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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung ist eine "Continuation-in-part" der gleichzeitig anhangigen U. S. Anmeldung
mit der Seriennr. 08/303,058, die am 8. September 1994 eingereicht wurde; welche eine "Continuation-in-part"
der U. S. Patentanmeldung mit der Seriennr. 08/127,420 ist, die am 27. September 1993 eingereicht wurde;
der gesamte Text und die Figuren dieser Offenbarung sind hierin spezifisch ohne Verzicht durch Verweis auf-
genommen. Die US-Regierung besitzt gemal den Fordermitteln des Energieministeriums LDRD 03235 und
der Vertragsnr. W-31-109-ENG-38 zwischen den U. S. Energieministeriums und der University of Chicago, die
fur das Argonne National Laboratory auftritt Rechte an der vorliegenden Erfindung.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG
1. Bereich der Erfindung

[0002] Die vorliegende Erfindung betrifft im Allgemeinen den Bereich der Molekularbiologe. Die Erfindung
stellt insbesondere neue Verfahren und Zusammensetzungen zur Verfligung, um eine hocheffiziente Sequen-
zierungen von Nukleinsduremolekilen zu ermdglichen. Die Verfahren der Erfindung sind fur die Sequenzie-
rung langer Nukleinsduremolekule, die Chromosomen und RNA, umfassen ohne Klonierungs- oder Subklonie-
rungsschritte geeignet.

2. Beschreibung des bekannten Stands der Technik

[0003] Die Nukleinsauresequenzierung bildet heutzutage einen wesentlichen Bestandteil des wissenschaftli-
chen Fortschritts. Die Bestimmung der Sequenz d. h. der Primarstruktur von Nukleinsduremolekilen und Se-
quenzen ist im Hinblick auf einzelne Projekte von Bedeutung, die eine Vielzahl bestimmter Zielbereiche unter-
suchen. Die Informationen die aus der Sequenzierung erlangt werden wirken sich auf die Wissenschaft, die
Medizin, dem Ackerbau und alle Bereiche der Biotechnologie aus. Die Nukleinsduresequenzierung ist natirlich
essentiell fir das humane Genomprojekt und andere grofe Unternehmungen deren Ziel es ist unser Verstand-
nis der Evolution und der Funktion von Organismen zu starken und eine Einsicht in die Griinde fur verschiede-
ne Krankheitsstadien zur Verfiigung zu stellen.

[0004] Die Nutzlichkeit der Nukleinsauresequenzierung ist offensichtlich. Beispielsweise findet das humane
Genomprojekt (HGP), eine multinationale Anstrengung, die der Sequenzierung des gesamten menschlichen
Genoms gewidmet ist, an verschiedenen Zentren statt. Im allgemeinen ist der Fortschritt in diesem Bereich je-
doch sowohl langsam als auch kostspielig. Die Nukleinsduresequenz wird normalerweise auf Polyacryla-
mid-Gelen bestimmt, die DNA-Fragmente im Bereich von 1 bis 500 bp auftrennen, die sich in der Lange um
jeweils ein Nukleotid unterscheiden. Die tatsachliche Bestimmung der Sequenz, d. h. die Reihenfolge der ein-
zelnen A, G, C und T Nukleotide kann auf zweierlei Wege erreicht werden. Erstens unter Verwendung des Ma-
xam und Gilbert-Verfahrens des chemischen Abbaus des DNA-Fragments an spezifischen Nukleotiden (Ma-
xam & Gilbert, 1977) oder zweitens unter Verwendung des Dideoxy-Kettenabbruchsequenzierungsverfahrens,
das von Sanger und Kollegen beschrieben wurde (Sanger et al., 1977). Beide Verfahren sind zeitaufwendig
und arbeitsintensiv.

[0005] In neuerer Zeit sind andere Verfahren der Nukleinsduresequenzierung vorgeschlagen wurden, die kei-
nen Elektrophoreseschritt einsetzen, diese Verfahren kdnnen zusammen als Sequenzierung durch Hybridisie-
rung oder durch SDH bezeichnet werden (Drmanac et al., 1991; Cantor et al., 1992; Drmanac & Crkvenjakov,
U. S, Patent 5,202,231). Die Entwicklung einiger dieser Verfahren hat zu den neuen Sequenzierungswerkzeu-
gen des Festtragertyps gefiihrt, die als Sequenzierungschips bekannt sind. Die Nutzlichkeit von SDH wird im
allgemeinen durch die Tatsache verdeutlicht, dal® U. S. Patente fiir diese Technologie erteilt worden sind. Ob-
wohl SDH das Potential fir die Erhéhung der Geschwindigkeit besitzt mit der Nukleinsauren sequenziert wer-
den koénnen leiden alle SDH-Verfahren jedoch immer noch unter mehreren Nachteilen.

[0006] SDH kann auf zwei grundsatzlich unterschiedlichen Wegen durchgefiihrt werden, die haufig als For-
mat 1 und Format 2 bezeichnet werden. (Cantor et al., 1992). Beim Format 1 werden Oligonukleotide unbe-
kannter Sequenz im allgemeinen Nukleotide mit einer Ladnge von 100-1000 Nukleotiden auf einem festen Tra-
ger oder einem Filter angeordnet, so dal® die unbekannten Proben selbst immobilisiert sind Strezoska et al.,
1991; Drmanac & Crkvenjakov, U.S. Patent 5,202,231). Kopien dieser Anordnung werden dann durch Hybri-
disierung mit Gruppen markierter Sonden mit einer Lange von etwa 6 bis 8 Resten befragt. Beim Format 2 wird
ein Sequenzierungschip aus einer Anordnung von Oligonukleotiden mit bekannten Sequenzen mit einer Lange
von etwa 6 bis 8 Resten gebildet (Southern, WO 89/10977; Khrapko et al., 1991; Southern et al., 1992). Die
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Nukleinsauren unbekannter Sequenz werden dann markiert und es wird ihnen erlaubt mit den immobilisierten
Oligos zu hybridisieren.

[0007] Ungllcklicher Weise haben diese beiden SDH-Formate mehrere Einschrankungen insbesondere die
Notwendigkeit vorangehender DNA-Klonierungsschritte. Beim Format 1 umfassen andere bedeutende Proble-
me das Befestigen der verschiedenen Nukleinsauresticke, die sequenziert werden sollen, an der Oberflache
des festen Tragers oder das Zubereiten einer grolRen Menge langerer Sonden. Beim Format 2 umfassen die
Hauptprobleme das Markieren der Nukleinsaure unbekannter Sequenz, das hohe Signal zu Rauschverhaltnis-
se, die sich im allgemeinen ergeben, und die Tatsache, dall nur kurze Sequenzen bestimmt werden kénnen.
Weitere Probleme des Formats 2 umfassen die Bildung einer Sekundarstruktur die den Zugang zu einigen Zie-
len verhindert und die verschiedenen Bedingungen, die fir Sonden mit verschiedenem GC-Gehalt notwendig
sind. Daher wirde der Stand der Technik fraglos von einem neuen Verfahren fur die Nukleinsduresequenzie-
rung profitieren und insbesondere von einem, dal® das ermudende Verfahren der Klonierung- und/oder der
Subklonierung vermeidet.

[0008] EP-A-0711362 das AT, BE CH, DE, DK, ES, FR, GB, IT, LI, NL, SE bestimmt ist unter Art. 54 (3) EPU
zitiert worden. Dieses Dokument des Stand der Technik offenbart ein Reagenz, das einen Rest eines Analyten
umfafdt, der mindestens zwei Reste eines Analyten umfalfit, die mit einem Markierungsrest verbunden sind, der
ein oder mehrere Reportergruppen umfafdt, die flir den Nachweis durch Massenspektrometrie angepalfdt sind.
Eine Vielzahl dieser Reagenzien kann in dem Testverfahren verwendet werden.

Zusammenfassung der Erfindung

[0009] Die vorliegende Erfindung versucht diese und andere Nachteile die dem Stand der Technik innewoh-
nen dadurch auszurdumen, daf} sie neue Verfahrenszusammensetzung fir die Sequenzierung von Nuklein-
saure zur Verfigung stellt. Die hierin beschriebenen neuen Verfahren sind im allgemeinen von den Erfindern
Format 3 genannt worden und stellen eine deutliche Verbesserung gegentber den bestehenden Format 1- und
Format 2-SDH Verfahren da. Bei der Format 3-Sequenzierung, die durch die Erfindung zur Verfugung gestellt
wird, werden Nukleinsauresequenzen mittels Hybridisierung mit zwei Gruppen kleiner Oligonukleotidsonden
bekannter Sequenzen wie in den angefiigten Ansprichen definiert, bestimmt. Die Verfahren der Erfindung er-
lauben es, eine hoch unterscheidende Sequenzierung extrem grofer Nukleinsduremolekile, die chromosoma-
les Material oder RNA umfassen, ohne vorherige Klonierung, Subklonierung oder Vervielfaltigung. Des weite-
ren erfordern die vorliegenden Verfahren keine Grof3e Anzahl von Sonden, die komplexe Synthese langer Son-
den oder die Markierung eines komplexen Gemisches von Nukleinsduresegmenten.

[0010] Um die Sequenz von Nukleinsdauren gemaf den Verfahren der vorliegenden Erfindung zu bestimmen
wirde man im allgemeinen Sequenzen der Nukleinsauren durch Hybridisierung mit komplementaren Sequen-
zen von zwei Gruppen kleiner Oligonukleotidsonden (Oligos) definierter Lange und bekannter Sequenz, die
die meisten Kombinationen der Sequenzen fir die Probelange abdecken, bestimmen. Man wirde dann die
identifizierten Sequenzen analysieren, um Bereiche der identifizierten Sequenzen zu bestimmen, die Gberlap-
pen und die gesamte Nukleinsauresequenz aus solchen iberlappenden Sequenzen wieder zusammensetzen
oder aufbauen.

[0011] Die Sequenzierungsverfahren kénnen unter Verwendung einer sequentiellen Hybridisierung mit kom-
plementaren Sequenzen aus diesen zwei Gruppen kleiner Oligos durchgefiihrt werden. Alternativ kann ein Mo-
dus, der als "zyklierend" beschrieben werden kann eingesetzt werden in dem zwei Gruppen kleiner Oligos mit
den unbekannten Sequenzen gleichzeitig hybridisiert werden. Der Begriff "zyklierend" wird als der unterschei-
dende Teil der Technik verwendet und kommt vom Ansteigen der Temperatur um die Hybride "zu schmelzen"
die nicht komplementar sind. Solche zyklierenden Techniken werden Ublicher Weise in anderen Bereichen der
Molekularbiologie wie bei der PCR eingesetzt und werden vom Fachmann ohne weiteres im Lichte der vorlie-
genden Offenbarung verstanden werden.

[0012] Die Erfindung ist auf die Sequenzierung von Nukleinsauremolekiilen sehr groRer Lange anwendbar.
Praktischerweise wird das Nukleinsduremolekul, das sequenziert werden soll im allgemeinen fragmentiert
sein, um Nukleinsaurefragmente kleiner oder mittelgroRer Lange zur Verfugung zu stellen, mit denen ohne wei-
teres umgegangen werden kann. Der Begriff Nukleinsdurefragment wie hier verwendet bezeichnet im allge-
meinen ein Nukleinsduremolekil mit einer Lange von etwa 10 Basenpaaren (bp) und etwa 100 bp. Als die am
meisten bevorzugten Verfahren der Erfindung werden die erwogen, bei denen die Nukleinsauremolekiile, die
sequenziert werden sollen, behandelt werden, um Nukleinsaurefragmente mittlerer Lange zur Verfiigung zu
stellen, d. h. von zwischen etwa 10 bp und etwa 40 bp. Es sollte jedoch betont werden, dal} die vorliegende
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Erfindung kein Verfahren fur die komplette Sequenzierung kleiner Nukleinsaurefragmente ist, vielmehr ist es
ein Verfahren zur Sequenzierung von Nukleinsauremolekulen an sich, welche das Bestimmen von Teilen der
Sequenz innerhalb des Molekils umfal3t unabhangig davon ob dies unter Verwendung des gesamten Molekiils
getan wird oder der Einfachheit halber ob dies dadurch erreicht wird, da® das Molekiil zuerst in Teilstlicke klei-
nerer GroRen von etwa 4 bis etwa 1000 Basen zerteilt wird.

[0013] Die Sequenzen der Nukleinsduremolekile werden durch Hybridisierung mit kleinen Oligonukleotid-
sonden bekannter Sequenz bestimmt. Im Hinblick auf den Verweis auf "kleine Oligonukleotidsonden" bedeutet
der Begriff "klein" Sonden mit einer Lange weniger als 10 bp und vorzugsweise Sonden mit einer Lange von
etwa 4 bp und etwa 9 bp. In einer beispielhaften Sequenzierungsausfihrungsform werden Proben mit einer
Lange von 6 bp als besonders nitzlich erwogen. Damit diese Oligonukleotidgruppen alle Sequenzkombinati-
onen fiir die gewahlte Sondenlange abdecken wird ihre Anzahl durch 47 wiedergegeben werden, wobei F die
Lange der Sonde ist. Beispielsweise wirde die Gruppe flir ein 4-mer 256 Sonden umfassen; fir ein 5-mer wr-
de die Gruppe 1024 Sonden umfassen; fiir ein 6-mer 4096 Sonden, fiir ein 7-mer 16384 Sonden und so weiter.
Die Synthese von Oligos dieser Lange ist im Stand der Technik reine Routine und kann durch automatisierte
Synthese erreicht werden.

[0014] In den Verfahren der vorliegenden Erfindung wird eine Gruppe der kleinen Oligonukleotidsonden mit
bekannter Sequenz, die als die erste Gruppe bezeichnet werden kann, an einem festen Trager befestigt sein
d. h. in einer solchen Weise an einem Trager befestigt sein, dal® sie zur Teilnahme an Hybridisierungsreaktio-
nen zur Verfigung stehen. Die andere Gruppe der kleinen Oligonukleotidsonden bekannter Sequenz, die als
die zweite Gruppe bezeichnet werden kann, werden Sonden sein, die in LOsungen vorliegen und die mit einer
nachweisbaren Markierung markiert sind. Die Gruppen der Oligos kénnen Sonden der gleichen oder unter-
schiedlicher Lange umfassen.

[0015] Das Verfahren der sequentiellen Hybridisierung bedeutet das Nukleinsauremolekiile oder Fragmente
unbekannter Sequenz mit verschiedenen Gruppen der Oligonukleotidproben bekannter Sequenzen zu ver-
schiedenen Zeiten hybridisiert werden kann (Fig. 1). Die Nukleinsduremolekile oder Fragmente werden im all-
gemeinen denaturiert sein was die Hybridisierung erlaubt und zu der ersten immobilisierten Gruppe der Son-
den unter unterscheidenden Hybridisierungsbedingungen hinzugefiigt werden, um sicher zu stellen das nur
Fragmente mit komplementaren Sequenzen hybridisieren. Die Fragmente mit nicht komplementaren Sequen-
zen werden entfernt und die nachste Runde des unterscheidenden Hybridisierung wird dann durch das Hinzu-
fiigen der zweiten markierten Gruppe der Sonden in Lésung zu der bereits gebildeten Kombination von Frag-
menten und Sonden durchgefiihrt. Die markierten Sonden, die angrenzend zu einer der fixierten Sonde hybri-
disieren, werden an dem Trager befestigt bleiben und kédnnen nachgewiesen werden was nicht der Fall ist
wenn es einen Abstand zwischen der fixierten und der markierten Sonde gibt (Fig. 1).

[0016] Das Verfahren der gleichzeitigen Hybridisierung bedeutet das Nukleinsauremolekiile unbekannter Se-
quenz mit den verschiedenen Gruppen der Oligonukleotidsonden bekannter Sequenz gleichzeitig in Berth-
rung gebracht werden kénnen. Die Hybridisierung wird unter unterscheidenden Hybridisierungsbedingungen
auftreten. Fragmente mit nicht-komplementaren Sequenzen werden dann "geschmolzen" d. h. durch eine Er-
héhung der Temperatur entfernt und die nachste Runde der unterscheidenden Hybridisierung wird dann durch-
geflhrt, wodurch es allen komplementaren zweiten Sonden erlaubt wird, zu hybridisieren. Markierte Sonden,
die angrenzend an fixierte Sonden hybridisieren, werden dann in derselben Weise nachgewiesen.

[0017] Die Nukleinsauresequenzen die "komplementar" sind, sind die, die dazu in der Lage sind Basenpaa-
rungen gemal den normalen Watson-Crick Komplementaritatsregeln zu bilden und Abwandlungen dieser Re-
geln finden auf modifizierte Basen Anwendung. Das bedeutet, dal die grélReren Purine oder modifizierten Pu-
rine immer mit dem kleineren Pyrimidinen eine Basenpaarung eingehen werden, um nur bekannte Kombinati-
onen zu bilden. Diese umfassen die Standardpaare von Guanin gepaart mit Cytosin (G:C) und Adenin gepaart
mit entweder Thymin (A:T) im Falle von DNA oder Adenin gepaart mit Uracil (A:U) im Falle von RNA. Die Ver-
wendung modifizierter Basen oder sogenannter universeller Basen (M. Nichols et al., 1994) wird auch erwo-
gen.

[0018] Wie hierin verwendet bedeutet der Begriff "komplementare Sequenzen" Nukleinsduresequenzen”, die
im wesentlichen Uber ihre gesamte Lange komplementéar sind und die nur sehr wenige Basenfehlpaarungen
aufweisen. Beispielsweise kénnen Nukleinsduresequenzen mit einer Lange von 6 Basen als komplementar
bezeichnet werden, wenn sie an 5 von 6 Positionen hybridisieren mit nur einer Fehlpaarung. Selbstverstandlich
sind Nukleinsauresequenzen, die "vollstandig komplementar" sind, Nukleinsduresequenzen, die vollstandig
Uber ihre gesamte Lange komplementar sind und die keine Fehlpaarung aufweisen.
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[0019] Nach der Identifizierung verschiedener individueller Sequenzen, die Teil des Nukleinsaurefragments
sind, durch die Hybridisierung mit den Oligos bekannter Sequenz werden diese individuellen Sequenzen als
nachstes analysiert, um Bereiche der Sequenzen zu bestimmen, die lberlappen. Beispielsweise werden Teile
der Sequenzen in den das 5'-Ende dasselbe wie das 3'-Ende einer anderen Sequenz ist oder umgekehrt, iden-
tifiziert. Die komplette Sequenz des Nukleinsduremolekiils oder Fragments kann dann abgegrenzt werden d.
h. es kann aus den so bestimmten Gberlappenden Sequenzen rekonstruiert werden.

[0020] Das Verfahren der Identifizierung tberlappender Sequenzen und der Rekonstruierung der kompletten
Sequenz wird im allgemeinen durch eine Computeranalyse erreicht werden. Beispielsweise wird wenn eine
markierte Probe 5-TTTTTT-3' mit dem Punkt hybridisiert, der die fixierte Sonde 5-AAAAAA-3' enthalt, eine
12-mer Sequenz innerhalb des Nukleinsduremolekils definiert ndmlich 5'-AAAAAATTTTTT-3' (SEQ ID NR: 1),
d. h. die Sequenz der zwei hybridisierten Sonden wird kombiniert, um eine vorher unbekannte Sequenz zu of-
fenbaren. Die nachste Frage, die beantwortet werden mul, ist welches Nukleotid als nachstes auf die be-
stimmte 5-AAAAAATTTTTT-3' (SEQ ID NR: 1) Sequenz folgt. Es gibt vier Mdglichkeiten die durch die fixierte
Sonde 5-AAAAAT-3' und die markierte Sonden 5'-TTTTTA-3' fir A; 5'-TTTTTT-3' fur T; 5-TTTTTC-3' fir C und
5-TTTTTTG-3' fir G dargestellt werden. Wenn beispielsweise die Sonde 5-TTTTTC-3' positiv ist und die an-
deren drei negativ sind dann wird die zusammengesetzte Sequenz auf 5'-AAAAAATTTTTC-3' (SEQ ID NR 2)
verlangert. Im nachsten Schritt bestimmt ein Algorithmus welche der markierten Sonden TTTTCA, TTTTCT,
TTTTCC oder TTTTCG positivan dem Punkt ist, der die markierte Sonde AAAATT enthalt. Das Verfahren wird
wiederholt bis alle positiven (F+P) Oligonukleotidsequenzen verwendet worden sind oder bis sie als Falschpo-
sitive bestimmt worden sind.

[0021] Die vorliegende Erfindung stellt daher einen sehr effizienten Weg der Sequenzierung von Nukleinsau-
refragmenten und Molekile groRer Lange zur Verfligen. Grof3e Nukleinsduremolekile wie hierin definiert sind
die Molekiile, die vor der Sequenzierung fragmentiert werden missen. Sie werden im allgemeinen wenigstens
eine Lange von 45 oder 50 Basenpaaren aufweisen und werden meistens langer sein. Tatsachlich kénnen die
Verfahren der Erfindung verwendet werden, um Nukleinsauremolekile nahezu ohne Langenobergrenze zu se-
quenzieren, so dafl’ Sequenzen mit etwa 100 bp, einer Kilobase (kb), 100 kb, einer Megabase (Mb), und 50 Mb
oder mehr sequenziert werden kdénnen bis zu und umfassend gesamte Chromosomen, wie humane Chromo-
somen, die im allgemeinen etwa eine Lange von 100 Mb aufweisen. Eine solche groe Zahl ist ohne weiteres
im Umfang der vorliegenden Erfindung und die Sequenzierung dieser Anzahl von Basen wird zwei Gruppen
von 8-Meren oder 9-Meren (so dal® F + P ~ 16—-18) erfordern. Die zu sequenzierenden Nukleinsauren kénnen
DNA wie cDNA, genomische DNA, mikropraparierte Chromosomenbanden, Cosmid-DNA- oder YAC-Einschu-
be sein, oder kdnnen RNA, die mRNA, rRNA, tRNA oder snRNA umfalt, sein.

[0022] Die Verfahren des Bestimmens der Sequenz eines langen Nukleinsduremolekiils beinhalten einfach
das ldentifizieren von Sequenzen der Lange F + Pin dem Molekiil und das Kombinieren der Sequenzen unter
Verwendung eines geeigneten Algorithmus. Praktisch gesprochen wiirde man am wahrscheinlichsten zuerst
das Nukleinsauremolekiil, das sequenziert werden soll, fragmentieren, um kleinere Fragmente wie Nuklein-
saurefragmente mittlerer Lange zu erzeugen. Man wirde dann Sequenzen einer Lange F + P durch Hybridi-
sierung z. B. sequentielle Hybridisierung der Fragmente an komplementaren Sequenzen aus den zwei Grup-
pen der kleinen Oligonukleotidsonden bekannter Sequenz wie oben beschrieben bestimmen. In dieser Weise
kann die gesamte Nukleinsduresequenz extrem grofier Molekile aus tberlappenden Sequenzen der Lange F
+ P rekonstruiert werden.

[0023] Unabhangig davon ob die Nukleinsdure, die sequenziert werden soll, selbst ein Fragment mittlerer
Lange ist oder ob sie zuerst behandelt wird, um Fragmente einer solchen Léange zu erzeugen, ist das Verfahren
zur Ildentifizierung solcher Nukleinsaurefragmente durch Hybridisierung mit zwei Gruppen kleiner Oligonukle-
otidsonden bekannter Sequenz fir die hierin offenbarten Sequenzierungsverfahren elementar. Diese Verfah-
ren umfassen im allgemeinen die folgenden Schritte:
(a) In-Kontakt-bringen einer Zielnukleinsaure mit einer Gruppe (einer) immobilisierten(r) Oligonukleotidson-
de(n) und mindestens einer markierten Oligonukleotidsonde aus einer Gruppe markierter Oligonukleotid-
sonden unter Hybridisierungsbedingungen, die wirksam sind, die Hybridisierung zwischen: (i) komplemen-
téren Sequenzen der Zielnukleinsaure und der immobilisierten Sonden und (ii) komplementaren Sequen-
zen der Zielnukleinsaure und der markierten Sonde(n), zu erlauben;
(b) kovalentes Verbinden der immobilisierten Sonde(n) und der markierten Sonde(n), die angrenzend an
dasselbe Zielnukleinsduremolekil hybridisieren.
(c) Nachweisen der Markierung der markierten Oligonukleotidsonde(n), die kovalenten mit der(n) immobili-
sierten Sonde(n) verbunden ist(sind); und
(d) Nachweisen mindestens einer Nukleotidsequenz in der Zielnukleinsaure durch Schritte, die das Verbin-
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den der Nukleotidsequenzen der nachgewiesenen Oligonukleotidsonde(n) mit den Nukleotidsequenzen der
jeweils verbundenen immobilisierten Oligonukleotidsonde(n) umfassen,

dadurch charakterisiert, dal® der Schritt des Nachweises den Nachweis der Markierung umfaf’t, wahrend sie
an den Hybridisierungskomplex gebunden ist, welcher zwischen der(n) angrenzend hybridisierten, immobili-
sierten Sonde(n) und der(n) markierten Sonde(n) gebildet wird(werden).

[0024] Die Hybridisierungs oder "Waschbedingungen" die gewahlt werden kénnen, um entweder eine oder
beide Hybridisierungsschritte durchzufiihren, kbnnen gemaf der jeweils gewahlten Sequenzierungsausfih-
rungsform verandert werden. Beispielsweise kdnnen beide Hybridisierungsbedingungen so entworfen werden,
es den Oligonukleotidsonden zu erlauben an ein gegebenes Nukleinsdurefragment zu hybridisieren, wenn sie
komplementére Sequenzen enthalten, d. h. im wesentlichen Ubereinstimmende Sequenzen, wie die Sequen-
zen, die an funf von sechs Positionen hybridisieren. Der Hybridisierungsschritt wiirde vorzugsweise unter Ver-
wendung einer einfachen Robotervorrichtung durchgefiihrt, wie sie im gegenwartigen Sequenzierungsverfah-
ren routinemafig verwendet wird.

[0025] Alternativ kdnnen die Hybridisierungsbedingungen entworfen werden, um nur den Oligonukleotidson-
den und Fragmenten die Hybridisierung zu erlauben, die vollstdndig komplementare Sequenzen aufweisen.
Diese starker unterscheidenden oder "stringenteren" Bedingungen kdnnen fiir die beiden unterschiedlichen
Schritte des sequentiellen Hybridisierungsverfahrens oder fir einen der Schritte allein verwendet werden. In
solchen Fallen wiirde es den Oligonukleotidsonden, unabhangig davon, ob immobilisierten oder markierten
Sonden, nur dann erlaubt werden an ein gegebenes Nukleinsdurefragment zu hybridisieren, wenn diese voll-
standig komplementare Sequenzen mit dem Fragment teilen.

[0026] Die gewahlten Hybridisierungsbedingungen werden im allgemeinen den Grad der Komplexitat vorge-
ben, der erforderlich ist, um die erhaltenen Daten zu analysieren. Gleichermafien werden die Computerpro-
gramme, die erhaltlich sind, um alle erzeugten Daten zu analysieren die Hybridisierungsbedingungen bestim-
men, die in einem gegebenen Labor verwendet werden missen. Beispielsweise wirden in den am meisten
unterscheidenden Verfahren beide Hybridisierungsschritte unter Bedingung durchgefihrt werden die es nur
den Oligos und Fragmenten, die vollstandig komplementare Sequenzen aufweisen, erlauben zu hybridisieren,
durchgefiihrt werden. Da es keine fehlgepaarten Basen geben wird beinhaltet dieses Verfahren die am wenigs-
ten komplexen Computeranalysen und ist aus diesem Grund gegenwartig fur die Ausfihrung der Erfindung
das bevorzugte Verfahren. Die Verwendung von weniger unterscheidenden Bedingungen fiir einen oder beide
Hybridisierungsschritte fallt jedoch auch in den Umfang der vorliegenden Erfindung.

[0027] Geeignete Hybridisierungsbedingungen fir die Verwendung in einem oder beiden Schritten kdnnen
routinemaRig durch Optimierungsverfahren oder "Pilotstudien" bestimmt werden. Verschiedene Sorten der Pi-
lotstudien werden routinemafRig vom Fachmann der Nukleinsduresequenzierung bei der Etablierung von Ar-
beitsverfahren und bei der Anpassung von Verfahren fir die Verwendung in einem gegebenen Laboratorium
durchgefiihrt. Beispielsweise konnen Bedingungen wie die Temperatur, die Konzentration jeder der Kompo-
nenten; die Lange der Zeit der Schritte; die verwendeten Puffer und deren pH und lonenstarke variiert werden
und dadurch optimiert werden. Das Nukleisauresequenzierungsverfahren der Erfindung beinhaltet einen un-
terscheidenden Schritt, um nachgeordnete Hybridisierungskomplex auszuwahlen, die unmittelbar angrenzen-
de immobilisierte und markierte Sonden umfassen, im Unterschied zu denen, die nicht unmittelbar angrenzend
sind und die durch eine, zwei und mehr Basen getrennt sind. Eine Vielzahl von Verfahren ist fir die Entfernung
von Sonden, die nicht unmittelbar angrenzend zu einer befestigten Sonde hybridisiert sind, erhaltlich, d.h. die
nicht Ricken an Ricken hybridisiert sind, von denen jedes nur die unmittelbar angrenzenden nachfolgenden
Komplexe aufrechterhalt.

[0028] GemalR der vorliegenden Erfindung werden die unmittelbar angrenzenden immobilisierten und mar-
kierten Sonden ligiert, d.h. kovalent miteinander verbunden bevor die Waschschritte durchgefuhrt werde, um
alle nicht ligierten Sonden zu entfernen. Die Ligation kann durch die Behandlung mit einer Lésung, die ein che-
misches Ligationsmittel wie z. B. wasserldsliches Carbodiimid oder Cyanogenbromid enthalt, durchgefiihrt
werden. Bevorzugter wird ein Ligaseenzym wie die T,-DNA Ligase aus dem T,-Bakteriophagen, die kommer-
ziell von vielen Quellen (z. B. Biolabs) erhaltlich ist, eingesetzt werden. In jedem Fall ware man dann in der
Lage die nicht unmittelbar angrenzenden markierten Sonden durch stringentere Waschbedingungen, die nicht
die kovalent verbundenen markierten und fixierten Sonden beeinflussen kann, zu entfernen.

[0029] Die verbleibenden angrenzenden sekundaren Komplexe wirden dann tber die Beobachtung des Or-
tes der Markierung der markierten Sonden, die innerhalb des Komplexes vorhanden sind, beobachtet. Die Oli-
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gonukleotidsonden kénnen mit einer chemisch nachweisbaren Markierung wie einem fluoreszierenden Farb-
stoff markiert sein oder angemessen modifiziert sein, um durch eine cheminolumineszente Entwicklungspro-
zedur oder durch eine radioaktive Markierung wie **S, °H, %P oder **P nachgewiesen zu werden, wobei **P
gegenwartig bevorzugt ist. Die Sonden kénnen auch mit nicht-radioaktiven Isotopen markiert sein und durch
Massenspektrometrie nachgewiesen werden.

[0030] Gegenwartig ist das am meisten bevorzugte Verfahren, das fir die Ausfihrung der vorliegenden Erfin-
dung erwogen wird das Durchfiihren der Hybridisierungsschritte unter Bedingungen die entworfen wurden um
nur den Oligonukleotidsonden und Fragmenten die Hybridisierung zu erlauben die vollstandig komplementare
Sequenzen aufweisen und das es nur den Sonden erlaubt hybridisiert zu bleiben, die unmittelbar aneinander
angrenzend sind. Dieses Verfahren erfordert anschlieRend die am wenigsten komplexe Computeranalyse.

[0031] Wenn das Nukleinsauremolekiil unbekannter Sequenz langer als etwa 45 oder 50 by ist beinhaltet ein
wirksames Verfahren fur die Bestimmung seiner Sequenz im allgemeinen die Behandlung des Molekiils, um
Nukleinsaurefragmente von mittlerer Lange zu erzeugen und das Bestimmen der Sequenzen von diesen Frag-
menten. Das Nukleinsduremolekil unabhangig davon ob es DNA oder RNA ist, kann durch eine Vielzahl von
Verfahren, die beispielsweise das Schneiden mit Restriktionsenzymverdau, das Scheren durch physikalische
Mittel wie Ultraschallbehandlung, die NaOH-Behandlung oder das Niederdruckscheren umfassen, fragmen-
tiert werden.

[0032] In bestimmten Ausfiihrungsformen, die z. B. kleine Oligonukleotidsonden mit einer Lange zwischen
etwa 4 bp und etwa 9 bp beinhalten, kann man darauf abzielen Nukleinsdurefragmente mit einer Lange von
10 bp und etwa 40 bp zu erzeugen. Selbstverstandlich wiirde Sonden gréRerer Lange allgemein bei der Se-
quenzierung von Nukleinsdurefragmenten grofierer Lange verwendet werden und umgekehrt. In bestimmten
bevorzugten Ausfiihrungsformen werden die verwendeten kleinen Oligonukleotidsonden eine Lange von etwa
6 bp aufweisen und die Nukleinsdurefragmente, die sequenziert werden sollen, werden im allgemeinen eine
Lange von etwa 20 bp aufweisen. Wenn gewtinscht kdnnen die Fragmente der Grof3e nach aufgetrennt wer-
den, um die mit einer geeigneten Lange zu erhalten z. B. kdnnen die Fragmente auf einem Gel wie auf einem
Agarosegel aufgetrennt werden und die mit ungefahr der gewiinschten Lange kénnen ausgeschnitten werden.

[0033] Das Verfahren zur Identifizierung der Sequenz eines Nukleinsauremolekiils kann auch unter der Be-
nutzung der folgenden Begriffe verdeutlicht werden. Anfanglich wirde man zufallig eine Menge der zu sequen-
zierenden Nukleinsaure fragmentieren, um ein Gemisch von Nukleinsdurefragmenten der Lange T zur Verfu-
gung zu stellen. Man wurde dann eine Anordnung immobilisierter Oligonukleotidsonden bekannter Sequenz
und der Lange F und eine Gruppe markierter Oligonukleotidsonden in L6sung mit bekannter Sequenz und der
Lange P zubereiten, wobei F + P < T sind und vorzugsweise wobei T = 3 F ist.

[0034] Man wiirde dann die Anordnung der immobilisierten Oligonukleotidsonden mit dem Gemisch der Nu-
kleinsdurefragmente unter Hybridisierungsbedingungen in Kontakt bringen, die wirksam sind um die Bildung
von primaren Komplexen hybridisierter komplementarer Sequenzen der Lange F und nicht hybridisierter Frag-
mentsequenzen der Lange T — F zu erlauben. Vorzugsweise wirden die hybridisierten Sequenzen der Lange
F nur vollstandig komplementare Sequenzen umfassen.

[0035] Die primaren Komplexe wirden dann mit der Gruppe der markierten Oligonukleotidsonden unter Hy-
bridisierungsbedingungen in Kontakt gebracht, die dazu in der Lage sind die Bildung sekundarer Komplexe mit
hybridisierten komplementaren Sequenzen mit der Lange F und angrenzend hybridisierten komplementéaren
Sequenzen der Lange P zu erlauben. In bevorzugten Ausfihrungsformen wiirde es nur den markierten Son-
den erlaubt werden zu hybridisieren, die vollstandig komplementare Sequenzen aufweisen, und wiirde es nur
den Sonden erlaubt werden hybridisiert zu bleiben, die unmittelbar an die immobilisierte Sonde angrenzend
hybridisiert sind. In der am meisten bevorzugten Ausflihrungsform wirden die immobilisierten und markierten
Oligonukleotidsonden auch in dieser Phase ligiert werden.

[0036] Als nachstes wiirde man die sekundaren Komplexe durch den Nachweis der Gegenwart der Markie-
rung nachweisen und die Sequenzen der Lange F + P der Nukleinsdurefragmente in den sekundaren Komple-
xen durch die Kombination der bekannten Sequenzen der hybridisierten immobilisierten und den markierten
Proben identifizieren. Sequenzabschnitte der Lange F + P die Uberlappen wirden dann identifiziert werden wo-
durch es erlaubt werden wiirde die gesamt Nukleinsduresequenz des Molekiils aus den bestimmten Gberlap-
penden Sequenzen zu rekonstruieren oder zusammenzusetzen.

[0037] In den Verfahren der Erfindung kénnen die Oligonukleotide der ersten Gruppe an einem festen Trager
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durch ein beliebiges dem Fachmann bekanntes Verfahren befestigt, d.h. immobilisiert sein. Beispielsweise
kann die Befestigung Uber die adressierbare Laser-aktivierte Photoentschitzung stattfinden (Fodor et al.,
1991; Pease et al., 1994). Ein allgemein bevorzugtes Verfahren ist die Befestigung der Oligos Uber die Phos-
phatgruppe unter Verwendung von Reagenzien wie Nukleosidphosphoramidit oder Nuklosidwasserstoffphos-
phorat wie durch Southern & Maskos beschrieben (PCT Patentanmeldung WO 90/03382, hierin durch Verweis
aufgenommen) und unter Verwendung von Glas-, Nylon- oder Teflontragern. Ein anderes bevorzugtes Verfah-
ren ist das der Licht-erzeugten Synthese die auch Pease et al. (1994; hierin durch Verweis aufgenommen) be-
schrieben wurde. Man kann auch Trager-gebundene Oligonukleotidanordnungen, wie sie beispielsweise durch
Affymetrix und Beckman zum Kauf angeboten werden, erwerben.

[0038] Die immobilisierten Oligonukleotide kdnnen in eine Anordnung gebracht werden die alle Sonden oder
Untergruppen der Sonden mit einer bestimmten Lange (vorzugsweise etwa 4 — 10 Basen) und noch bevorzug-
ter in mehrfach Anordnungen immobilisierter Oligonukleotide, um sogenannte "Sequenzierungschips" zu bil-
den. Ein Beispiel eines Chips ist der, bei dem hydrophobe Bereiche verwendet werden, um unterscheidbare
raumliche Bereiche zu erzeugen. Die Sequenzierungschips kénnen fir verschiedene Anwendungen wie fiir die
Kartierung, die partielle Sequenzierung, die Sequenzierung von Zielregionen fir diagnostische Zwecke, die
mRNA-Sequenzierung und die Genom-Sequenzierung in grof’en Maf3stab entworfen werden. Fiir jede Anwen-
dung kann ein spezifischer Chip mit verschieden groRen Sonden oder mit einer unvollstandigen Gruppe von
Sonden entworfen werden.

[0039] In einer beispielhaften Ausfiihrungsform waren beide Gruppen der Oligonukleotidsonden Sonden mit
einer Lange von 6 Basen d. h. 6-mere. in diesem Fall enthalt jede Oligogruppe 4096 verschiedene Sonden.
Die erste Sondengruppe ist vorzugsweise in einer Anordnung auf einem Mikrochip befestigt; am zweckmaRigs-
ten ist sie in 64 Reihen und 64 Spalten angeordnet. Die zweite Gruppe mit 4096 Oligos wirde mit einer nach-
weisbaren Markierung markiert werden und in einer Gruppe unterschiedlicher Réhrchen verteilt werden. In die-
sem Beispiel wiirden 4096 Chips in einer groRen Anordnung oder mehreren Anordnungen verbunden werden.
Nach der Hybridisierung der Nukleinsdurefragmente wirde eine kleine Menge der markierten Oligonukleotid-
proben zu jedem Mikrochip flr den zweiten Hybridisierungsschritt hinzugegeben werden, wobei nur eines der
4096 Nukleotide zu jedem Mikrochip hinzugeben werden wirde.

[0040] Weitere Ausfiihrungsformen der Erfindung umfassen Kits fur die Verwendung bei der Nukleinsaurese-
quenzierung. Solche Kits werden im allgemeinen einen festen Trager umfassen an dem eine Reihe von Oligo-
nukleotidsonden bekannter Sequenzen befestigt sind wie in Fig. 2a, Fig. 2b und Fig. 2c gezeigt, wobei die Oli-
gonukleotide in der Lage sind an Hybridisierungsreaktionen teilzunehmen und eine Gruppe von Behaltern, die
Lésungen markierter Oligonukleotidsonden bekannter Sequenzen umfassen. Zusammensetzungen wie die in
Fig. 4 gezeigten werden auch erwogen. Dies stellt die Verwendung der universellen Base entweder als Befes-
tigungsverfahren oder am Endpunkt dar, um der Hybridisierung der Fragmente eine weitere Dimension hinzu-
zufligen.

[0041] In den Kits kdnnen die befestigten Oligonukleotidsonden und die in Lésung eine Lange von zwischen
etwa 4 bp und etwa 9 bp aufweisen wobei die mit einer Lange von 6 bp bevorzugt sind. Die Oligonukleotide
kénnen mit chemisch nachweisbaren oder mit radioaktiven Markierungen markiert sein wobei *P-markierte
Sonden im allgemeinen bevorzugt sind und *P-markierte Sonden sogar noch bevorzugter sind. Die Kits kon-
nen auch chemische oder andere Ligierungsmittel wie ein DNA-Ligaseenzym umfassen. Eine Vielzahl anderer
zusatzlicher Zusammensetzungen und Materialien kann in den Kits umfal3t werden wie 96-Spitzen- oder
96-Nadelvorrichtungen, Puffer, Reagenzien flir das Schneiden langer Nukleinsauremolekile und Hilfsmittel fir
die GroRenselektion der DNA-Fragmente. Die Kits kdnnen sogar markierte RNA-Sonden umfassen, so dal die
Sonden durch RNase-Behandlung entfernt werden kénnen und die Sequenzierungschips wiederverwendet
werden kénnen.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0042] Fig. 1: Grundlegende Schritte des Hybridisierungsverfahrens.

[0043] Schritt 1: Die unmarkierte zu sequenzierende Ziel-DNA (T) wird unter unterscheidenden Bedingungen
an eine Anordnung befestigter Oligonukleotidsonden hybridisiert. Punkte mit Sonde Fx und Fy sind dargestellit.
Die komplementaren Sequenzen fir Fx und Fy sind an verschiedenen Positionen von T. Schritt 2: Markierte
Sonden, Pi (eine Sonde pro Chip) werden mit der Anordnung hybridisiert. Gezeigt ist eine Sonde, die ein kom-
plementares Ziel auf T besitzt das angrenzend zu Fx aber nicht zu Fy ist. Schritt 3: Durch Anwenden von un-
terscheidenden Bedingungen oder Reagenzien werden Komplexe ohne angrenzende Sonden selektiv ge-
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schmolzen. Ein besonderes Beispiel ist die Ligation einer markierten Sonde an eine fixierte Sonde wenn die
markierte Sonde "Ricken an Ricken" mit der befestigten Sonde hybridisiert. Positive Signale werden nur im
Fall von angrenzenden Sonden nachgewiesen wie bei Fx und Pi und in einem besonderen Beispiel nurim Falle
ligierter Sonden.

[0044] Fig. 2A, Fig. 2B und Fig. 2C geben Bestandteile des beispielhaften Sequenzierungskits wieder.

[0045] Fig. 2A Sequenzierungschips, die eine Anordnung von 4° identischen Bereichen darstellen, die jeweils
identische (oder verschiedene) Anordnungen von Oligonukleotiden enthalten. Bereiche kénnen durch physi-
sche Barrieren oder durch hydrophobe Streifen getrennt werden. Es wird erwogen, daf sich 4000-16000 Oli-
gochips in der Anordnung befinden.

[0046] Fig. 2B ist eine Vergrolerung eines Chipabschnitts der 47-Punkte umfaldt, wobei jeder eine bestimmte
Oligonukleotidsonde (4000-16000) die auf dieser Flache synthetisiert oder aufgebracht wurde, aufweist. Die
Punkte kdnnen nur wenige Mikron klein sein und die GréRe der Bereiche betragt etwa 1 mm bis etwa 10 mm.

[0047] Fig. 2C stellt eine Gruppe von Réhrchen dar oder eine oder mehrere Mehrfachvertiefungsplatten mit
einer angemessenen Anzahl von Vertiefungen (in diesem Fall 4°-Vertiefungen). Jede Vertiefung enthalt eine
Menge eines spezifisch markierten Oligonukleotids. Weitere Mengen der Sonden kénne unmarkiert aufbe-
wahrt werden, wenn die Markierung nicht wahrend der Synthese vorgenommen wird, in diesem Fall wird ein
Sequenzierungskit notwendige Bestandteile fir die Sondenmarkierung umfassen. Die Linien, die Roéhr-
chen/Vertiefung mit den Chipbereichen verbinden, stellen einen Schritt in der Sequenzierungsprozedur dar, bei
dem eine Menge der markierten Probe auf einen Chipbereich (ibertragen wird. Das Ubertragen kann durch pi-
pettieren (Ein- oder Mehrkanal) oder durch eine Nadelanordnung, die Flissigkeit durch Oberflachenspannung
transferiert, durchgefiihrt. Die Ubertragungswerkzeuge kénnen auch in dem Sequenzierungskit umfalt sein.

[0048] Fig. 3A, Fig. 38 und Fig. 3C. Die Hybridisierung von DNA-Fragmenten, die durch Zufallsschneiden ei-
ner Menge des DNA-Molekiils hergestellt wurden. In Fig. 3A ist das DNA-Fragment T1 derart, daf3 es die voll-
standigen Ziele fur sowohl die befestigten und die nicht befestigten Sonden enthalt. Fig. 3B gibt den Fall wieder
bei dem das DNA-Fragment T2 nicht angemessen geschnitten ist. In Fig. 3C ist genug Platz, damit die Probe
P hybridisieren kann aber die angrenzende Sequenz ist dazu nicht komplementar. In beiden Fallen B und C
wird das Signal aufgrund der Sattigung der Molekile der befestigten Sonde F verringert sein. Die gleichzeitige
Hybridisierung mit DNA-Fragmenten und markierten Sonden und das Zyklieren des Hybridisierungsverfahrens
sind einige mdgliche Wege um die Ausbeute richtiger angrenzender Hybridisierungen zu erhéhen.

[0049] Fig. 4. Verwendung der universellen Base als Linker oder in der terminalen Position fiir die Hybridisie-
rung. Die universellen Basen (M-Base, Nichols et al., 1994) oder alle vier Basen kénnen bei der Sondensyn-
these hinzuflgt werden. Dies ist eine Mdglichkeit, um die Lange der Sonden und dadurch die Stabilitat der Du-
plexe zu erhéhen ohne die Anzahl der Sonden zu erhéhen. Auch stellt die Verwendung universeller Basen am
freien Ende der Sonden einen Abstandshalter zur Verfligung, der es erlaubt die Sequenz in einem anderen
Leseraster zu lesen.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN

[0050] Die Bestimmung der Sequenzen von Nukleinsduremolekilen ist von grundsatzlichem Nutzen in allen
Bereichen der Grundlagen- und der angewandten biologischen Forschung (Drmanac und Crkvenjakov, 1990).
Die vorliegende Erfindung stellt neue und effiziente Verfahren fir die Verwendung bei der Sequenzierung oder
Analyse von Nukleinsduremolekilen zur Verfigung. Eine beabsichtigte Verwendung dieser Methode ist zu-
sammen mit anderen Sequenzierungstechniken bei der Arbeit an dem human Genomprojekt (HGP).

[0051] Gegenwartig sind zwei Verfahren zur Sequenzierung durch Hybridisierung, SDH, bekannt. In dem ers-
ten Format 1 werden unbekannte genomische DNAs oder Oligonukleotide mit einer Lange von 100—-2000 Nu-
kleotiden auf einem festen Substrat angeordnet. Diese DNAs werden dann durch Hybridisierung mit einer
Gruppe markierter Sonden, die im allgemeinen 6- bis 8-Mere sind, befragt. Bei der umgekehrten Technik dem
Format 2 werden Oligomere mit 6- bis 8 Nukleotiden auf einem festen Trager immobilisiert und es wird ihnen
erlaubt sich an Teile klonierter und markierter DNA anzulagern.

[0052] In jeder An der SDH-Analyse missen viele Schritte umfaldt sein, um bei einer bestimmten Sequenz

anzukommen. Bestimmte Probleme gegenwartiger SDH-Verfahren sind die, die mit der Synthese grof3er Zah-
len von Sonden und den Schwierigkeiten der wirksamen unterscheidenden Hybridisierung assoziiert sind. Eine
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vollstandige Paarungs-Fehlpaarungsunterscheidung ist aus zwei Hauptgriinden schwierig. Zuerst ist die Fehl-
paarung am Ende von Sonden die langer als 10 Basen sind sehr wenig unterscheidend und zweitens erzeugt
das komplexe Gemisch der markierten DNA-Segmente, die sich ergeben wenn lange DNA-Fragmente analy-
siert werden, einen hohen Hintergrund.

[0053] Die vorliegende Erfindung stellt eine wirksame unterscheidende Hybridisierung ohne eine grofte Son-
denanzahl oder Sonden mit einer erhéhten Lange zur Verfligung und beseitigt auch viele der Markierungs- und
Klonierungsschritte die besondere Nachteile jedes der bekannten SDH-Verfahren sind. Die offenbarten hoch-
effizienten Nukleinsdureverfahren die als Format 3-Sequenzierung bezeichnet werden beruhen auf der Hybri-
disierung mit zwei Gruppen kleiner Oligonukleotidsonden bekannter Sequenzen und verdoppelt damit zumin-
dest die Sequenz die bestimmt werden kann. Diese Verfahren erlauben es extrem grof3e Nukleinsduremole-
kile, die Chromosomen umfassen, zu sequenzieren und sie I6sen verschiedene andere SDH-Probleme wie
beispielsweise die Befestigung oder Markierung vieler Nukleinsaurefragmente. Die Erfindung ist extrem leis-
tungsfahig, da sie auch verwendet werden kann um RNA und selbst nicht vervielfaltigte RNA-Proben zu se-
quenzieren.

[0054] AnschlieRend an die vorliegende Erfindung wie sie in Drmanac (1994) offenbart wurde, wurde eine an-
dere Abwandlung von SDH beschrieben, die als positionelle SDH bezeichnet wurde (PSDH) (Broude et al.,
1994). PSDH istim Grunde genommen eine Variante der Format 2-SDH (in der Oligonukleotide bekannter Se-
quenzen immobilisiert werden, um an Nukleinsduren unbekannter Sequenz zu hybridisieren die zuvor markiert
worden sind). In PSDH sind die immobilisierten Sonden statt einfach einzelstrangigen Sonden Duplexe die ein-
zelstrangige 3'-Uberhénge enthalten. Die biotinylierten Duplexsonden werden auf Streptavidin-beschichteten
magnetischen Kigelchen immobilisiert, um eine Sorte der immobilisierten Sonde zu bilden und dann mit
%2P_markierten Zielnukleinsauren gemischt, um sequenziert zu werden. T4 DNA-Ligase wird dann hinzugefigt,
um alle hybridisierte Ziel-DNA an das kirzere Ende der Duplexsonde zu ligieren.

[0055] Obwohl es einen interessanten Ansatz darstellt, stellt die PSDH (wie durch Broude et al., 1994 berich-
tet) keine deutliche Verbesserung gegeniiber der bestehenden SDH-Technologie dar. Beispielsweise verlan-
gert PSDH anders als die Format 3-Methode der vorliegenden Erfindung die Lange der Sequenz, die in einer
Runde des Verfahrens bestimmt werden kann, nicht. PSDH behalt auch die beschwerliche Anforderungen der
Markierung der unbekannten Ziel-DNA bei, die nicht fur das Format 3 erforderlich ist. Im allgemeinen wird
PSDH fur die Verwendung in vergleichenden Studien oder bei der Kartierung statt fur die de novo Genom-Se-
quenzierung vorgeschlagen. Sie unterscheidet sich daher deutlich vom Format 3 welches obwohl umfassend
auf alle Bereiche der Sequenzierung anwendbar ein sehr leistungsfahiges Werkzeug fir die Verwendung bei
der Sequenzierung selbst der groRten Genome ist.

[0056] Die zu sequenzierenden Nukleinsduren kénnen zuerst fragmentiert werden. Dies kann durch alle Mit-
tel erreicht werden, die beispielsweise das Schneiden durch Restriktionsenzymverdau insbesondere mit Cvi JI
wie durch Fitzgerald et al. (1992) beschrieben; das Scheren durch physikalische Mittel wie durch die Ultra-
schallbehandlung; durch NaOH-Behandlung und &hnliches umfassen. Wenn gewlinscht kdnnen Fragmente ei-
ner geeigneten Lange wie zwischen etwa 10 bp und etwa 40 bp aus einem Gel ausgeschnitten werden. Die
gesamte Nukleinsduresequenz des Ausgangsmolekiils wie eines humanen Chromosoms wiirde durch die De-
finition der in dem Ausgangsmolekil vorhandenen F + P Sequenzen und das Zusammensetzen von Teilen
Uberlappender F + P Sequenzen bestimmt werden. Dies erfordert daher nicht den Zwischenschritt der Bestim-
mung der Fragmentsequenzen vielmehr wird die Sequenz des Gesamtmolekiils aus den ermittelten F + P-Se-
quenzen zusammengebaut.

[0057] Zum Zwecke der folgenden Diskussion wird im allgemeinen angenommen werden, daf} die Nuklein-
sauren, die sequenziert werden, aus vier Basen bestehen. Diese sind A, G, C, T fur DNAund A, G, Cund U
fur RNA. Es kann jedoch in bestimmten Ausfihrungsformen vorteilhaft sein, modifizierte Basen in den kleinen
Oligonukleotidsonden zu verwenden. Um die Erfindung auszufiihren wiirde man im allgemeinen zuerst eine
Zahl kleiner Oligonukleotidsonden definierter Lange zubereiten, die alle Sequenzkombinationen fir eine Son-
de dieser Lange abdecken. Diese Zahl wird durch 4" (4 hoch N) wiedergegeben wobei die Lange der Sonde
als grof3 N bezeichnet wird. Beispielsweise gibt es 4096 mdgliche Sequenzen fiir eine 6-mer Sonde (4°=4096).

[0058] Eine Gruppe solcher Sonden der Lénge F (47) wiirde in einer quadratischen Anordnung auf einen Mi-
krochip befestigt werden der im Bereich von 1 mm? oder 1 cm? sein kann. Im vorliegenden Beispiel wiirden
diese in 64 Reihen und 64 Spalten angeordnet werden. Selbstverstandlich wirde man sicherstellen, daf} die
Oligosonden befestigt werden oder in anderer Weise an der Mikrochipoberflache immobilisiert werden, so dal
sie in der Lage sind an Hybridisierungsreaktionen teilzunehmen. Eine weitere Gruppe Oligos der Lange P der
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Zahl 4” wiirde auch synthetisiert werden. Die Oligos in dieser "P-Gruppe" wirden mit einer nachweisbaren
Markierung markiert werden und wirden in eine Gruppe von Rohrchen verteilt werden (Fig. 2A, Fig. 2B und
Fig. 2C).

[0059] 4" der Chips wiirden bei einer groRen Anordnung (oder mehreren Anordnungen von etwa 10 — 100
cm? furr eine geeignete GroRe) kombiniert werden wobei P zu der Lange der Oligonukleotide in der zweiten
Oligomergruppe korrespondiert (Fig. 2A, Fig. 2B und Fig. 2C). Wiederum als geeignetes Beispiel wird P so
gewahlt das es sechs ist (P = 6).

[0060] Die zu sequenzierenden Nukleinsduren wirden fragmentiert werden, um kleinere Nukleinsaurefrag-
mente unbekannter Sequenz zu ergeben. Die durchschnittliche Lange dieser Fragmente, die als T bezeichnet
wird, sollte im allgemeinen gréRer sein als die kombinierte Ladnge von F und P und kann in etwa das Dreifache
der Lange von F betragen (d.h. F + P < T und T = 3F). In dem vorliegenden Beispiel wiirde man darauf abzielen
Nukleinsaurefragmente mit einer Lange von ungefahr 20 Basenpaaren zu erzeugen. Diese Fragmente wirden
denaturiert werden und zu der grofRen Anordnungen unter Bedingungen hinzugefligt werden, die die Hybridi-
sierung an komplementare Sequenzen ermdglichen.

[0061] In der einfachsten und gegenwartig bevorzugten Form der Erfindung werden die Hybridisierungsbe-
dingungen so gewahlt, dal sie das Auftreten deutlicher Hybridisierungen nur dann erlauben wenn sechs auf-
einanderfolgende Nukleotide in einem Nukleinsdurefragment komplementar zu allen Nukleotiden einer F-Oli-
gonukleotidsonde waren. Solche Hybridisierungsbedingungen wiirden durch routinemafige Optimierungspi-
lotstudien bestimmt werden, in dem Bedingungen wie die Temperatur, die Konzentration der verschiedenen
Komponenten, die Lange der Zeit der Schritte und die verwendeten Puffer umfassend den pH des Puffers va-
riiert wirden.

[0062] In diesem Stadium wiirde jeder Mikrochip bestimmte Hybridisierungskomplexe umfassen. Diese lagen
in Form eines Sonden:Fragmentkomplexes vor, in dem die gesamte Sequenz der Sonde an das Fragment hy-
bridisiert ist, aber in dem das Fragment, das langer ist, einige nicht-hybridisierten Sequenzen aufweist, die ei-
nen "Schwanz" oder "Schwanze" des Komplexes bilden. In diesem Beispiel hatten komplementéare hybridisie-
rende Sequenzen eine Lange F und die nicht hybridisierenden Sequenzen eine Gesamtlange T — F. Der kom-
plementare Teil der Sequenz kann an oder in Richtung auf das entsprechende Ende liegen, so dal ein einzel-
ner langerer nicht-hybridisierender Schwanz gebildet wird. Alternativ kann der komplementare Teil des Frag-
ments in Richtung auf das entgegengesetzte Ende hin liegen, so dal zwei nicht hybridisierte Schwanze gebil-
det werden (Fig. 3A, Fig. 3B und Fig. 3C).

[0063] Nach dem Waschen, um die nicht komplementaren Nukleinsaurefragmente die nicht hybridisiert sind
zu entfernen wirde eine kleine Menge der markierten Oligonukleotide der Gruppe P zu jedem Mikrochip fur
die Hybridisierung an die Nukleinsaurefragmentschwanze unbekannter Sequenz, die aus den Sonden:Frag-
mentkomplexen hervorragen, gegeben werden. Nur eines jeder der 4” Nukleotide wiirden zu jedem Mikrochip
hinzugegeben. Wiederum ist es gegenwartig bevorzugt Hybridisierungsbedingungen zu verwenden, die das
Auftreten eines deutlichen Bindens nur erlauben, wenn alle Nukleotide der markierten Sonde komplementar
zu den sechs nachfolgenden Nukleotiden des Nukleinsaurefragmentschwanzes sind. Die Hybridisierungsbe-
dingungen wurden durch Pilotstudien, wie oben beschrieben, bestimmt in den Komponenten wie die Tempe-
ratur, die Konzentration, die Zeit, die Puffer und ahnliche optimiert werden.

[0064] In diesem Stadium wiirde jeder Mikrochip dann "sekundare hybridisierte Komplexe" enthalten. Diese
lagen in Form eines Sonde:Fragment:Sonde-Komplexes vor, in dem die gesamte Sequenz jeder Sonde an das
Fragment hybridisiert ware und in dem das Fragment wahrscheinlich einige nicht hybridisierte Sequenzen auf-
weist. In diesen sekundaren nicht hybridisierten Komplexen kann die immobilisierte Sonde und die markierte
Sonde so hybridisiert werden, daf} die zwei Sonden unmittelbar angrenzend oder "Riicken an Riicken" liegen.
Da jedoch die Fragmente im allgemeinen langer sein werden als die Summe der Langen der Sonden, kann die
immobilisierte Sonde und die markierte Sonde an das Fragment nicht angrenzender Position, die durch eine
oder mehr Basen getrennt sind, hybridisiert sein.

[0065] Die groRen Anordnungen wirden dann in einem Verfahren behandelt werden, um nicht hybridisierte
markierte Sonden zu entfernen. In bevorzugten Ausfihrungsformen wiirde das eingesetzte Verfahren nicht nur
nicht-hybridisierte markierte Sonden sondern auch die nicht-angrenzenden hybridisierten Sonden von der An-
ordnung entfernt. Das Verfahren wirde unterscheidende Bedingungen verwenden, um es zu erlauben die se-
kundaren Hybridisierungskomplexe, die angrenzende immobilisierte und markierte Sonden umfassen, von den
sekundaren Hybridisierungskomplexen zu unterscheiden, in denen das Nukleinsaurefragment an zwei Sonden
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hybridisiert ist die aber nicht angrenzend sind. Das ist ein wichtiger Aspekt der Erfindung, da er die letztendli-
che Darstellung eines Abschnittes einer Fragmentsequenz erlaubt der zu den kombinierten Sequenzen der im-
mobilisierten Sonde und der markierten Sonde korrespondiert.

[0066] Der verwendete Unterscheidungsprozefd, um nicht hybridisierte und nicht angrenzend hybridisierte
Sonden von der Anordnung zu entfernen, wahrend er angrenzend hybridisierte Sonden angelagert bela’t, um-
faldt, dal® alle angrenzenden Sonden kovalent verbunden werden z. B. durch Behandlung mit einer Losung,
die ein chemisches Ligierungsmittel oder bevorzugter ein Ligaseenzym wie die T, DNA-Ligase (Landegren et
al. 1988; Wu & Wallace 1989) enthalt.

[0067] In jedem Fall wirde die gesamte Anordnung stringenten Waschbedingungen unterworfen, so daf’ nur
die Markierung, die mit der Anordnung assoziiert bleiben, in der Form von Sonden-Fragment-Sondenkomple-
xen mit angrenzend hybridisierten Teilen der Lange F + P (d. h. 12 Nukleotide im vorliegenden Beispiel) vor-
liegen wirden. Durch die Verwendung dieser Zwei-Schritt-Hybridiserungsreaktion ist eine sehr grole Unter-
scheidung auf Grund der drei oder vier bericksichtigten Unterscheidungsverfahren mdglich: Unterscheidende
Hybridisierung des Fragments T an die F-Basen lange Sonde; Unterscheidende Hybridisierung der P-Basen
langen Sonde an Fragment T; Unterscheidende Stabilitat des vollubereinstimmenden Hybrids (F + T + P) im
Vergleich zu P-Hybriden oder selbst zu fehlgepaarten Hybriden, die nicht aneinandergrenzende F + P Sonden
enthalten; und unterscheidende Ligation der zwei Endbasen von F und P.

[0068] Man wirde dann die sogenannten angrenzenden sekundaren Komplexe durch das Beobachten des
Ortes der zurlickbleibenden Markierung auf der Anordnung nachweisen. Aus der Position der Markierung kann
eine F + P (z.B. 12) Nukleotide lange Sequenz des Fragments durch die Kombination der bekannten Sequen-
zen der mobilisierten und der markierten Sonden bestimmt werden. Die vollstandigen Nukleinsduresequenzen
des Ausgangsmolekiils, wie eines humanen Chromosoms, kann dann aus den so bestimmten Gberlappenden
F + P Sequenzen konstruiert oder zusammengesetzt werden.

[0069] Wenn bei dem Sequenzierungsverfahren eine Ligation verendet wird kann der tbliche Oligonukleotid-
chip nicht erneut verwendet werden. Der Erfinder geht davon aus, daf} dies nicht einschrankend ist da eine
Vielzahl von Verfahren fiir die Wiederverwertung erhéltlich sind. Beispielsweise kann man eine spezifisch
spaltbare Bindung zwischen den Sonden erzeugen und dann diese Bindung nach dem Nachweis spalten. Al-
ternativ kann man Ribonukleotide fir die zweite Sonde, die Sonde P, verwenden oder man kann ein Ribonuk-
leotid fir die Verbindungsbase in der Sonde P verwenden, so dal® diese Sonde anschliefend durch eine RNa-
se oder eine Uracil-DNA-Glycosylat Behandlung entfernt werden kann (Craig et al. 1989). Andere erwogene
Verfahren sind die Bildung von Bindungen durch chemische Ligation, die selektiv gespalten werden kann (Do-
linnaya et al., 1988).

[0070] Weitere Variationen und Verbesserungen dieser Sequenzierungsmethode werden auch erwogen und
fallen in den Umfang der vorliegenden Erfindung. Dies umfafit die Verwendung modifizierter Oligonukleotide,
um die Spezifitat oder Effizienz der Verfahren zu erhéhen gleich den die durch Hoheisel & Lehrach (1990) be-
schrieben worden. Zyklierende Hybridisierungen kdnnen auch verwendet werden, um das Hybridisierungssig-
nal zu verstarken wie es bei der PCR-Technologie verwendet wird. In diesen Fallen wirde man Zyklen mit ver-
schiedenen Temperaturen verwenden, um bestimmte Sonden wieder zu hybridisieren. Die Erfindung stellt
auch das Bestimmen von Verschiebungen im Leseraster durch die Verwendung dquimolarer Mengen von Son-
den, die eine andere Base an der Endposition aufweisen, zur Verfigung. Beispielsweise unter Verwendung
aquimolarer 7-Mere in denen die ersten sechs Basen dieselbe definierte Sequenz aufweisen und die letzte Po-
sition alternativ A, T, C, oder G sein kénnen.

[0071] Die folgenden Beispiele werden aufgenommen, um bevorzugte Ausfliihrungsformen der Erfindung dar-
zustellen. Es sollte vom Fachmann erkannt werden, daf® die Techniken in den folgenden Beispielen, Techniken
darstellen, fur die der Erfinder entdeckt hat, dal sie in der Ausfihrung der Erfindung gut funktionieren und die
daher als bevorzugte Weise ihrer Ausfiihrung angesehen werden kénnen. Der Fachmann sollte jedoch im Lich-
te der vorliegenden Offenbarung erkennen, dal in den spezifisch offenbarten Ausfliihrungsformen viele Veran-
derungen durchgefiihrt werden kénnen.
BEISPIEL |
HERSTELLUNG VON TRAGER-GEBUNDENEN OLIGONUKLEOTIDEN

[0072] Oligonukleotide, d.h. kleine Nukleinsauresegmente kénnen ohne weiteres beispielsweise Uber die di-
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rekte Synthese des Oligonukleotids durch chemische Mittel wie es Ublicher Weise unter Verwendung automa-
tisierter Oligonukleotidsynthesizer durchgefuihrt wird, zubereitet werden.

[0073] Trager-gebundene Oligonukleotide kdnnen durch jedes dem Fachmann bekannte Verfahren unter
Verwendung jedes geeigneten Tragers wie Glas, Polysterol oder Teflon zubereitet werden. Eine Strategie be-
steht in dem exakten Aufpunkten von Oligonukleotiden, die durch Standardsynthesevorrichtungen synthetisiert
werden. Die Immobilisierung kann durch die passive Adsorption (Inouye & Hondo, 1990); unter Verwendung
von UV-Licht (Nagata et al., 1985; Dahlen et al., 1987; Morriey & Collins, 1989) oder durch die kovalente Bin-
dung Basenmodifizierter DNA (Keller et al., 1988; 1989) erreicht werden; alle Literaturzitate werden hierin spe-
zifisch aufgenommen.

[0074] Eine weitere Strategie die eingesetzt werden kann ist die Verwendung der starken Biotin-Streptavidin
Interaktion zur Verknlpfung. Beispielsweise beschreiben Broude et al. (1994) die Verwendung biotinylierter
Sonden, obwohl dies Duplexsonden sind, die auf Streptavidin-beschichteten magnetischen Kigelchen immo-
bilisiert sind. Streptavidin-beschichtete Kiigelchen kénnen von Dynal, Oslo gekauft werden. Naturlich ist die-
selbe Verknlipfungschemie auch auf die Beschichtung jeder Oberflache mit Streptavidin anwendbar. Die bio-
tinylierten Sonden kénnen von verschiedenen Quellen wie z. B. von Operon Technologies (Alameda, CA) ge-
kauft werden.

[0075] Die Nunc Laboratories (Naperville, IL) verkaufen auch geeignetes Material das verwendet werden
kann. Die Nunc Labortories haben ein Verfahren entwickelt durch das DNA kovalent an die Mikrovertiefungs-
oberflache gekoppelt werden kann, das CovaLink NH genannt wird.

[0076] Covalink NH ist eine Polysteroloberflache die mit sekundaren Aminogruppen (> NH) die als Bruicken-
kopfe fur weitere kovalente Verknipfungen dienen, beschichtet ist. Die CovalLink Module kénnen von Nunc La-
boratories gekauft werden. Die DNA-Molekiile kénnen an Covalink ausschlieRlich an dem 5'-Ende durch
Phosphoramidatbindung gebunden werden, was die Immobilisierung von mehr als 1 pmol DNA erlaubt (Ras-
mussen et al., 1991).

[0077] Die Verwendung von CovaLink NH-Streifen fir die kovalente Bindung von DNA-Molekilen an dem
5'-Ende ist beschrieben worden (Rasmussen et al., 1991). In dieser Technologie wird eine Phosphoramidat-
bindung verwendet (Chu et al., 1983). Dies ist vorteilhaft da die Immobilisierung unter Verwendung nur einer
einzelnen kovalenten Bindung bevorzugt ist. Die Phosphoramidatbindung verbindet die DNA mit den sekun-
daren Aminogruppen des Cova-Link NH, die am Ende von Abstandshalterarmen, die Uber einen 2 nm langen
Abstandshalterarm kovalent auf die Polysteroloberflache aufgebracht sind, positioniert sind. Um ein Oligonuk-
leotid durch eine Phosphoramidatbindung an CovalLink NH zu verknupfen, mufd das Oligonukleotidende eine
5'-Endphosphatgruppe aufweisen. Es ist daher vielleicht sogar fiir Biotin mdglich kovalent an CovalLink gebun-
den zu werden und dann kann Streptavidin verwendet werden, um die Sonden zu binden.

[0078] Genauer gesagt umfaldt das Verknupfungsverfahren das Auflésen der DNA in Wasser (7,5 ng/ul) und
das Denaturieren fur 10 Minuten bei 95°C und das Kuihlen auf Eis fur 10 Minuten. Eiskaltes 0,1 M 1-Methyli-
midazol, pH 7,0 (1-Mclm,) wird dann bis zu einer Endkonzentration von 10 mM 1-Melm, hinzugefiigt. Eine ssD-
NA-L6sung wird dann auf die auf Eis stehenden CovaLink NH Steifen (75 pl/Vertiefung) verteilt.

[0079] Carbodiimid 0,2 M 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC) aufgelést in 10 mM 1-Melm,
wird frisch zubereitet und mit 25 pl pro Vertiefung hinzugefligt. Die Streifen werden fur 5 Stunden bei 50°C in-
kubiert. Nach der Inkubation werden die Streifen z.B. mit Nunc-Immuno Wash gewaschen; zuerst werden die
Vertiefungen 3 mal gewaschen dann werden sie mit Waschldsung fiir 5 Minuten befeuchtet und schlie3lich 3
mal gewaschen wobei die Waschlésung 0,4 N NaOH, 0,25% SDS erhitzt auf 50°C ist).

[0080] Es wird erwogen das ein weiteres geeignetes Verfahren fir die Verwendung in der vorliegenden Erfin-
dung das ist, daf3 in der PCT Patentanmeldung WO 90/03382 (Southern & Maskos), das hierin durch Verweis
aufgenommen wird, beschrieben ist. Dieses Verfahren zur Zubereitung eines Oligonukleotids, das einen Tra-
ger gebunden ist, beinhaltet das Befestigen eines Nukleosid 3'-Reagenz durch eine Phosphatgruppe mittels
einer kovalenten Phosphordiesterverknipfung an aliphatische Hydroxylgruppen, die von dem Trager getragen
werden. Das Oligonukleotid wird dann auf dem getragenen Nukleosid synthetisiert und die Schutzgruppen von
der synthetischen Oligonukleotidkette unter Standardbedingungen, die nicht die Oligonukleotide von dem Tra-
ger abspalten, entfernt. Geeignete Reagenzien umfassen Nukleosidphosphoramidit und Nukleosidwasser-
stoffphosphorat.
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[0081] Im gr6Reren Detail: Um dieses Verfahren zu verwenden wird ein Trager wie eine Glasplatte durch Kon-
takt mit einem Gemisch aus einem Xylen, einem Glycidoxypropyltrimethoxysilan und einer Spur von Diisopro-
pylethylamin bei 90°C Uber Nacht derivatisiert. Sie wird dann grindlich mit Methanol, Ether gewaschen und
luftgetrocknet. Der derivatisierte Trager wird dann unter Rihren in Hexaethylenglycol, das eine katalytische
Menge konzentrierter Schwefelsaure enthalt, iber Nacht in einer Atmosphare aus Argon bei 80°C erhitzt, um
einen Alkylhydroxyl-derivatisierten Trager zu ergeben. Nach dem Waschen mit Methanol und Ether wird der
Trager unter Vakuum getrocknet und unter Argon bei —20°C aufbewahrt.

[0082] Die Oligonukleotidsynthese wird dann per Hand unter Standardbedingungen unter Verwendung der
derivatisierten Glasplatte als soliden Trager durchgefiihrt. Das erste Nukleotid wird ein 3'-Wasserstoffphosphat
sein, daf} in der Form des Triethylamoniumsalzes verwendet wird. Dieses Verfahren fiihrt zu tragergebunde-
nen Oligonukleotiden hoher Reinheit.

[0083] Eine Ein-Chip-Strategie fir die Zubereitung einer DNA-Sondenanordnung kann verwendet werden.
Beispielsweise kann adressierbare laseraktivierte Photoentschiitzung in der chemischen Synthese von Oligo-
nukleotiden direkt auf einer Glasoberflache wie durch Fodor et al. (1991) beschrieben, das hierin durch Verweis
aufgenommen wird, verwendet werden. Die Sonden kdnnen auch auf Nylontragern, wie durch Van Ness et al.
(1991) beschrieben immobilisiert werden; oder unter Verwendung des Verfahrens von Duncan & Cavalier
(1988) mit Teflon verknupft werden; wobei alle Literaturzitate hierin besonders aufgenommen sind.

[0084] Fodor et al. (1991) beschreiben die Licht-gesteuerte Synthese von Dinukleotiden, die auf die rdumlich
gesteuerte Synthese komplexer Verbindungen fir die Verwendung in der Mikrofabrikation von Vorrichtung an-
wendbar ist. Dies beruht auf einem Verfahren das Licht verwendet, um die gleichzeitige Synthese chemischer
Verbindung auf einem festen Trager zu steuern. Das Muster der Aussetzung gegeniber Licht oder anderen
Energieformen durch eine Maske oder andere rdumlich adressierbare Mittel bestimmt welche Regionen des
Tragers fur die chemische Kopplung aktiviert sind. Die Aktivierung durch Licht ergibt sich aus der Entfernung
photolabiler Schutzgruppen in ausgewahlten Bereichen. Nach dem Entschiitzen wird eine erste Verbindung,
die eine photolabile Schutzgruppe tragt gegeniiber der gesamten Oberflache ausgesetzt aber die Reaktion fin-
det nur in den Regionen statt, die in dem vorangehenden Schritt durch Licht angesteuert wurden. Das Substrat
wird dann durch eine zweite Maske beleuchtet, die andere Bereiche fur die Reaktion mit einem zweiten ge-
schutzten Baustein aktiviert. Das Muster der Masken, die in dieser Beleuchtung verwendet werden, und die
Abfolge der Reaktanten bestimmen die Endprodukte und ihren Ort. Ein hohes Mal der Miniaturisierung ist
durch das Fodor-Verfahren mdéglich da die Dichte der Synthesestellen nur durch die physikalischen Begren-
zungen der rdumlichen Ansteuerung limitiert ist d. h. die Brechung des Lichts. Jede Verbindung ist zuganglich
und ihre Position ist genau bekannt. Daher ware ein Oligochip der in dieser Weise hergestellt worden ist bereit
fur die Verwendung in der SDH.

[0085] Fodor et al. (1991) beschreiben die Licht-aktivierte Bildung von Dinukleotiden wie folgt. 5-Nitroverat-
rylthymidin wurde aus 3'-O-Thymidinazetat synthetisiert. Nach dem Entschitzen mit Base wurde das 5'-Nitro-
veratrylthymidin an einem aminierten Substrat durch eine Verknipfung mit der 3'-Hydroxylgruppe befestigt. Die
Nitrovertryl-Schutzgruppen wurden durch Bestrahlung durch eine 500 um Schachbrettmaske entfernt. Das
Substrat wurde dann mit Phosphoramidit-aktivierten 2'-Desoxycytidin behandelt. Um die Reaktion fluorimet-
risch zu verfolgen wurde das Deoxycytidin mit einem FMOC-geschutzten Aminohexylverkntpfer, der an dem
exozyklischen Amin befestigt war, modifiziert. Nach dem Entfernen der FMOC-Schutzgruppe durch Basen
wurden die Regionen, die das Dinukleotid enthielten, durch Behandlung des Substrats mit FITC fluoreszent
markiert. Daher kdnnen gemaf dieses Verfahrens Trager-gebundene Oligonukleotide synthetisiert werden.

[0086] Die Verkniipfung eines Oligonukleotids an einen Nylontrager wie durch Van Ness et al. (1991) be-
schrieben, erfordert die Aktivierung der Nylonoberflache durch Alkylierung und die selektive Aktivierung des
5'-Amin der Oligonukleotide mit Cyanurchlorid wie folgt. Eine Nylonoberflaiche wird unter Verwendung von
Triethyloxoniumtetrafluorborat ethyliert, um aminreaktive Imidatester auf der Oberflache des Nylons zu bilden.
1-Methyl-2-pyrrolidon wird als Lésungsmittel verwendet. Die Nylonoberflache wird nicht poliert, um die gréfite
mdgliche Oberflache zu erreichen.

[0087] Die aktivierte Oberflache wird dann mit Poly(ethylenimin)(M, ~ 10K-70K) reagiert, um eine Polymer-
beschichtung zu bilden, die eine ausgedehnte Aminoberflache fir die Befestigung von Oligos bereit stellt. Ein
Oligonukleotid(e) mit Aminschwanz reagieren mit einem UberschuR Cyanurchlorid selektiv ausschlieRlich an
dem Aminschwanz, um ein 4,6-Chlor-1,3,5-triazinyl-Oligonukleotid(e) in quantitative Ausbeute zu ergeben.

[0088] Der Ersatz des Chlorrestes des Cyanurchlorids durch die Aminogruppe verringert die Reaktivitat der
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verbleibenden Chlorgruppen deutlich. Dies fuhrt zu einer erhdhten hydrolytischen Stabilitdt des(der) 4,6-Di-
chlor-1,3,5-triazinyloligonukleotids(e). Die fiir langere Zeitraume in gepufferten wafrigen Lésungen (pH 8,3,
4°C, 1 Woche) stabil sind und ohne weiteres isoliert und durch GréRenausschlulichromatographie oder Ultra-
filtration gereinigt werden kénnen.

[0089] Die Reaktion ist fur den Aminschwanz spezifisch ohne eine erkennbare Reaktion an den Nukleotidres-
ten zu zeigen. Die PEI-Uberzogene Nylonoberflache wird dann mit dem Cyanurchlorid-aktivierten Oligonukle-
otid reagiert. Hohe Konzentrationen der "Fanger"-Sequenz werden ohne weiteres auf der Oberflache immobi-
lisiert und dann werden die nicht reagierten Amine mit Succinsdureanhydrid im Endschritt des Derivatisie-
rungsverfahrens bedeckt.

[0090] Ein besonderer Weg zur Herstellung tragergebundener Oligonukleotide ist die Verwendung der
Licht-erzeugten Synthese die durch Pease et. al. beschrieben wurde (1994, hierin durch Verweis aufgenom-
men). Die Autoren verwenden aktuelle photolitographische Verfahren, um Anordnungen immobilisierter Oligo-
nukleotidsonden (DNA-Chips) zu erzeugen. Diese Verfahren in den Licht verwendet wird, um die Synthese von
Oligonukleotidsonden in hochdichten, miniaturisierten Anordnungen zu steuern, verwenden photolabile 5'-ge-
schitzte N-Acyldeoxynukleosidphosphoramidite, eine Oberflachenverknipfungschemie und vielseitige kombi-
natorische Synthesestrategien. Eine Matrix aus 256 raumlich definierten Oligonukleotidsonden kann in dieser
Weise erzeugt werden und dann in der vorteilhaften Format 3-Sequenzierung, wie hierin beschrieben verwen-
det werden.

[0091] Pease et. al. (1994) prasentierten eine Strategie, die fur die Verwendung in der Licht-gesteuerten Oli-
gonukleotidsynthese geeignet war. In diesem Verfahren wird die Oberflache eines festen Tragers, der mit pho-
tolabilen Schutzgruppen modifiziert, ist durch eine photolitographische Maske beleuchtet, was zu reaktiven Hy-
droxylgruppen in den beleuchteten Regionen fihrt. Ein 3'O-Phosphoramidit-aktiviertes Deoxynukleosid (ge-
schitzt an dem 5'-Hydroxyl mit einer photolabilen Gruppe) wird dann der Oberflache angeboten und die Kopp-
lung findet an den Stellen statt, die gegenliber dem Licht ausgesetzt waren. Auf das Abdecken und die Oxida-
tion folgend wird das Substrat gewaschen und die Oberflache wird durch eine zweite Maske beleuchtet, um
weitere Hydroxylgruppen fiir die Kopplung freizugeben. Ein zweites 5'-geschiitztes, 3'0-Phosphoramidit-akti-
viertes Deoxynukleosid wird der Oberflache prasentiert. Die selektive Photoentschiitzung und die Kopplungs-
zyklen werden wiederholt bis die gewlinschte Produktgruppe erhalten wird. Da Photolitographie verwendet
wird, kann das Verfahren miniaturisiert werden, um hochdichte Anordnungen von Oligonukleotidsonden zu er-
zeugen deren Sequenz an jeder Stelle bekannt ist.

[0092] Der synthetische Weg der Zubereitung der notwendigen 5'O-(a-Methyl-6-nitropiperonyloxycarbo-
nyl)-N-azyl-2'-deoxynukleosidphosphoramidite (MeNPoc-N-Azyl-2'-Deoxynukleosidphosphoramidit) beinhal-
tet als ersten Schritt ein N-Acyl-2'-deoxynukleosid das mit 1-(2-Nitro-4,5-methylendeoxyphenyl)-ethyl-1-chlor-
format reagiert, um ein 5'-McNPoc-N-Acyl-2'-Deoxynukleosid zu ergeben. Im zweiten Schritt reagiert das
3'-Hydroxyl mit den 2-Cyanoethyl-N-N'-diisopropylchlorphosphoramidit unter Verwendung von Standardver-
fahren, um die 5'-MeNPoc-N-acyl-2'-dioxynukleosid-3'-O-(2-cyanoethyl-N-N-diisopropyl)-phosphoramidite zu
ergeben. Die Photoschutzgruppe ist unter tiblichen Bedingungen der Phosphoramiditsynthese stabil und kann
mit walriger Base entfernt werden. Diese Reagenzien kénnen unter Argon bei 4°C Uber lange Zeitraume auf-
bewahrt werden.

[0093] Photolytische Halbwertszeiten von 28 s, 31 s, 27 s, bzw. 18 s fir MeNPoc-dT, MeNPoc-dC"*, MeN-
Poc-dG™¢€, und MeNPoc-dA™C sind berichtet worden (Pease et al., 1994). Bei der lithographischen Synthese
werden daher Beleuchtungszeiten von 4,5 min (9 x t,,MeNPoc-dC) empfohlen, um eine > 99% Entfernung der
MeNPoc-Schutzgruppen sicher zu stellen.

[0094] Ein geeigneter synthetischer Trager ist einer, der aus einem 5,1 x 7,6 cm Glastrager besteht, der durch
das Reinigen mit konzentrierter NaOH gefolgt durch ausgiebiges Waschen in Wasser, vorbereitet wiirde. Die
Oberflachen wirde dann fiir 2 Stunden mit einer Losung aus 10% (Vol/Vol) bis-(2-Hydroxyethyl)-aminopropy-
Itriethoxysilan (Petrarch Chemicals, Bristol, PA) in 95% Ethanol derivatisiert werden, grindlich mit Ethanol und
Ether gewaschen werden, in vacuo bei 40°C getrocknet werden und fir 15 Minuten auf 100°C erhitzt werden.
In solchen Studien wiirde ein Syntheseverknipfer durch die Reaktion des derivatisierten Substrats mit 4,4'-Di-
methoxytrithyl (DMT)-hexaethyloxy-O-cyanoethylphosphoramidit befestigt werden.

[0095] Zusammenfassend: Um die Synthese einer Oligonukleotidsonde zu beginnen, wiirde das geeignete

Deoxynukleosidphosphoramiditderivat an einem synthetischen Trager durch einen Verkniipfer befestigt wer-
den. Bereiche des Tragers werden dann fir die Synthese durch Beleuchtung durch eine z. B. 800 x 12800 pym
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Blende einer photolithographischen Maske aktiviert. Weitere Phosphoramiditsynthesezyklen kénnen durchge-
fuhrt werden (mit DMT-geschiitzten Deoxynukleosiden), um jede gewtinschte Sequenz zu erzeugen, wie jede
4-, 5-, 6-7-, 8-, 9- oder selbst 10-Mer Sequenz. Nach der Entfernung der Phosphat- und der exozyklischen
Aminschutzgruppen mit konzentrierter NH,OH fiir 4 Stunden wird der Trager dann in einer durch einen Was-
sermantel thermostatisch kontrollierten Hybridisierungskammer bereit fur die Verwendung befestigt.

[0096] Naturlich kbnnte man ohne weiteres einen DNA-Chip wie einen der oben beschriebenen Licht-aktivier-
ten Chips von einer kommerziellen Quelle erstehen. In dieser Hinsicht kann man Affymetrix aus Santa Clara,
CA 95051 und Beckman kontaktieren.

BEISPIEL Il
MODIFIZIERTE OLIGONUKLEOTIDE FUR DIE VERWENDUNG IN SONDEN

[0097] Modifizierte Oligonukleotide kdnnen wahrend der gesamten Verfahren der vorliegenden Erfindung ver-
wendet werden, um die Spezifitdt oder Effizienz der Hybridisierung zu erhéhen. Ein Weg dies zu erreichen be-
steht im Ersatz naturlicher Nukleotide durch eine Basenmodifikation. Beispielsweise kdnnen Pyrimidine mit ei-
nem Halogen an der C°-Position verwendet werden. Fir dieses wird vermutet, da es die Duplexstabilitat
durch die Beeinflussung der Basenschichtung verbessert. 2,6-Diaminopurine kdnnen auch verwendet werden,
um einen dritte Wasserstoffbindung bei einer Basenpaarung mit Thymin zu ergeben, wodurch die DNA-Duple-
xe thermisch stabilisiert werden. Es ist fur die Verwendung von 2,6-Diaminopurin ermittelt worden, dal® es zu
einer beachtenswerten Verbesserung der Duplexstabilitat kurzer Oligomere flihrt. Seine Aufnahme wird daher
vorgeschlagen, um stringentere Bedingungen fur die Primeranlagerung zu erlauben, wodurch die Spezifitat der
Duplexbildung verbessert wird und Hintergrundprobleme unterdriickt werden oder die Verwendung kurzer Oli-
gomere erlaubt wird.

[0098] Die Synthese der Triphosphatversionen dieser modifizierten Nukleotide wird durch Hoheisel & Lehrach
(1990, hierin durch Verweis aufgenommen) offenbart. In Kiirze: 5-Chlor-2'-deoxyuridin und 2,6-Diaminopurine
2'-deoxynukleosid werden z.B. von Sigma erstanden. Die Phosphorylierung wird wie folgt ausgefiihrt: 50 mg
trocknes 2-NH,-dAdo wird in 500 pl trocknem Triethylphosphat durch Rihren unter Argon aufgenommen. 25
pl POCI, wird hinzugefligt und das Gemisch wird bei —20°C inkubiert. In der Zwischenzeit wird 1 mmol Pyro-
phosphorsaure in 0,95 ml tri-n-Butylamin und 2 ml Ethanol aufgeldst und in einem Rotationsverdampfer ge-
trocknet. AnschlieRend wird es zwei mal durch verdampfen aus 5 ml Pyridin mit 70 pl tri-n-Butylamin, das auch
vor dem zweiten mal hinzugefligt wird, getrocknet. SchlieRlich wird es in 2 ml Dimethylformamid aufgeldst.

[0099] Nach 90 Minuten bei -23°C wird das Phosphorylierungsgemisch verdampft, um Uberschu POCI, zu
entfernen und das tri-n-Butylammoniumpyrophosphat wird in Dimethylformamid hinzugefiigt. Die Inkubation
findet fur 1,5 Minuten bei Raumtemperatur statt. Die Reaktion wird durch das Hinzufligen von 5 ml 0,2 M Triet-
hylammoniumcarbonat (pH 7,6) abgestoppt und fur 4 Stunden auf Eis gehalten. Fir S-CI-dUrd waren die Be-
dingungen identisch aber 50 pyl POCI, wirden hinzugefligt und die Phosphorylierung wiirde bei Raumtempe-
ratur fur 4 Stunden ausgefiihrt.

[0100] Nach der Hydrolyse wird das Gemisch verdampft, der pH auf 7,5 eingestellt und mit 1 Volumen Diet-
hylether extrahiert. Die Trennung der Produkte findet z. B. auf einer (2,5 x 20 cm) Q-Sepharosesaule unter
Verwendung eines linearen Gradienten von 0,15 M bis 0,8 M Triethylammoniumbicarbonat statt. Gefroren auf-
bewahrt sind die Nukleotide Uber lange Zeitraume stabil.

[0101] Man kann auch das nicht-unterscheidende Basenanalog oder die universelle Base wie sie durch Ni-
chols et al. (1994) entworfen wurde, verwenden. Dieses neue Analog 1-(2'-Deoxy-(3-D-ribofuranosyl)-3-nitro-
pyrrol (als M bezeichnet) wurde fir die Verwendung in Oligonukleotidsonden und Primern fur die Lé6sung des
Designproblems erzeugt, das sich als Ergebnis der Degeneration des genetischen Codes ergibt, oder wenn
nur bruchstuckhafte Peuptidsequenzdaten erhéltlich sind. Dieses Analog maximiert das Stapeln wahrend es
die Wasserstoffbindungsinteraktion ohne sterische Stérung der DNA-Duplex minimiert.

[0102] Das M-Nukleosidanalog ist entworfen worden, um die Staplungswechselwirkung unter Verwendung
aprotischer polarer Substituenten, die mit heteroaromatischen Ringen verknipft sind, zu erhéhen wodurch Int-
ra- und Interstrang Stapelungsinteraktionen verstarkt werden, um die Rolle der Wasserstoffbriicken bei der Ba-
senpaarungsspezifitat zu verringern. Nichols et al. (1994) bevorzugte 3-Nitropyrol-2'-deoxyribonukleosid auf
Grund seiner strukturellen und elektronischen Ahnlichkeit zu p-Nitroanilin deren Derivate zu den kleinsten be-
kannten Interkalatoren doppelstrangiger DNA gehdren.
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[0103] Das Dimethoxytrityl-geschitzte Phosphoramidit des Nukleosids M ist auch fiir die Aufnahme in Nuk-
leotide, die als Primer fir die Sequenzierung und fir die Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendet werden,
erhaltlich. Nichols et al. (1994) zeigt das eine bedeutende Anzahl von Nukleotiden ohne Verlust der Primerspe-
zifitdt durch M ersetzt werden kann.

[0104] Eine einzigartige Eigenschaft von M ist seine Fahigkeit lange Ketten zusammenhangender Nukleoside
zu ersetzen und dennoch zu funktionellen Sequenzierungsprimern zu flihren. Fur Sequenzen mit 3, 6 und 9 M
Substitutionen ist berichtet worden, dal} diese lesbare Sequenzierungsleitern ergaben und dal PCRs mit drei
verschiedenen M-enthaltenen Primern alle zur Vervielfaltigung des richtigen Produkts (Nichols et al. 1994)
fuhrten.

[0105] Die Fahigkeit von 3-Nitropyrrol enthaltenen Oligonukleotiden als Primer zu funktionieren legt deutlich
nahe, dal} sich eine Dupleuxstruktur mit komplementaren Strangen bilden muf3. Fir optische thermische Pro-
file, die fur die Oligonukleotidpaare d(5'-C,-T;XT;G,-3") und d(5'-C,A;YA.G,-3') (wobei X und Y A, C, G, T oder
M sein kdnnen) erhalten wurden, wurde berichtet, daf3 sie zu dem normalen sigmoidalen Muster, das fir den
DNA-Doppel-zu-Einzelstrangibergang beobachtet wurde, passen. Fur die T, -Werte der Oligonukleotide, die
X-M-Basenpaare (wobei X A, C, G oder T war und Y M war) enthielten, wurde berichtet, dal sie bei X-M in den
3°C-Bereich fallen (Nichols et al. 1994).

BEISPIEL Il
ZUBEREITUNG VON SEQUENZIERUNGSCHIPS UND -ANORDNUNGEN

[0106] Das vorliegende Beispiel beschreibt die physischen Ausflihrungsformen der Sequenzierungschips die
von dem Erfinder erwogen werden.

[0107] Ein grundlegendes Beispiel ist die Verwendung von 6-Meren, die an 50 Mikron-Oberflachen befestigt
sind, um einen Chip mit Dimensionen von 3 x 3 mm zu ergeben, der kombiniert werden kann um eine Anord-
nung von 20 x 20 cm zu ergeben: Ein weiteres Beispiel ist die Verwendung von 9-Mer Oligonukleotiden, die
an einer 10 x 10 Mikron-Oberflache befestigt sind, um einen 9-Mer Chip mit Dimensionen von 5 x 5 mm zu
erzeugen. 4.000 Einheiten solcher Chips kénnen verwendet werden, um eine 30 x 30 cm Anordnung zu erzeu-
gen. Fig. 2A, Fig. 2B und Fig. 2C illustrieren noch ein weiteres Beispiel einer Anordnung in der 4000 bis
16.000 Oligochips in einer rechteckigen Anordnung angeordnet sind. Eine Platte oder eine Sammlung von
Roéhrchen kann wie auch dargestellt mit der Anordnung als Teil des Sequenzierungskits verpackt werden.

[0108] Die Anordnungen kdénnen physisch voneinander durch hydrophobe Oberflachen abgetrennt werden.
Ein moéglicher Weg, um die hydrophobe Streifenabtrennung méglich zu machen ist die Verwendung einer Tech-
nologie wie das Iso-Grid Microbiology System das durch QA Laboratories, Toronto, Kanada, hergestellt wird.

[0109] Hydrophobe Raster Membranfilter (HRMF) werden in der analytischen Nahrungsmittelmikrobiologie
seit etwa einem Jahrzehnt verwendet, wo sie die einzigartigen Vorziige eines erweiterten numerischen Be-
reichs und des automatischen Zahlens der Kolonien zeigen. Ein kommerziell erhéltliches Raster ist
ISO-GRID™ von QA Laboratories Ltd. (Toronto, Kanada), das aus einem Quadrat (60 x 60 cm) eines Polysul-
fonpolymers (Gelman Tuffryn HT-450, 0,45 pl PorengréRe) besteht, auf das ein schwarzes hydrophobes Tin-
tenraster bestehend aus 1600 (40 x 40) rechteckigen Zellen gedruckt ist. HRMF sind bisher mit bakteriellen
Suspensionen durch Vakuumfiltration inokuliert worden und auf den jeweils ausgewahlten unterscheidenden
oder selektiven mit Medien inkubiert worden.

[0110] Da das mikrobielle Wachstum auf der Membran auf Rasterzellen bekannter Position und GréR3e be-
schrankt ist, wirkt das HRMF mehr als ein MPN-Apparat denn als ibliche Platte oder als Membranfilter. Peter-
kin et al. (1987) berichtete das diese HRMF's verwendet werden kénnen, um genomische Bibliotheken fortzu-
pflanzen und zu lagern, wenn sie mit einem HRMF-Replikator verwendet werden. Ein solches Instrument rep-
liziert das Wachstum der 1600 Zellen des ISO-GRIDS und ermdglicht es viele Kopien des Ausgangs-HRMF's
herzustellen (Peterkin et al., 1987).

[0111] Sharp et al. (1989) verwendeten auch ISO-GRID HRMF von QA Laboratories und einen automatisier-
ten HRMF-Zahler (MI-100 Interpreter) und einen RP-100 Replikator. Sie berichteten tber eine Technik fir das
Erhalten und das Durchsuchen vieler mikrobieller Kulturen.

[0112] Peterkin und Kollegen beschrieben spater ein Verfahren fur das Durchsuchen von DNA-Sonden unter
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Verwendung des hydrophoben Rastermembranfilters (Peterkin et al. 1989). Diese Autoren berichteten auch
Uber Verfahren fir die wirksame Kolonisierung direkt auf HRMF's. Bisher sind auf Grund der niedrigen
DNA-Bindungskapazitat des Polysulfonpolymers auf denen die HRMF's gedruckt sind schlechte Ergebnisse
erhalten worden. Peterkin et al. (1989) berichteten jedoch, daR die Bindung der DNA auf der Oberflache der
Membran durch die Behandlung der replizierten und inkubierten HRMF's mit Polyethylenimin, einem Polykati-
on vor dem Kontakt mit DNA verbessert wurde. Obwohl diese friihe Arbeit die zellulare DNA-Befestigung ver-
wendet und ein anderes Ziel als die vorliegende Erfindung hat kann die beschriebene Methode ohne weiteres
fur die Format 3-SBH angepal’t werden.

[0113] Um nitzliche Sequenzen schnell zu identifizieren, verwendeten Peterkin et al. (1989) radioaktiv mar-
kierte Plasmid-DNA von verschiedenen Klonen und testeten deren Spezifitat gegen die DNA auf vorbereiteten
HRMF's. In dieser Weise wurde DNA aus rekombinanten Plasmiden rasch durch Koloniehybridisierung gegen
100 Organismen auf den HRMF-Replikaten, die leicht und reproduzierbar hergestellt werden kénnen, durch-
sucht.

[0114] Zwei grundlegende Probleme muBten gelést werden. Die Handhabung kleiner (2 bis 3 mm) Chips und
die gleichzeitige Ausfuhrung von Tausenden Reaktionen. Die Lésung der Erfindung bestehen darin, die Chips
und die Sonden in den jeweiligen Anordnungen zu belassen. In einem Beispiel werden Chips die 250.000
9-Mere enthalten auf einem Siliziumwaver in der Form einer 8 x 8 mm Platte (15 pyM/Oligonukleotid, Pease et
al. 1994), die in 8 x 15 Format (96 Chips) angeordnet sind, mit einer mm Vertiefung zwischen ihnen syntheti-
siert. Die Sonden werden entweder durch eine Mehrkanalpipette oder tiber eine Nadelanordnung, eine Sonde
zu einem Chip, hinzugefugt. Um alle 4000 6-Mere zu bewerten missen 42 Chipanordnungen verwendet wer-
den entweder unter Verwendung von verschiedenen oder durch die mehrmalige Wiederverwendung einer
Gruppe von Chipanordnungen.

[0115] Im obigen Fall ist unter Verwendung der friiheren Nomenklatur der Anmeldung F = 9; P = 6; und F +
P = 15. Die Chips kdnnen Sonden der Formel BxNn aufweisen wobei x die Zahl der bestimmten Basen B ist;
und n die Zahl der nicht-bestimmten Basen, so daf3 X =4 bis 10 und n = 1 bis 4 ist. Um eine wirksame Hybri-
disierung zu erreichen und um die mégliche Einwirkung irgendwelcher Trageroligonukeotide zu vermeiden,
kénnen die bestimmten Basen von nicht-bestimmten Basen umgeben sein, welche daher durch eine Formel
wie (N)nBx(N)m wiedergegeben werden (Fig. 4).

BEISPIEL IV
ZUBEREITUNG VON NUKLEINSAUREFRAGMENTEN

[0116] Die zu sequenzierenden Nukleinsduren kénnen von jeder geeigneten Quelle wie aus cDNAs, genomi-
scher DNA, chromosomaler DNA, mikropraparierten Chromosomenbanden, Cosmid oder YAC-Einschiiben
und RNA, die mRNA ohne irgendwelche Vervielfaltigungsschritte umfal’t, gewonnen werden. Beispielsweise
beschreibt Sambrook et al. (1989) drei Protokolle fiir die Isolation von DNA mit hohem Molekulargewicht aus
Saugetierzellen (S. 9.14-9.23).

[0117] Die Nukleinsduren wirden dann durch irgendeines der dem Fachmann bekannten Verfahren, die bei-
spielsweise Restriktionsenzyme wie in 9.24-9.28 von Sambrook et al. (1989) beschrieben, Scheren durch Ul-
traschall und NaOH-Behandlung umfassen, fragmentiert.

[0118] Das Niederdruckscheren wie durch Schriefer et al. (1990, hierin durch Verweis aufgenommen) be-
schriebenen, ist auch geeignet. In diesem Verfahren werden DNA-Proben durch eine kleine franzdsische
Druckzelle mit einer Vielzahl von niedrigen bis mittleren Drucken hindurchgefihrt. Eine Hebelvorrichtung er-
laubt die kontrollierte Anwendung von niedrigen bis mittleren Drucken auf die Zelle. Die Ergebnisse dieser Stu-
die deuten darauf hin, dal® das Niederdruckscheren eine nutzliche Alternative zu den akustischen und enzy-
matischen DNA-Fragmentierungsverfahren ist.

[0119] Es wird erwogen, dal} ein besonders geeigneter Weg flir die Fragmentierung von DNA darin besteht
die Endonuklease CviJl mit einer Erkennungssequenz von zwei Basen, die durch Fitzgerald et al. (1992) be-
schrieben wurde, zu verwenden. Diese Autoren beschreiben einen Ansatz zur schnellen Fragmentierung und
Fraktionierung von DNA in geeignete GroRRen flr die sie vermuten, daf3 sie fur die Schrotschuf3-Klonierung und
Sequenzierung geeignet sind. Der Erfinder stellt sich vor, dal dies auch fiir die Erzeugung von zufalligen aber
relativ kleinen Fragmenten der DNA fir die Verwendung in der vorliegenden Sequenzierungstechnologie nitz-
lich ist.
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[0120] Die Restriktionsendonuklease Cvidl spaltet normalerweise die Erkennungssequenz PuGCPy zwi-
schen dem G und C, um stumpfe Enden zurlick zulassen. Untypische Reaktionsbedingungen, die die Spezifi-
tat dieses Enzyms verandern (Cvidl**), fihren zu einer quasi- zufalligen Verteilung von DNA-Fragmenten aus
dem kleinen Molekil pUC19 (2688 Basenpaare). Fitzgerald et al. (1992) evaluierten die Zufalligkeit dieser
Fragmentierungsstrategie quantitativ unter Verwendung des Cvidl**-Verdaus des pUC19 der durch ein schnel-
les Gelfiltrationsverfahren grofRenfraktioniert wurde und direkt ohne Endreparatur in eine lacZ minus M13 Klo-
nierungsvector legiert wurde. Die Sequenzanalyse von 76 Klonen zeigte das CviJl** PyGCPy und PuGCPu
zusatzlich zu PuGCPy-Stellen schneidet und das sich neue Sequenzdaten mit einer Rate ansammelten, die
mit einer zufalligen Fragmentierung Ubereinstimmen.

[0121] Wie in der Literatur berichtet umfassen Vorteile dieses Ansatzes im Vergleich zu Sonifizierung und der
Agarosegelfraktionierung, daf} dafiir: kleinere DNA-Mengen erfordert werden (0,2-0,5 ug anstelle von 2-5 pg);
und weniger Schritte beteiligt sind (es werden keine Vorligation, Endreparatur, chemische Extraktion oder Aga-
rosegelelektrophorese und Elution bendtigt). Es wird vorgeschlagen, dalk diese Vorteile auch bei der Zuberei-
tung von DNA fiir die Sequenzierung durch das Format 3 nitzlich sind.

[0122] Unabhangig von der Weise in der die Nukleinsadurefragmente erhalten oder zubereitet werden, ist es
wichtig die DNA zu denaturieren, um einzelstrangige Stlicke, die fur die Hybridisierung zur Verfigung stehen,
zu ergeben. Dies wird durch die Inkubation der DNA-L&sung flir 2-5 Minuten bei 80-90°C erreicht. Die Losung
wird dann schnell auf 2°C gekuihlt, um die Renaturierung der DNA-Fragmente zu verhindern, bevor sie mit dem
Chip in Kontakt gebracht werden. Wie in Beispiel VI beschrieben, missen auch die Phosphatgruppen von der
genomischen DNA entfernt werden.

BEISPIEL V
ZUBEREITUNG MARKIERTER SONDEN

[0123] Die Oligonukleotidsonden kénnen durch automatisierte Synthese, die fir den Fachmann Routine ist,
beispielsweise unter Verwendung eines Applied Biosystems Systems zubereitet werden. Alternativ kdnnen die
Sonden unter Verwendung der Verfahren der Genosys Biotechnologies Inc. unter Verwendung von Stapeln po-
roser Teflonwafer zubereitet werden.

[0124] Die Oligonukleotidsonden kénnen beispielsweise mit radioaktiven Markierungen (**S, *2P, **P und vor-
zugsweise **P) fiir Anordnungen mit 100-200 pm oder 100-400 pm Punkten; nicht-radioaktiven Isotopen (Ja-
cobsen et al., 1990); oder Fluorophoren (Brumbaugh et al., 1988) markiert werden. Alle solche Markierungs-
verfahren sind im Stand der Technik Routine wie durch die relevanten Abschnitte in Sambrook et al. 1989 und
durch weitere Zitate wie in Schubert et al. (1990), Murakami et al. (1991) und Cate et al. (1991), wobei alle
Artikel hierin spezifisch durch Verweis aufgenommen werden, verdeutlicht wird.

[0125] In Hinblick auf die radioaktive Markierung sind die ublichen Verfahren die Endmarkierung unter Ver-
wendung von T4-Polynukleotidkinase oder Markierung zu hoher spezifischer Aktivitat unter Verwendung von
Klenow- oder selbst T7-Polymerase. Diese sind im folgenden beschrieben.

[0126] Synthetische Oligonukleotide werden ohne Phosphatgruppe an ihren 5'-Termini synthetisiert und sind
daher ohne weiteres durch den Transfer von y-*? oder y-*P aus [y-**P]ATP oder [y-**P]JATP unter Verwendung
des Enzyms Bakteriophagen-T4-Polynukleotidkinase markierbar. Wenn die Reaktion effizient ausgefihrt wird
kann die spezifische Aktivitat solcher Sonden so hoch wie die spezifische Aktivitat von [y-*?P]JATP oder
[y-*P]ATP selbst sein. Die unten beschriebene Reaktion ist entworfen worden um 10 pmol eines Oligonukle-
otids zu einer hohen spezifischen Aktivitdt zu markieren. Die Markierung verschiedener Mengen des Oligonu-
kleotids kann ohne weiteres durch die VergréRerung oder Verringerung der GréRe der Reaktion erreicht wer-
den, wobei die Konzentrationen aller Bestandteile konstant gehalten werden.

[0127] Ein Reaktionsgemisch wirde unter Verwendung von 1,0 ul des Oligonukleotids (10 pmol/ul), 2,0 pl des
10 x Bakteriophagen-T4-Polynukleotidkinasepuffers; 5,0 pl von [y-**P]ATP oder [y-**P]ATP (spezifische Akt.
5000 Ci/mmol; 10 mCi/ml in wafdriger Lésung) (10 pmol); und 11,4 ul Wasser entworfen werden. Acht (8) Ein-
heiten (~1 pl) der Bakteriophagen-T4-Polynukleotidkinase wird zu dem Reaktionsgemisch hinzugefugt, gut ge-
mischt und fir 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird fir 10 Minuten auf 68°C erwarmt, um die Bak-
teriophagen-T4-Polynukleotidkinase zu inaktivieren.

[0128] Der effiziente Transfer des **P oder **P auf das Oligonukleotid und seine spezifische Aktivitat wird dann
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bestimmt. Wenn die spezifische Aktivitat der Probe annehmbar ist, wird sie gereinigt. Wenn die spezifische Ak-
tivitat zu niedrig ist werden weitere 8 Einheiten des Enzyms hinzugefiigt und fiir weitere 30 Minuten bei 37°C
inkubiert bevor die Reaktion fir 10 Minuten auf 68°C erwarmt wird, um das Enzym zu inaktivieren.

[0129] Die Reinigung der radioaktiv markierten Oligonukleotide kann durch die Prazipiutation mit Ethanol; die
Prazipitation mit Cetylpyridinbromid; durch Chromatographie iber Biogel P-60; oder durch Chromatographie
auf einer Sep-Pak-C,,-Saule erreicht werden.

[0130] Sonden mit hdheren spezifischen Aktivitaten kdnnen unter Verwendung des Klenow-Fragments der E.
coli. DNA-Polymerase | erhalten werden, um einen DNA-Strang der komplementar zu dem synthetischen Oli-
gonukleotid ist, zu synthetisieren. Ein kurzer Primer wird an einer Oligonukleotidvorlage hybridisiert, deren Se-
quenz das Komplement zu der gewlinschten radioaktivmarkierten Sonde ist. Der Primer wird dann unter Ver-
wendung des Klenow-Fragments der E. coli. DNA-Polymerase | verlangert, um [a->2P]JdNTPs oder [a-**P]dNT-
Ps in einer vorlagengesteuerten Weise zu verlangern. Nach der Reaktion werden Vorlage und Produkt durch
Denaturierung abgetrennt, gefolgt von einer Elektrophorese auf einem Polyacrylamidgel unter denaturieren-
den Bedingungen. Mit diesem Verfahren ist es moglich, wenn gewilinscht, Oligonukleotidsonden zu erzeugen,
die mehrere radioaktive Atome pro Oligonukleotidmolekul enthalten.

[0131] Um dieses Verfahren zu verwenden wirde man in einem Mikrozentrifugenréhrchen die berechneten
Mengen der [a-**P]JdNTPs oder der [a-**P]dNTPs, die notwendig sind, um die gewlinschte spezifische Aktivitat
zu erreichen und die ausreichend sind, um die vollstdndige Synthese aller Vorlagenstrange zu erméglichen,
mischen. Die Konzentration der dNTPs sollte in jedem Stadium der Reaktion nicht weniger als 1 yM betragen.
Dann werden zu den Réhrchen geeignete Mengen der Primer und Vorlagen-DNAs hinzugefiigt, wobei der Pri-
mer in einem 3- bis 10-fachen molaren UberschuR im Bezug auf die Vorlage vorliegt.

[0132] 0,1 Volumen des 10 x fach Klenow-Puffers wiirden dann hinzugefiigt und gut gemischt werden. 2—4
Einheiten der Klenow-Fragment E. coli DNA-Polymerase | wirden dann pro 5 yl Reaktionsvolumen hinzuge-
fugt, gemischt und fir 2-3 Stunden bei 4°C inkubiert. Wenn gewlinscht kann der Fortschritt der Reaktion durch
die Entfernung kleiner (0,1 pl) Teilmengen und das Messen des Teils der Radioaktivitat, der durch 10% Trichlo-
ressigsaure (TCA) prazipitierbar geworden ist, Gberwacht werden.

[0133] Die Reaktion wiirde dann mit einer gleichen Menge Gel-Ladepuffer verdinnt werden, fir 30 Minuten
auf 80°C erhitzt werden und dann wiirde die gesamte Probe auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel geladen
werden. Auf die Elektrophorese folgend wiirde das Gel autoradiographiert werden, was es erlaubt die Probe
zu lokalisieren und von dem Gel zu entfernen. Verschiedene Verfahren fur die fluorophobe Markierung sind wie
im Folgenden dargestellt auch erhaltlich. Brumbaugh et al. (1988) beschreiben die Synthese von Fluoreszenz-
markierten Primern. Ein Deoxyuridinanalog mit einem primaren Amin "Verknipfungsarm" mit 12 Atomen, der
an dem C-5 befestigt ist, wird synthetisiert. Die Synthese des Analogs besteht aus der Derivatisierung des
2'-Deoxiuridin durch organometallische Zwischenprodukte, um 5'-(Methylpropenoyl)-2'-deoxiuridin zu erge-
ben. Die Reaktion mit Dimethoxytritylchlorid erzeugt das korrespondierende 5'-Dimethoxytrityl-Addukt. Der
Methylester wird hydrolysiert, aktiviert und mit einem geeigneten monoacylierten Alkyldiamin reagiert. Nach
der Reinigung werden die sich ergebenden Verbindungsarmnukleoside zu Nukleosidanaloga, die fiir die che-
mische Oligonukleotidsynthese geeignet sind, umgewandelt.

[0134] Oligonukleotide, die ein oder zwei Linkerarmbasen enthalten, wirden dann unter Verwendung einer
modifizierten Phosphoriditchemie hergestellt werden. Zu einer L6sung von 50 mmol des Linkerarmoligonukle-
otids in 25 pl 500 mM Natriumdicarbonats (pH 9,4) werden 20 pyl 300 mM FITC in Dimethylsulfoxid hinzugefugt.
Das Gemisch wird bei Raumtemperatur fiir 6 Stunden bewegt. Das Oligonukleotid wird von freiem FITC durch
Elution Uber eine 1 x 30 cm Sephadex G-25-Saule mit 20 mM Amoniumacetat (pH 6) abgetrennt wobei die
Fraktion des ersten UV-absorbierenden Spitzenwerts verbunden werden.

[0135] Im allgemeinen beinhaltet die Fluoreszenzmarkierung eines Oligonukleotids an seinen 5'-Ende an-
fanglich zwei Schritte. Zuerst wird ein N-geschuitztes Aminoalkylphosphoramiditderivat wahrend der automati-
sierten DNA-Synthese an das 5'-Ende eines Oligonukleotids hinzugefugt. Nach dem Entfernen aller Schutz-
gruppen wird der NHS-Ester eines geeigneten Fluoreszenzfarbstoffs Gber Nacht an die 5-Aminogruppe ge-
koppelt, gefolgt von der Reinigung des markierten Oligonukleotids vom UberschuRR des Farbstoffs unter Ver-
wendung von Reverse Phase HLPC oder PAGE.

[0136] Schubert et al. (1990) beschrieben die Synthese eines Phosphoramidits, das es erlaubt wahrend der
automatisierten DNA-Synthese Oligonukleotide, die mit Fluorescein markiert sind, zu erzeugen. Der Fluores-
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ceinmethylester wird mit 4-Chlor-(4,4'-dimethoxytrityl)-butanol-1 in Gegenwart von K,CO, und Kl in DMF 17
Stunden alkyliert. Nach der Entfernung der Tritylgruppe mit 1 % TFA in Chloroform wird das Produkt durch
Standardverfahren mit bis-(Diisopropylamino)methoxyphosphin phosphityliert. Die Phosphorylierung des oben
erhaltenen Fluoresceinderivats fuhrt in sinnvoller Ausbeute zu einem H-Phosphonat. Das sich ergebende Ami-
dit (0,1 M Lésung in trocknem Azetonitril) wird fir die automatisierte Synthese verschiedener Primer unter Ver-
wendung von B-Cyanoethylphosphoramiditchemie und einer DNA-Synthesevorrichtung verwendet. Die Spal-
tung vom Trager und die Entschiitzung wird mit 25% waRrigen Ammoniak fur 36 Stunden bei Raumtemperatur
ausgefiihrt. Das Rohprodukt wird durch PAGE gereinigt und der markierte Primer ist als fahlgriine fluoreszie-
rende Bande bei 310 nm sichtbar. Die Elution und die Entsalzung unter Verwendung von RP 18-Katuschen
ergibt das gewtinschte Produkt.

[0137] Die fluoreszierende Markierung am 5'-Ende der Sonde in dem Schubert-Verfahren wird im letzten
Kopplungszyklus direkt wahrend der DNA-Synthese erreicht. Die Kopplungsausbeuten sind so hoch wie bei
normalen Phosphoramiditen. Nach der Entschiitzung und der Entfernung des Amoniums durch Lyophilisierung
unter Verwendung eines Speed-Vacs oder durch Ethanol-Prazipitation kénnen die Fluoreszenz-markierten Oli-
gonukleotide direkt fiir die DNA-Sequenzierung in der Format 3 SDH verwendet werden.

[0138] Murakami et al. beschreiben auch die Zubereitung von Fluorescein-markierten Oligonukleotiden. Die-
se Synthese beruht auf einem Polymer-unterstiitzten Phosphoramidit und auf einem Wasserstoffphospho-
nat-Verfahren. Ethylendiamin oder Hexamethylendiamin wird als Linker verwendet. Sie wurden Uber eine
Phosphoramidatverknlpfung eingefihrt, die Uber die Oxidation eines Wasserstoffphosphonatzwischenpro-
dukts in CCl,-Lésung gebildet wurde. Die modifizierten Oligonukleotide werden unter Verwendung einer prima-
ren Aminorientierungsreagenz, FITC, auf den Kiigelchen einer Markierung unterzogen. Das sich ergebende
modifizierte Oligonukleotid wird dann von den Kiigelchen abgespalten und anschlief’end durch RPLC gerei-
nigt.

[0139] Cate et al. (1991) beschreiben die Verwendung von Oligonukleotidsonden, die direkt an alkalische
Phosphatase konjugiert sind in Kombination mit einem direkten chemilumineszenten Substrat (AMPPD), um
den Sondennachweis zu erlauben. Die alkalische Phosphatase kann kovalent an eine modifizierte Base des
Oligonukleotids gekoppelt werden. Nach der Hybridisierung kann das Oligo mit AMPDD inkubiert werden. Das
alkalische Phosphataseenzym spaltet AMPDD auf, um eine Verbindung zu erzeugen, die Fluoreszenz ohne
Anregung erzeugt, d h. ein Laser ist nicht erforderlich. Es wird erwogen, dal® unter Verwendung einer solchen
Technologie ein starkes Signal erzeugt werden kann.

[0140] Markierte Sonden kénnen ohne weiteres von einer Vielzahl kommerzieller Quellen umfassend GEN-
sET erhalten werden anstatt synthetisiert zu werden.

BEISPIEL VI ENTFERNUNG DER PHOSPHATGRUPPEN

[0141] Sowohl die bakterielle alkalische Phosphatase (BAP) als auch die alkalische Phosphatase aus Kalber-
magen (CIP= "calf intestinal alkaline phosphatae") katalysieren die Entfernung von 5'-Phosphatresten von
DNA und RNA. Sie sind daher fir die Entfernung von 5'-Phosphaten von DNA und/oder RNA, um die Ligation
und unangemessene Hybridisierung zu verhindern, geeignet. Die Phosphatentfernung wie durch Sambrook et
al. (1989) beschrieben wiirde nach dem Schneiden oder andernfalls dem Scheren der genomischen DNA
durchgefiihrt werden.

[0142] Die BAP ist die aktivere der zwei alkalischen Phosphatasen aber sie ist auch viel widerstandsfahiger
gegeniber Hitze und Detergenzien. Es ist daher schwierig BAP am Ende der Dephosphorylierungsreaktion
vollstandig zu inhibieren. Proteinase K wird verwendet, um CIP zu verdauen, die vollstandig entfernt werden
mufB, wenn anschlielende Ligationen effizient arbeiten sollen. Ein alternatives Verfahren ist die Inaktivierung
der CIP durch erhitzen auf 65°C fir 1 Stunde oder 75°C fir 10 Minuten in der Gegenwart von 5 mM EDTA (pH
8,0) und dann die Reinigung der dephosphorylierten DNA durch Extraktion mit Phenol:Chloroform.

BEISPIEL VII
DURCHFUHRUNG DER SEQUENZIERUNG DURCH ZWEI-SCHRITT-HYBRIDISIERUNG
[0143] Es folgen bestimmte Beispiele, um die Ausflihrung der Sequenzierungsmethode, die von dem Erfinder

erwogen wird, zu beschreiben. Zuerst wiirde der gesamte Chip mit einem Gemisch aus DNA, die so komplex
wie 100 Millionen bp (ein humanes Chromosom) sein kann, hybridisiert. Richtlinien fur die Durchfiihrung der
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Hybridisierung kénnen in Publikation wie Drmanac et al. (1990); Khrapko et al. (1991); und Broude et al. (1994)
gefunden werden. Diese Artikel lehren die Bereiche der Hybridisierungstemperaturen, Puffer und Waschschrit-
te, die bei der Verwendung in dem Anfangsschritt des Format 3 SDH angemessen sind.

[0144] Der Erfinder erwagt insbesondere, dald die Hybridisierung fiir bis zu mehrere Stunden bei hohen Salz-
konzentrationen bei einer niedrigen Temperatur (-2°C bis 5°C) auf Grund der relativ niedrigen Konzentration
der Ziel-DNA, die zur Verfligung gestellt werden kann, ausgefiihrt wird. Zu diesem Zweck wird SSC-Puffer an-
stelle von Natriumphosphatpuffer (Drmanac et al., 1990), der bei 10°C prazipitiert, verwendet. Das Waschen
mul auf Grund des zweiten Schritts nicht ausgiebig sein (einige Minuten) und kann vollstandig weggelassen
werden, wenn die zyklierende Hybridisierung fur die Sequenzierung hochkomplexer DNA-Proben verwendet
wird. Der selbe Puffer wird fiir die Hybridisierung und die Waschschritte verwendet, um dazu in der Lage zu
sein, mit dem zweiten Hybridisierungsschritt mit markierten Sonden fortzufahren.

[0145] Nach geeignetem Waschen unter Verwendung einer einfachen robotergetriebenen Vorrichtung an je-
der Anordnung z.B. eine 8 x 8 mm Anordnung (Beispiel Ill) wirde eine markierte Probe z.B. ein 6-Mer hinzu-
gefligt werden. Eine 96-Spitzen- oder 96-Nadelvorrichtung wiirde verwendet werden, um dies in 42 Handha-
bungen auszufuhren. Wiederum kénnte ein Bereich unterscheidender Bedingungen, wie sie bereits in der wis-
senschaftlichen Literatur beschrieben sind, eingesetzt werden.

[0146] Der Erfinder erwagt insbesondere die Verwendung unter den folgenden Bedingungen. Zuerst wird
nach dem Hinzufiigen der markierten Sonden und der Inkubation fir mehrere Minuten (auf Grund der hohen
Konzentration der hinzugefiigten Oligonukleotide) nur bei niedrigen Temperaturen (0-5°C) die Temperatur auf
3-10°C erhdht abhangig von der F+P-Lange und dem Waschpuffer, der hinzugefligt wird. Zu dieser Zeit ist der
Waschpuffer einer, der mit einer beliebigen Ligationsreaktion kompatibel ist (z.B. Salz im Konzentrationsbe-
reich von 100 mM). Nach dem Hinzufligen von Ligase wird die Temperatur wieder auf 25-37°C erhéht, um eine
schnelle Ligation zu erméglichen (weniger als 30 Minuten) und eine weitere Unterscheidung von vollstandig
zueinander passenden und fehlgepaarten Hybriden.

[0147] Die Verwendung kationischer Detergenzien wird auch fir die Verwendung im Format SDH, wie durch
Pontius & Berg (1991 hierin durch Verweis aufgenommen) beschrieben, erwogen. Diese Autoren beschreiben
die Verwendung von zwei einfachen kationischen Detergenzien, Dedecyl- und Cetyltrimethylamoniumbromid
(DTAB und CTAB) bei der DNA-Renaturierung.

[0148] DTAB und CTAB sind Varianten des quaterndren Amintetramethylammoniumbromids (TMAB) in dem
eine der Methylgruppe entweder durch eine 12-Kohlenstoff-(DTAB) oder durch eine 16-Kohlenstoffalkylgruppe
(CTAB) ersetzt ist. TMAB ist das Bromsalz des Tetramethylammoniumions, das ein Reagenz ist, das in
Nukleinsaurerenaturierungsexperimenten verwendet wird, um die G-C-Gehalts-abhangige Verzerrung der
Schmelztemperatur zu verringern. DTAB und CTAB sind strukturell dem Natriumdodecylsulfat (SDS) ahnlich
mit dem Ersatz des negativ geladenen Sulfats des SDS durch ein positiv geladenes quartares Amin. Wahrend
SDS im allgemeinen in Hybridisierungspuffern verwendet wird, um unspezifische Bindungen zu verringern und
Nukleasen zu inhibieren beeinfluRt es nicht deutlich die Renaturierungsrate.

[0149] Wenn ein Ligationsverfahren verwendet wird kann das Enzym mit den markierten Sonden oder nach
einem angemessenen Waschschritt hinzugefligt werden, um den Hintergrund zu verringern.

[0150] Obwohl bisher nicht fur die Verwendung in einem SBH-Verfahren vorgeschlagen ist die Ligasetechno-
logie im Feld der Molekularbiologie gut etabliert. Beispielsweise beschreiben Hood und Kollegen eine Liga-
se-vermittelte Gennachweistechnik (Landegren et al., 1988) dessen Verfahren ohne weiteres an die Verwen-
dung in der Format 11I-SDH angepalt werden kann. Landegren et al. beschreiben ein Testverfahren fur die Ge-
genwart von gegebener DNA-Sequenzen beruhend auf der Fahigkeit zweier Oligonukleotide sich unmittelbar
angrenzend aneinander auf einem komplementaren Ziel-DNA-Molekul anzulagern. Die zwei Oligonukleotide
werden dann kovalent durch die Wirkung einer DNA-Ligase verknipft, unter der Voraussetzung, dal} die Nuk-
leotide an der Verknuipfungstelle korrekt basengepaart sind. Obwohl dies vorher nicht erwogen wurde, ergibt
sich diese Situation nunmehr in der Format IlI-Sequenzierung. Wu &Wallace beschreiben auch die Verwen-
dung von Bakteriophagen-T4 DNA-Ligase, um zwei angrenzende, kurze synthetische Oligonukleotide zu ver-
binden. Ihre Oligoligationsreaktionen wurden in 50 mM Tris HCI pH 7,6, 10 mM Magnesiumchlorid, 1 mM ATP,
1 mM DTT und 5% PEG ausgefiihrt. Die Ligationsreaktionen wurden fir 5-10 Minuten auf 100°C erhitzt, ge-
folgt von dem Abkuhlen auf 0°C vor dem Hinzufiigen von T4-DNA-Ligase (1 Einheit; Bethesda Research La-
boratory). Die meisten Ligationsreaktionen wurden bei 30°C ausgefihrt und durch erhitzen auf 100°C fur 5 Mi-
nuten beendet.
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[0151] Ein Endwaschschritt, der fir den unterscheidenden Nachweis angrenzend hybridisierter oder ligierter
Oligonukleotide der Lange (F + P) geeignet ist, wird dann durchgefiihrt. Dieser Waschschritt wird im Wasser
fur mehrere Minuten bei 40-60°C durchgefiihrt, um alle nicht-ligierten markierten Sonden und alle anderen Be-
standteile auszuwaschen, um den Hintergrund maximal zu reduzieren. Auf Grund der kovalent gebundenen
Oligonukleotide wird der Nachweis vereinfacht (es bestehen keine Zeit- und Niedertemperaturbeschrankun-

gen).

[0152] Abhangig von der verwendeten Markierung wird die Abbildung des Chips mit verschiedenen Appara-
ten durchgefihrt. Fir radioaktive Markierungen kann die Phosphorlagerschirmtechnologie und ein Phosphori-
mager als Scanner verwendet werden (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Die Chips werden in eine Kas-
sette gelegt und mit einem Phosphor-haltigen Schirm abgedeckt. Nach 1-4 Stunden Belichtung wird der
Schirm gescannt und die Bilddatei auf einer Computerfestplatte gespeichert. Fir den Nachweis fluoreszieren-
der Markierungen werden CCD-Kameras und epifluoreszente oder konfokale Mikroskopie verwendet. Fir die
Chips, die direkt auf den Pixeln einer CCD-Kamera erzeugt werden, kann der Nachweis wie durch Eggers et
al. beschrieben durchgefuhrt werden (1994, hierin durch Verweis aufgenommen).

[0153] Ladungsgekoppelte Detektoren (CCD - "charge coupled device") dienen als aktive feste Trager, die
quantitativ die Verteilung markierter Zielmolekile in den auf Sonden-beruhenden Testverfahren nachweisen
und abbilden. Diese Vorrichtungen verwenden die inharenten Charakteristika der Mikroelektronik die hochpa-
rallele Testverfahren, einen ultrasensitiven Nachweis, einen hohen Durchsatz, eine integrierte Datensammlung
und Verarbeitung verwenden. Eggers et al. (1994) beschreiben CCDs fir die Verwendung mit auf Sonden-be-
ruhenden Testverfahren wie das Format |ll SBH der vorliegenden Erfindung, die die quantitative Bewertung
innerhalb von Sekunden auf Grund der grof3en Sensitivitdt und der eingesetzten direkten Verkopplung erlau-
ben.

[0154] Der integrierte CCD-Nachweisansatz ermdglicht den Nachweis molekularer Bindungsereignisse auf
Chips. Der Detektor erzeugt rasch ein zweidimensionales Muster, das nur die Probe charakterisiert. Bei der
spezifischen Benutzung des auf CCD-beruhenden molekularen Detektors werden verschiedene biologische
Sonden direkt auf den Pixeln eine CCD immobilisiert oder kbnnen an einem wegwerfbaren Objekttrager, der
auf der CCD-Oberflache plaziert wird, befestigt werden. Die Probenmolekile kbnnen mit radioisotopen, che-
milumineszenten oder fluoreszenten Markierungen markiert werden.

[0155] Auf die Aussetzung der Probe gegentiber der auf einem CCD-beruhenden Sondenanordnung werden
Photonen oder radioisotope Zerfallsprodukte an den Pixelpunkten, an denen die Probe gebunden ist im Falle
des Formats Il an zwei komplementare Sonden, emittiert. Wiederum werden Elektronenlochpaare in Silizium
erzeugt, wenn die geladenen Teilchen oder die Strahlung auf die CCD-Gate fallen. Die Elektronen werden
dann zwischen angrenzenden CCD-Gate gesammelt und sequentiell auf einem Display-Modul ausgelesen.
Die Zahl der erzeugten Photoelektronen an jedem Pixel ist der Zahl der molekularen Bindungsereignisse in
seiner Nahe proportional. Dem gemaf kann die molekulare Bindung quantitative bestimmt werden (Eggers et
al., 1994).

[0156] Wie kurzlich berichtet haben CCDs in erster Linie auf Grund der hohen Sensitivitat der Vorrichtung
tiber einen groRen Wellenlangenbereich (von 1 bis 10000 A) Vorteile gegeniiber dem Festphasennachweis
und Bildsensoren. Silizium spricht gegenuber elektromagnetischer Strahlung aus dem sichtbaren Spektrum bis
zu weichen Rontgenstrahlen stark an. Fur sichtbares Licht fuhrt ein einzelnes Photon das auf das CCD-Gate
trifft zu einem einzelnen Elektronenladungspaket unter dem Gate. Ein einzelnes weiches Rontgenstrahlbeta-
partikel (typischer Weise im KeV- bis MeV-Bereich) erzeugt Tausende bis zu Zehntausende Elektronen. Zu-
satzlich zu der hohen Sensitivitat bieten die von Eggers et al. (1994) beschriebenen CCDs einen grof3en Dy-
namikbereich (4 bis 5 GréRenordnungen) da ein nachweisbares Ladungspaket von wenigen bis zu 10° Elek-
tronen reichen kann. Die Nachweisantwort ist liber einen grof3en dynamischen Bereich linear.

[0157] Durch das Plazieren der bildgebenden Anordnung in der Nahe zu der Probe wird die Sammeleffizienz
um einen Faktor von mindestens 10 im Vergleich zu auf Linsen-beruhenden Verfahren, wie die, die in Gblichen
CCD-Kameras gefunden werden, verbessert. Das bedeutet die Probe (der Emitter) steht in nahem Kontakt zu
dem Detektor (bildgebende Anordnung) und dies beseitigt tbliche bildgebende Optiken wie Linsen und Spie-

gel.
[0158] Wenn Radioisotope als Reportergruppen an den Zielmolekilen befestigt werden, werden energeti-

sche Partikel detektiert. Mehrere Reportergruppen die Partikel verschiedener Energien emittieren sind erfolg-
reich mit mikroerzeugten Detektoren verwendet worden, die *P, 3P, %S "“C und '®| enthalten. Die héher ener-
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getischen Partikel wie von *P stellen die héchste molekulare Nachweissensitivitat zur Verfiigung wobei die nie-
derenergetischen Partikel wie die von **S eine bessere Aufldsung zur Verfligung stellen. Somit kann die Wahl
des Radioisotopenreporters wie erforderlich angepalit werden. Sobald die jeweilige Radioisotopenmarkierung
ausgewahlt wurde kann die Nachweisleistung durch die Berechnung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses
(SRV) wie bei Eggers et al. (1994) vorhergesagt werden.

[0159] Ein alternatives lumineszentes Nachweisverfahren beinhaltet die Verwendung von fluoreszenten oder
chemilumineszenten Reportergruppen, die an den Zielmolekulen befestigt sind. Die fluoreszenten Markierun-
gen koénnen kovalent oder durch Wechselwirkung befestigt sein. Fluoreszente Farbstoffe wie Ethidiumbromid
mit einer intensiven Absorptionsbande im nahen UV-Bereich (300-350 mm) und einer hauptsachlichen Em-
missionsbande im sichtbaren Bereich (500-650 nm) ist fiir die eingesetzten CCD-Vorrichtungen am meisten
geeignet da die Quantenwirksamkeit bei der Anregungswellenlange um mehrere GréRenordnungen niedriger
als bei der fluoreszenten Signalwellenlange ist.

[0160] Vom Standpunkt des Nachweises der Lumineszenz aus, haben Polysilizium CCD-Gates die eingebau-
te Fahigkeit den Beitrag des Auflichts im UV-Bereich wegzufiltern, wahrend sie jedoch gegeniber der sichtba-
ren Lumineszenz, die durch fluoreszente Reportergruppen erzeugt wird, sehr sensitiv sind. Eine solche inha-
rente grofle Abgrenzung gegenuber der UV-Anregungen ermdglicht es groRe SRV (gréRer als 100) mit den
CCD, die wie in der hierin aufgenommen Publikation von Eggers et al. (1994) ausgestaltet sind, zu erreichen.

[0161] Fur die Sondenimmobilisierung auf dem Detektor kénnen Hybridisierungsmatrizen auf billigen
SiO,-Wavern hergestellt werden, die nach der Hybridisierung und dem Trocknen anschlielend auf der Ober-
flache der CCDs plaziert werden. Dieses Format ist 6konomisch leistungsfahig da die Hybridisierung der DNA
auf billigen wegwerfbaren SiO,-Wavern durchgefihrt wird, wodurch die Wiederverwendung des teureren
CCD-Detektors ermoglicht wird. Alternativ kdnnen die Sonden direkt auf dem CCD immobilisiert werden, um
eine dedizierte Sondenmatrix zu erzeugen.

[0162] Um die Sonden auf der SiO,-Beschichtung zu immobilisieren, wird eine gleichmafRige Epoxidlage mit
der Filmoberflache unter Verwendung eines Epoxy-Silan-Reagenzes und standardméBiger SiO,-Modifikati-
onschemie, verknipft. Die Amin-modifizierten Oligonukleotidsonden werden dann an der SiO,-Oberflache mit-
tels sekundarer Aminbildung mit dem Epoxidring verkniipft. Die sich ergebende Verknipfung stellt 17 rotierba-
re Verbindungen zur Trennung der 3'-Base des Oligonukleotids und der SiO,-Oberflache zur Verfliigung. Um
eine vollstandige Amindeprotonierung sicher zu stellen und die Bildung einen Sekundarstruktur wahrend der
Kopplung zu minimieren, wird die Reaktion in 0,1 M KOH durchgefuhrt und bei 37°C fir 6 Stunden inkubiert.

[0163] In der Format Il SBH werden im allgemeinen die Signale fur jeden von einer Milliarde Punkte gezahit.
Es ware nicht notwendig alle Anordnungen z. B. 4000 5 x 5 mm gleichzeitig zu hybridisieren und die aufeinan-
der folgenden Verwendungen einer kleineren Anzahl von Anordnungen ist maéglich.

[0164] Zyklierende Hybridisierungen sind ein moégliches Verfahren zur Erhéhung des Hybridisierungssignals.
In einem Zyklus werden die meisten der fixierten Sonden mit DNA-Fragmenten hybridisieren, die Schwanzse-
quenzen aufweisen, die zu den markierten Sonden nicht komplementar sind. Durch die Erhéhung der Tempe-
ratur werden diese Hybride geschmolzen werden (Fig. 3). Im nachsten Zyklus werden einige (~ 0,1 %) mit ei-
nem geeigneten DNA-Fragment hybridisieren und weitere markierte Sonden werden ligiert werden. In diesem
Fall tritt fur beide Sondengruppen ein diskriminierendes Schmelzen der DNA-Hybride mit Fehlpaarungen
gleichzeitig auf. Bei der zyklierenden Hybridisierung werden alle Bestandteile bei 37°C fir T4 oder bei einer
héheren Temperatur fur alle thermostabilen Ligasen hinzugefligt, bevor das Zyklieren beginnt. Dann wird die
Temperatur auf 15-37°C verringert und der Chip wird flr bis zu 10 Minuten inkubiert und dann wird die Tem-
peratur fUr einige Minuten auf 37°C oder héher erhéht und dann wieder reduziert. Die Zyklen kdnnen bis zu 10
mal wiederholt werden. In einer Variante kann eine optimale héhere Temperatur (10-50°C) ohne das Zyklieren
verwendet werden und eine langere Ligationsreaktion kann durchgefiihrt werden (1-3 Stunden).

[0165] Die hierin beschriebenen Verfahren erlauben die Herstellung komplexer Chips unter Verwendung von
Standardsynthese und das prazise Auftupfen von Oligonukleotiden auf Grund der relativ kleinen Zahl der not-
wendigen Oligonukleotide. Beispielsweise kénnen wenn alle 7-Mer Oligos synthetisiert werden (16384 Son-
den) Listen mit 256 Millionen 14-Meren bestimmt werden.

[0166] Eine wichtige Variante des erfundenen Verfahrens ist die Verwendung von mehr als einer unterschied-

lich markierten Sonde pro Grundanordnung. Dies kann mit zwei Zielen im Sinn ausgefuhrt werden, dem Mul-
tiplexen, um die Zahl der getrennt hybridisierten Anordnung zu verringern oder um eine Liste von noch lange-
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ren Oligosequenzen wie von 3 x 6 oder 3 x 7 zu bestimmen. In diesem Fall kann wenn zwei Markierungen
verwendet werden die Spezifitat der 3 aufeinanderfolgenden Oligonukleotide nahezu absolut sein, da positive
Stellen genug Signal beider Markierungen aufweisen missen.

[0167] Eine weitere zusatzliche Variante ist die Verwendung von Chips die BxNy-Sonden wobei y von 1 bis 4
betragt, enthalten. Solche Chips erlauben das Lesen der Sequenz in verschiedenen Leserastern. Dies kann
auch durch die Verwendung geeigneter Gruppen von markierten Sonden erreicht werden oder dadurch, daf}
sowohl F- und T-Sonden einige unbestimmte Endpositionen (d.h. einen bestimmten Umfang der terminalen
Degeneration) aufweisen. Die universellen Basen kénnen auch als Teil des Linkers eingesetzt werden, um
Sonden definierter Sequenz mit dem festen Trager zu verkniipfen. Dies macht die Sonden fiir die Hybridisie-
rung zuganglicher und macht das Konstrukt stabiler. Wenn eine Probe 5 Basen aufweist, kann man z. B. drei
universelle Basen als Linker verwenden (Fig. 4).

BEISPIEL VIII ANALYSIEREN DER ERHALTENEN DATEN

[0168] Die Bild-Dateien werden durch ein Bildanalyseprogramm wie das DOTS-Programm (Drmanac et al.,
1993) analysiert und mit den z.B. im SCORES-Programm enthaltenen statistischen Funktionen gestaffelt und
evaluiert (Drmanac et al., 1994). Aus der Signalverteilung kann ein optimaler Schwellenwert fur die Umwand-
lung eines Signal in einen +/— Ergebnis bestimmt werden.

[0169] Aus der Position der nachgewiesenen Markierung wirden F+P-Nukleotidsequenzen der Fragmente
durch die Kombination der bekannten Sequenzen der immobilisierten und markierten Sonden, die zu den mar-
kierten Positionen korrespondieren, bestimmt werden. Die vollstandige Nukleinsduresequenz oder Sequenz-
teilfragmente des Ausgangsmolekils wie eines humanen Chromosoms wirden dann aus den Uberlappenden
F+p-Sequenzen durch rechnerische Deduktion bestimmt werden.

[0170] Eine Option besteht darin Hybridisierungssignale z. B. Punktwerte in wahrend des Sequenzzusam-
mensetzungsprozesses +/— Ergebnis umzuwandeln. In diesem Fall wird das Zusammensetzen mit einer F +
P-Sequenz mit einem sehr hohen Wert beginnen, beispielsweise mit der F+p-Sequenz AAAAAATTTTTT (SEQ
ID NR:1). Punktwerte aller hier mdglichen uUberlappenden Sonden AAAAATTTTTTA (SEQ ID NR:3),
AAAAATTTTTTT (SEQ ID NR:4), AAAAATTTTTTC (SEQ ID NR:5) und AAAAATTTTTTG (SEQ ID NR:6) und
drei zusatzliche Sonden die am Anfang verschieden sind (TAAAAATTTTTT, SEQ ID NR:7; CAAAAATTTTTT,
SEQ ID NR:8; GAAAAATTTTTT, SEQ ID NR:9) werden verglichen und drei Ergebnisse werden definiert: (i) nur
die Ausgangssonde und eine der 4 Uberlappenden Sonden weisen Punktwerte auf die im Verhaltnis zu den
anderen sechs Sonden deutlich positiv sind in diesem Fall wird die AAAAAATTTTTT-Sequenz (SEQ ID NR:1)
um ein Nukleotid nach rechts verlangert; (ii) keine Sonde mit Ausnahme der Ausgangssonde zeigt ein deutlich
positiven Punktwert, das Zusammensetzen wird gestoppt, z.B. ist die AAAAAATTTTTT-Sequenz (SEQ ID
NR:10) am Ende des DNA-Molekilils, das sequenziert wird; (iii) mehr als eine deutlich positive Sonde zwischen
den uberlappenden und/oder anderen drei Sonden wird gefunden; das Zusammenbauen wird auf Grund des
Fehlers oder des Verzweigens gestoppt (Drmanac et al., 1989).

[0171] Das Verfahren der rechnerischen Deduktion wiirde Computerprogramme, die bestehende Algorith-
men verwenden (z.B. siehe Pevzner, 1989; Drmanac et al. 1991; Labat und Drmanac, 1993; jedes durch Ver-
weis hierin aufgenommen), einsetzen.

[0172] Wenn zusatzlich zu F + P, F(Leerraum 1)P, F(Leerraum 2)P, F(Leerraum 3)P oder F(Leerraum 4)P be-
stimmt werden, werden Algorithmen verwendet werden, um alle Datenséatze abzugleichen, um mégliche Fehler
zu berichtigen oder um die Situation zu I6sen bei er es ein Verzweigungsproblem gibt (siehe z.B. Drmanac et
al., 1989; Bains et al., 1988; jedes hierin durch Verweis aufgenommen).

BEISPIEL IX
WIEDERVERWENDUNG DER SEQUENZIERUNGSCHIPS
[0173] Wenn die Ligation im Sequenzierungsverfahren eingesetzt wird, dann kénnen die normalen Oligonu-
kleotidchips nicht unmittelbar wiederverwendet werden. Der Erfinder erwagt, da® dies auf verschiedenen We-

gen geldst werden kann.

[0174] Man kann Ribonukleotide in einer zweiten Sonde, Sonde P, verwenden, so dal® diese Sonde anschlie-
Rend durch RNase-Behandlung entfernt werden kann. Die RNase-Behandlung kann RNase A eine Endoribo-
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nuklease verwenden, die spezifisch einzelstrangige RNA 3' von Pyrimidinresten angreift und die Phosphatver-
knipfung zu dem angrenzenden Nukleotid spaltet. Das Endprodukt sind Pyrimidin-3-Phosphate und Oligonu-
kleotide mit terminalen Pyrimidin-3'-Phosphaten. RNase A arbeitet in Abwesenheit von Co-Faktoren und diva-
lenten Kationen.

[0175] Um eine RNase zu nutzen wiirde man im allgemeinen den Chip in einem beliebigen RNase-enthalten-
den Puffer wie durch Sambrook et al. (1989, hierin durch Verweis aufgenommen) beschrieben, inkubieren. Die
Verwendung von 30-50 pl RNase-enthaltenden Puffers pro 8 x 8 mm oder 9 x 9 mm Anordnung bei 37°C fir
zwischen 10 und 60 Minuten ist angemessen. Man wirde dann mit Hybridisierungspuffer waschen.

[0176] Obwohl nicht umfassend anwendbar kdnnte man auch die Uracilbase, wie durch Craig et al. (1989,
hierin durch Verweis aufgenommen) beschrieben, in bestimmten Ausfihrungsformen verwenden. Die Zersto-
rung der ligierten Sondenkombination, um einen wiederverwendbaren Chip zu ergeben, wirde durch Verdau
mit dem E. coli. Reparaturenzym Uracil-DNA-Glycosilase erreicht werden, die Uracil aus DNA entfernt.

[0177] Man kdnnte auch eine spezifisch spaltbare Bindung zwischen der Sonde erzeugen und dann die Bin-
dung nach dem Nachweis spalten. Beispielsweise kann dies durch chemische Ligation wie durch Shabarova
et al. (1991) und Dolinnaya et al. (1988) beschrieben, erreicht werden, wobei beide Referenzen hierin spezi-
fisch durch Verweis aufgenommen sind.

[0178] Shabarova et al. (1991) beschreibt die Kondensation von Oligodeoxyribonukleotiden mit Cyanogen-
bromid als Kondensierungsmittel. In ihrer chemischen Einschritt-Ligationsreaktion werden die Oligonukleotide
auf 97°C erhitzt, langsam auf 0°C abgekihlt, dann wird 1 pl 10 M BrCN in Acetonitril hinzugeflgt.

[0179] Dolinnaya et al. (1988) zeigen wie Phosphoramidat und Pyrophosphatinternukleotidbindungen in
DNA-Doppelstrange aufgenommen werden kénnen. Sie verwenden auch ein chemisches Ligationsverfahren
fur die Modifikation des Zuckerphosphatriickgrats der DNA mit einem wasserl6slichen Carbodiimid (CDI) als
Kopplungsmittel. Die selektive Spaltung einer Phosphoamidbindung bedarf des Kontakts mit 15% CH,COOH
fur 5 Minuten bei 95°C. Die selektive Spaltung einer Pyrophosphatbindung bedarf des Kontakts mit einer Py-
ridin-Wasser-Mischung (9:1) und frisch destillierten (CF,CO),0.

[0180] Wahrend die Zusammensetzungen und Verfahren dieser Erfindung im Hinblick auf bevorzugte Aus-
fuhrungsformen beschrieben worden sind, wird es fir Fachleute offensichtlich sein, daf3 Variationen auf die Zu-
sammensetzung, die Verfahren und in den Schritten oder der Abfolge der Schritten der hierin beschriebenen
bevorzugten Ausfiihrungsform angewendet werden kdnnen ohne von der in den Anspriichen definierten Erfin-
dung abzuweichen. Insbesondere wird es offensichtlich sein, da bestimmte Mittel, die sowohl chemisch und
physiologisch verwandt sind, fir die hierin beschriebenen Mittel substituiert werden kdnnen, wobei die selben
und ahnliche Ergebnisse erreicht werden wiirden. Alle solche ahnlichen Substitute oder Modifikation, die fur
den Fachmann erkennbar sind, werden als innerhalb der Erfindung wie sie durch die angefligten Anspriiche
definiert sind, angesehen. Der gesamte beanspruchte Gegenstand und die Verfahren kdnnen hergestellt wer-
den und ohne unnétiges Experimentieren ausgefiihrt werden.
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE INFORMATIONEN:

(1)

(1i1)

(iii)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

ANMELDER:

NAME: ARCH DEVELOPEMENT CORPORATION
STRABE: 1101 EAST 58™ STREET

STADT: CHICAGO

STAAT: ILLINOIS

LAND: VEREINIGTE STAATEN VON AMERIKA
POSTLEITZAHL: 60637

TELEPHONNR. : (312) 702-1692

TELEFAXNR. : (312) 702-0741

ERFINDER: DRMANAC, RADOJE

TITEL DER ERFINDUNG: VERFAHREN UND ZUSAMMENSETZUNG
FUR DIE EFFIZIENTE
NUKLEINSAURESEQUENZIERUNG

ANZAHL DER SEQUENZEN:10
KORRESPONDENZADRESSE:
) ADRESSAT: ARNOLD; WHITE & DURKEE
(B) STRARE: P. O. BOX 4433
(C) STADT: HOUSTON
(D) STAAT: TX
(E) LAND: USA
(F) POSTLEITZAHL: 77210-4433

COMPUTERLESBARE FORM:
(A) MEDIUM TYP: FLOPPY DISK

(B) COMPUTER: IBM PC COMPATIBEL
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PATENTIN RELEAE #1,0, VER. #1,25

DATEN DER VORLIEGENDEN ANMELDUNG:
(A) ANMELDENUMMER: HIERMIT EINGEREICHT
(B) EINREICHDATEN: HIERMIT EINGEREICHT
(C) KLASSIFIZIERUNG: UNBEKANNT

DATEN VORHERGEHENDER ANMELDUNGEN:
(A) ANMELDENUMMER: USSN 08/303,058
(B) EINREICHDATEN: 08 SEPTEMBER 1994 (08.09.94)
(C) KLASSIFIKATION: UNBEKANNT

(A) ANMELDENUMMER: USSN 08/127,420
(B) EINREICHDATEN: 27 SEPTEMBER 1993 (27.09.93)
C) KLASSIFIKATION: UNBEKANNT

ANWALTS/AGENTINFORMATION:
(A) NAME: PARKER, DAVID L.
(B) REGISTRIERUNGSNUMMER: 32,165
(C) REFERENZ/PROZESSLISTENNUMMER: ARCD146P--\PAR
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(X)
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TELEKOMMUNIKATIONSINFORMATION:
(A) TELEPHON: (512) 418-3000
(B) TELEFAX: (512) 474-7577

INFORMATION FUR SEQ ID NR:1:

(1)

(11)

(x1)

SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
A) LANGE: 12 BASENPAARE

(B) TYP: NUKLEINSAURE

(C)

(D)

STRANGIGKEIT: EINZEL
TOPOLOGIE: LINEAR

MOLEKULTYP: DNA

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR:1:

AAAAAATTTT TT

(2)

INFORMATION FUR SEQ ID NR:2:

(1)

(11)

(x1)

SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 13 BASENPAARE
(B) TYP: NUKLEINSAURE
(C) STRANGIGKEIT: EINZEL
(D) TOPOLOGIE: LINEAR

MOLEKULTYP: DNA

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR:2:

AAAAAATTTT TTC

(2)

INFORMATION FUR SEQ ID NR:3:

(1)

(11)

(x1)

SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 12 BASENPAARE
(B) TYP: NUKLEINSAURE
(C) STRANGIGKEIT: EINZEL
(D) TOPOLOGIE: LINEAR

MOLEKULTYP: DNA

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR:3:

AAAAATTTTT TA

(2)

INFORMATION FUR SEQ ID NR:4:

(1)

SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 12 BASENPAARE
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(B) TYP: NUKLEINSAURE
(C) STRANGIGKEIT: EINZEL
(D) TOPOLOGIE: LINEAR

(ii) MOLEKULTYP: DNA

(x1) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR:4:

AAAAATTTTT TT
(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR:5:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 12 BASENPAARE
(B) TYP: NUKLEINSAURE
(C) STRANGIGKEIT: EINZEL
(D) TOPOLOGIE: LINEAR

(ii) MOLEKULTYP: DNA

(x1) BESCHREIBUNG D-ER SEQUENZ: SEQ ID NR:5:

AAAAATTTTT TC -

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR:6:

(1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 12 BASENPAARE
(B) TYP: NUKLEINSAURE
(C) STRANGIGKEIT: EINZEL
(D) TOPOLOGIE: LINEAR

(11) MOLEKULTYP: DNA

(x1i) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR:6:

AAAAATTTTT TG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR:7:

(1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A LANGE: 12 BASENPAARE

)
(B) TYP: NUKLEINSAURE
(C) STRANGIGKEIT: EINZEL
(D) TOPOLOGIE: LINEAR
(ii) MOLEKULTYP: DNA

(x1i) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR:7:
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TAAAAATTTT TT 12

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR:8:

(1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 12 BASENPAARE
(B) TYP: NUKLEINSAURE
(C

) STRANGIGKEIT: EINZEL
) TOPOLOGIE: LINEAR

(D
(11) MOLEKULTYP: DNA
(x1) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR:8:

CAAAATTTT TT 12

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR:9:

(1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:

(A LANGE: 12 BASENPAARE
TYP: NUKLEINSAURE
STRANGIGKEIT: EINZEL

)
)
)
) TOPOLOGIE: LINEAR

(B
(C
(D
(1ii) MOLEKULTYP: DNA

(x1) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR:9:

GAAAAATTTT TT 12

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR:10:

(1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 11 BASENPAARE

(B) TYP: NUKLEINSAURE
)
)

(C STRANGIGKEIT: EINZEL
(D TOPOLOGIE: LINEAR
(ii) MOLEKULTYP: DNA

(x1) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR:10:

AAAAAATTTT T 11

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Identifizierung einer Nukleotidsequenz in einer Zielnukleinsaure, umfassend die Schritte:
(a) Inkontaktbringen einer Zielnukleinsaure mit einer Gruppe (einer) immobilisierten(r) Oligonukleotidsonde(n)
und mindestens einer markierten Oligonukleotidsonde aus einer Gruppe markierter Oligonukleotidsonden un-
ter Hybridisierungsbedingungen, die wirksam sind, die Hybridisierung zwischen: (i) komplementaren Sequen-
zen der Zielnukleinsdure und der immobilisierten Sonden und (ii) komplementaren Sequenzen der Zielnukle-
insaure und der markierten Sonde(n), zu erlauben;

(b) kovalentes Verbinden der immobilisierten Sonde(n) und der markierten Sonde(n), die angrenzend an das-
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selbe Zielnukleinsauremolekil hybridisieren;

(c) Nachweisen der Markierungen der markierten Oligonukleotidsonde(n), die kovalent mit der(n) immobilisier-
ten Sonde(n) verbunden ist (sind); und

(d) Nachweisen mindestens einer Nukleotidsequenz in der Zielnukleinsaure durch Schritte, die das Verbinden
der Nukleotidsequenzen der nachgewiesenen markierten Oligonukleotidsonde(n) mit den Nukleotidsequenzen
der jeweilig verbundenen immobilisierten Oligonukleotidsonde(n) umfassen,

dadurch charakterisiert, dal® der Schritt des Nachweises den Nachweis der Markierung umfal3t, wahrend sie
an den Hybridisierungskomplex befestigt ist, welcher zwischen der (den) angrenzend hybridisierten immobili-
sierten Sonde(n) und markierten Sonde(n) gebildet wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die mindestens eine Sonde mit einer Markierung markiert ist, aus-
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus einer fluoreszierenden Markierung, einer chemilumineszenten Markie-
rung, einem nicht-radioaktiven Isotop, einer radioaktiven Markierung und einem alkalischen Phosphataseen-
zym, als den Sondennachweis durch die Enzymwirkung auf ein Substrat der alkalischen Phosphatase erlaubt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das kovalente Verbinden der immobilisierten Sonde(n) und der mar-
kierten Sonde(n) das Inkontaktbringen der Sonden mit einem Ligierungsmittel umfafdt.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die markierte(n) Sonde(n) mit der Zielnukleinsaure zur gleichen Zeit
wie mit dem Ligierungsmittel in Berihrung gebracht wird(werden).

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, in dem nach dem Schritt (b) und vor dem Schritt (c) die markierten
Sonden, die nicht kovalent mit einer immobilisierten Sonde verbunden sind, entfernt werden.

6. Verfahren nach Anspruch 5, in dem die markierten Sonden, die nicht mit einer immobilisierten Sonde
kovalent verbunden sind, unter stringenten Waschbedingungen entfernt werden.

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, in dem eine Vielzahl immobilisierter Sonden auf demselben Trager
immobilisiert sind.

8. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, in dem die immobilisierten Oligonukleotidsonden eine Vielzahl von
Anordnungen umfassen, die in der Form eines Sequenzierungschips angeordnet sind.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei hydrophobe Bereiche zwischen den Anordnungen verwendet wer-
den.

10. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, in dem im Schritt (a) die Zielnukleinsaure mit einer Gruppe markier-
ter Oligonukleotidsonden in sequentieller Weise mit einer markierten Oligonukleotidsonde nach der anderen in
Berthrung gebracht wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, in dem im Schritt (a) markierte Oligonukleotidsonden der Gruppe, die ver-
schiedene Nukleotidsequenzen aufweisen, mit derselben Markierung markiert werden.

12. Verfahren nach Anspruch 10, in dem im Schritt (a) mindestens zwei der markierten Oligonukleotidson-
den der Gruppe, die verschiedene Nukleotidsequenzen aufweisen, mit verschiedenen Markierungen markiert
werden.

13. Verfahren nach Anspruch 10, in dem im Schritt (a) die Zielnukleinsaure gleichzeitig mit der Gruppe der
immobilisierten Sonden und den markierten Oligonukleotidsonden in Kontakt gebracht wird.

14. Verfahren nach Anspruch 10, in dem im Schritt (a) die Zielnukleinsaure zuerst mit der Gruppe der im-
mobilisierten Sonden in Kontakt gebracht wird, um immobilisierte Sonden:Ziel-Komplexe zu bilden, und dar-
aufhin mit der markierten Oligonukleotidsonde.

15. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, in dem in Schritt (a) die Zielnukleinsaure gleichzeitig mit mindestens
zwei markierten Oligonukleotidsonden einer Gruppe markierter Oligonukleotidsonden in Kontakt gebracht
wird, wobei die mindestens zwei markierten Oligonukleotidsonden mit verschiedenen unterscheidbaren Mar-
kierungen markiert sind und verschiedene Nukleotidsequenzen aufweisen, die durch die Eigenschaften der je-
weiligen Markierungen erkennbar sind.
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16. Verfahren nach Anspruch 15, in dem im Schritt (a) die Zielnukleinsaure gleichzeitig mit der Gruppe der
immobilisierten Sonden und den mindestens zwei markierten Oligonukleotidsonden in Kontakt gebracht wird.

17. Verfahren nach Anspruch 15, in dem im Schritt (a) die Zielnukleinsaure zuerst mit der Gruppe der im-
mobilisierten Sonden in Kontakt gebracht wird, um immobilisierte Sonden:Ziel-Komplexe zu bilden, und dar-
aufhin mit den mindestens zwei markierten Oligonukleotidsonden.

18. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, in dem im Schritt (a) die Zielnukleinsaure gleichzeitig mit mindes-
tens zwei markierten Oligonukleotidsonden einer Gruppe markierter Oligonukleotidsonden in Kontakt gebracht
wird, wobei die mindestens zwei markierten Oligonukleotidsonden mit verschiedenen unterscheidbaren Mar-
kierungen markiert sind, und verschiedene Nukleotidsequenzen aufweisen, die durch die Eigenschaften ihrer
jeweiligen Markierungen erkennbar sind und in Schritt (d) die Nukleotidsequenzen der immobilisierten und
markierten Sonden durch das in situ Beobachten der Eigenschaften der Markierungen und ihrer jeweiligen Po-
sitionen innerhalb der Anordnung bestimmt wird.

19. Verfahren nach Anspruch 18, in dem im Schritt (a) die Zielnukleinsaure gleichzeitig mit der Anordnung
der immobilisierten Sonden und den mindestens zwei markierten Oligonukleotidsonden in Kontakt gebracht
wird.

20. Verfahren nach Anspruch 18, in dem im Schritt (a) die Zielnukleinsaure zuerst mit der Anordnung der
immobilisierten Sonden in Kontakt gebracht wird, um immobilisierte Sonden:Ziel-Komplexe zu bilden, und da-
raufhin mit den mindestens zwei markierten Oligonukleotidsonden.

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, in dem eine Nukleotidsequenz der Zielnukleinsdure aus
Uberlappenden zusammengesetzten Nukleotidsequenzen von kovalent verbundenen immobilisierten und mar-
kierten Sonden zusammengesetzt wird.

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, in dem die gesamte Nukleotidsequenz der Zielnuklein-
saure bestimmt wird.

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, in dem die Zielnukleinsaure kartiert wird.

24. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 20, in dem die Zielnukleinsaure partiell sequenziert wird.

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, in dem die immobilisierten Oligonukleotidsonden eine
Lange F aufweisen und die markierten Oligonukleotidsonden eine Lange P aufweisen, wobei F und P jeweils
unabhangig zwischen 4 und 9 Nukleotide aufweisen.

26. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 20 und 25, in dem die immobilisierte(n) Oligonukleotidson-
de(n) und/oder die markierte(n) Sonde(n) zusatzlich eine universelle Base oder alle vier Basen an der Endpo-

sition davon aufweist(en).

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, in dem die Zielnukleinsaure vor dem Schritt (a) frag-
mentiert wird.

28. Verfahren nach Anspruch 27, in dem die Zielnukleinsaure durch Restriktionsenzymverdau, Ultraschall-
behandlung, NaOH-Behandlung oder durch Scheren unter niedrigem Druck fragmentiert wird.

29. Verfahren nach Anspruch 27, in dem die Zielnukleinsaurefragmente eine Lange T aufweisen, die im-
mobilisierten Oligonukleotidsonden eine Lange F aufweisen und die markierten Oligonukleotidsonden eine
Lange P aufweisen, wobei T zwischen 10 und 100 Nukleotide aufweist und F und P jeweils unabhangig zwi-
schen 4 und 9 Nukleotide aufweist.

30. Verfahren nach Anspruch 29, in dem T zwischen 10 und 40 Nukleotide aufweist.

31. Verfahren nach Anspruch 29, in dem T etwa 20 Nukleotide aufweist.

32. Verfahren nach Anspruch 29, in dem T etwa drei mal langer als F ist.

33. Verfahren nach einem der Anspriche 29 bis 32, in dem F und P jeweils 6 Nukleotide aufweisen.
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34. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, in dem die angrenzende hybridisierte(n), immo-
bilisierte(n) und markierte(n) Sonde(n) miteinander kovalent durch enzymatische Ligation verbunden sind.

35. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, in dem die Hybridisierung in Zyklen ausgefiihrt
wird.

36. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, in dem die Hybridisierungsbedingungen dabei
wirksam sind, die Hybridisierung zwischen den Zielnukleinsduren und nur den immobilisierten Sonden und
markierten Sonden zuzulassen, die zu einem Teil des Ziels perfekt komplementar sind.

37. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, in dem die Hybridisierungsbedingungen dabei
wirksam sind, die Hybridisierung nur zwischen den immobilisierten Sonden und markierten Sonden zuzulas-
sen, die dazu in der Lage sind unmittelbar angrenzend an dasselbe Zielnukleinsauremolekil zu hybridisieren.

38. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, in dem die Zielnukleinsdure klonierte DNA,
chromosonale DNA oder eine mRNA ist.

39. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, in dem die immobilisierten Oligonukleotidson-
den mittels der kovalenten Befestigung immobilisiert werden.

40. Verfahren nach Anspruch 39, in dem die immobilisierten Sonden durch eine Phosphodiesterverkntip-
fung immobilisiert werden.

41. Verfahren nach Anspruch 39, in dem die immobilisierten Sonden durch einen Linker immobilisiert wer-
den.

42. Verfahren nach einem der vorangehende Anspriiche, in dem die immobilisierten Sonden auf Glas, Po-
lystyrol oder Teflon immobilisiert werden.

43. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, in dem die Markierung ein radioaktives Isotop,
nicht-radioaktives Isotop oder eine fluoreszierende oder eine chemilumineszierende ist.

44. Verfahren nach Anspruch 43, in dem die Markierung ein fluoreszierender Farbstoff ist.

45. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, in dem eine immobilisierte Sonde oder eine
markierte Sonde, eine modifizierte Base oder eine universelle Base umfalit.

46. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, in dem die immobilisierte Sondenanordnung
nach der Hybridisierung wiederverwendbar ist.

47. Verfahren nach Anspruch 46, wobei die Oligonukleotide der markierten Sonde Ribonukleotide umfas-
sen.

48. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die kovalent verbundene markierte Sonde, die Ribonukleotide um-
faldt, von der immobilisierten Sonde durch RNAase-Behandlung entfernt wird.

49. Verfahren nach Anspruch 46, wobei die kovalent verbundene markierte Sonde eine Uracilbase umfaft.

50. Verfahren nach Anspruch 49, wobei die kovalent verbundene markierte Sonde, die eine Uracilbase um-
faldt, von der immobilisierten Sonde durch Uracil-DNA-Glycosylase-Behandlung entfernt wird.

51. Verfahren nach Anspruch 46, wobei die markierte Sonde eine chemisch spaltbare Bindung umfal3t.
52. Kit fur die Verwendung zum Nachweis einer Nukleotidsequenz in einer Zielnukleinsaure, das (a) einen
festen Trager an den eine Anordnung immobilisierter Oligonukleotidsonden befestigt ist, (b) eine Gruppe von

Lésungen markierter Oligonukleotidsonden und (c) ein Legierungsmittel umfaft.

53. Kit nach Anspruch 52, wobei die immobilisierten Oligonukleotidsonden auf einem einzelnen Trager an-
geordnet sind.
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54. Kit nach Anspruch 53 in dem die Anordnung der immobilisierten Oligonukleotidsonden eine Vielzahl
von Anordnungen umfaldt, die in der Form eines Sequenzierungschips angeordnet sind.

55. Kit nach Anspruch 54, wobei hydrophobe Bereiche zwischen den Anordnungen verwendet werden.

56. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 55, in dem mindestens zwei markierte Oligonukleotidsonden mit
derselben Markierung markiert sind.

57. Kit nach einem der Anspriche 52 bis 55, in dem mindestens zwei markierte Oligonukleotidsonden mit
verschiedenen Markierungen markiert sind.

58. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 57, in dem die immobilisierten Oligonukleotidsonden eine Lange
F aufweisen und die markierten Oligonukleotidsonden eine Lange P aufweisen, wobei F und P jeweils unab-
hangig zwischen 4 und 9 Nukleotide aufweisen.

59. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 58, in dem die immobilisierten Oligonukleotidsonden und/oder die
markierte(n) Oligonukleotidsonde(n) des weiteren eine universelle Base oder alle vier Basen an der Endposi-
tion davon umfassen.

60. Kit nach einem der Anspriche 52 bis 59, in dem die immobilisierten Oligonukleotidsonden und die mar-
kierten Oligonukleotide jeweils 6 Nukleotide aufweisen.

61. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 59, in dem die immobilisierten Oligonukleotidsonden eine Lange
F aufweisen und das Zielnukleinsaurefragment eine Lange T aufweist und T dreimal langer als F ist.

62. Ein Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 61, in dem das Ligierungsmittel ein Ligationsenzym ist.

63. Kit nach einem der Anspriche 52 bis 62, wobei die immobilisierten Sonden Uber eine Phosphodiester-
verknipfung immobilisiert sind.

64. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 63, wobei die immobilisierten Sonden Uiber einen Linker immobi-
lisiert sind.

65. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 64, wobei die immobilisierten Sonden auf Glas, Polystyrol oder
Teflon immobilisiert sind.

66. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 65, wobei die Markierung ein radioaktives Isotop, nicht-radioak-
tives Isotop, eine chemilumineszierende oder eine fluoreszierende ist.

67. Kit nach einem der Anspriche 52 bis 65, wobei die Markierung ein fluoreszierender Farbstoff ist.

68. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 67, wobei die immobilisierte Sonde oder eine markierte Sonde
eine modifizierte Base oder eine universelle Base umfalit.

69. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 68, wobei die Oligonukleotide der markierten Sonde Ribonukle-
otide umfassen.

70. Kit nach einem der Anspriiche 52 bis 68, wobei die Oligonukleotide der markierten Sonde eine Uracil-
base umfassen.

71. Kit nach einem der Anspriiche 52 — 61 und 63 — 70, wobei die erste Gruppe der Oligonukleotidsonden
biotinyliert und auf einem Streptavidin-beschichteten Trager immobilisiert sind.

72. Verwendung zweier Gruppen bekannter Oligonukleotidsonden in einem Verfahren nach einem der An-
spriche 1 - 51.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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