgaga
gtttttttta
gaattttatg
tattacgegt
tcgtcgagat

atcgcggtaa

agatttatta
tggatgacgt
gacgggcgta
ggcgtttétt
ggcgttacgt
gggtaagagyg
ttaat;ttat
ataatgtttt
ﬁattttttté
gggtggtcgg
atgatggttt

acgatgttat

gttagtcggt

gtcgttttgt
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atatcgagtt
900

tggagtatta
960

gtagtttecgt
1020

attcgttteg
- 1080

tattagggte
1140

attgattatt
1200

gagttatatt
1260

tgaagtatag
1303

<210> 4

<211> 1303.

<212> DNA

aaatttttta
ggttagtcgg
aggtagtttt
gaggtagggyg
gttggagtga
ttt#cgtttt
tgtgttgtta

ttatttottt

gﬁttttagtt
cgcggtagte
gagggattgt
cgtagggtta
atgaagagat
attttatttt
tttagtaaga

tagatgaaag

<213> Artificial Sequence

<220>

tttgtagtéa
gcggggtteg
tgtagggtcg
ggggcgaggg
tagggéaaat
tttrttttet
gtttttatta

tattttoott

PCT/EP01/12831

gtatatttgt
aggaagagtg
;gcgtttatc
tatcgtattt’
cgcgggattt
tttttttatt_
éatggaggga

tcyg

<223> chemically treated génomic DNA ( Homo sapiens)

<400> 14

ttttagttaa
gtttttagaa‘
gatggggaaa
tgtaggggga
tggaéatatg
tgttttaaat'-

gaaatcggaa

cgaaaaaaaa atactttcat ctaaaaaaaa taactatact tcattccgat ttcteecctcce

60

atctaataaa aactcttact aaataacaac acaaatataa ctcatttaaa acaaataaaa

120
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aaaaaaaaaa
180

gcgatttecc
240

atacecctecge
300

gcgcgaccct
360

cctcgaaccc
420

tacttactac
480

gatattccta
540

‘cgaaatttct
600

ataactacca
660

ttcgataaca
720

aacgcaaaaa
780

tactcactaa
840

aacctaaaac
900

gattactcté
960

aacacataca
1020

gacatttatt
1080

aaaaaacgac
1140

gctaccgtcet

aaaaaaataa

ctaatctctt'

ccctaaccct
acaacaatcc
cgcgactace
aaaaactaaa
taaccataaa
aaactaaact
acacgcgceac
acgtcacttt
aacctcacta
atattataaa
ccgcgaacat
aaaaattaaa
cccaccgcege
cctttaccat
aacacatact

tcgaaaactc

aataaaacga
cattcactce
;cgcccctac
ctcaaaacta
gcgccgacta
aactaaaaaa
acaaataaac
caacgtaaca
gecccgcaaaa
acaccaaatc
ccgcactaaa

cgacctactc

cttaatcaat:

aaatctacta

cccgaaacte

cactctctaa

atacgcgata

gctcceegaa

aaaaataatc
aacgacceta
ctccgaaacg
cctacgaaac
acctaatact
tttaactcga
aaatacacca
aaactacgcec
tccaataace
atctataacg
aaacaattaa
ttcct;cact
aaacaaaata
tacttccaaa
ctaaaaaaaa
caaataacta
ataacctacg

caacgcctta

PCT/EP01/12831

aatcatattt
atatccecct
aattttccce
tacttctaaa
ccattaacta
tatacaaaéc
aaaaccgact
acgataacat
taaaaaccat
ccgccgacea
atttaéaaaa
cgcaaaacat
tctgtaaaat
caccctetta
aaaacgtaac
ccaaacaaac
acgtacgccc

aaaacgtcat

ccaaaatccce
acaaaataég
atcgataaac
éaccactctt
aaaacaaata‘
gacttaccgc
aacatctcga
cgtacgcgta
catcataaaa
ccctaaaaaa
atatctcaaa
tatacactta
taataacttc
ccctctaaaa
gcctaaaacc

gccgtattceg

.gtccetetce

ccaacgctac
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1200

taaaigggca acgcgacgea aaaaccgaac gcgcgactac ttttaataaa tctcaccter

ttaaaaacta aactcgacta actaaaaact taatcaaaat aaa
1303 ‘

<210> 5
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> ;hemically treated genomic DNA ( Homo sapiens)
<400> 5

tttattgatt gggagtaggt
20

<210> &
<21l1> 20
. <212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> chemically treated genomic DNA ( Homo sapiensf.

<400> 6
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ctaattttac aaacatccta
20

<210> 7
<211> 18
<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>

<223> chemically treated genomic DNA ( Homo sapiens)
<400> 7

" ccttactacg ttaaacte
‘ 18

<210> &8
<211> 18
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> chemically treated genomic DNA ( Homo sapiens)

<400> 8
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10

ccttactacd ttazacte
18

<210> 8
<21l1> 18
<212> DNA

<213> Artificial Sequence ,

<220>

<223> chemically treated genomic DNA ( Homa sapiens)
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