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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von mutierten Allelen in einem Uberschuf von Wildtyp—Alielen,
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"Verfahren zum Nachweis von mutierten Allelen”

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von genetischen
Verédnderungen, insbesondere ein Verfahren zum Nachweis von wenigen mutier-

ten Allelen in einem UberschuB von Wildtyp-Alielen.

Dem Nachweis punktmutierter Allele in einem UberschuR von Wildtyp-Allelen
kommt ein bedeutendes diagnostisches Potential zu. Als Anwendungsbereiche

sind beispielsweise zu nennen:

- Nachweis von Tumorzellen im Stuhl von Patienten mit Verdacht auf
kolorektale Karzinome

- Nachweis von Tumorzellen in Sputum und Bronchiallavage von Pa-
tienten mit Verdacht auf Bronchialkarzinom

- Nachweis von Tumorzellen im Urin von Patienten mit Verdacht auf
Blasenkarzinom

- Nachweis von Tumorzeilen in entnommenen Gewebebiopsieproben

Bisher war nur die gezielte Amplifikation definierter Punktmutationen mdglich,
wobei es daflir notwendig war, die Punktmutation bezliglich Ort und Aussehen
genau zu kennen. Als Methoden kénnen hierbei die allelspezifische Oligonukleo-
tid-Hybridisierung klonierter PCR-Produkte (vgl. Sidransky, D. et al., Science
256, S. 102-105 (1992)) oder die "Mutant Enriched PCR" (vgl. Nollau, P. et al.,
int. J. Cancer 66, S. 332-336 (1996)) angewendet werden. Diese Verfahren
eignen sich aber nicht dazu, wenige punktmutierte Allele in einem UberschuR
von Wildtyp-Allelen zu detektieren, wenn die Position der Mutation, z.B. Punkt-

mutation, Deletion, im vorhinein nicht bekannt ist.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, ein Verfahren

bereitzustellen, mit dem wenige mutierte Allele in einem Uberschufd von Wildtyp-
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Allelen nachgewiesen und abgetrennt werden kénnen.

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren gemaR Patentanspruch 1 gelést. Vor-

teilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den Unteranspriichen.

Zu einem "mutierten Allel" kommt es, wenn im Vergleich zum Wildtyp Punkt-
mutationen, Deletionen, Insertionen, Inversionen bzw. Substitutionen kleinerer

oder grolRerer Genbereiche auftreten.

Untersuchungsproben, die sich fur die Analyse auf das Verhandensein von
mutierten Genen eignen, sind z.B.: Blut, Urin, Stuhl, Speichel, Sputum, Bron-

chiallavage, Abstrichmaterial und Biopsiematerial.

Die Erfindung beruht auf dem Prinzip einer allelspezifischen Oligonukleotid-Hybri-
disierung. Daflr werden Oligonukleotide von 12-25, bevorzugt 16-20, Basenpaa
re (bp) an ein geeignetes Tragermaterial gebunden, wobei die Oligonukleotide als
Sonden zu Abschnitten des Wildtyp-Allels komplementar sind. Die Oligonukleo-

tid-Sonden liegen im Vergleich zu den Zielsequenzen in hohem UberschuRR vor.

Geeignete Tragermaterialien, an die die Oligonukleotide gebunden werden, sind
beispielsweise Glas, wie Silikate, Gelmaterialien, wie Agarose und Dextran, oder
Polymermaterialien, wie Polypropylen oder Polyacrylamid. Die Bindung der Oligo-
nukleotide erfolgt vorzugsweise kovalent, da eine adsorptive Bindung in den
seltensten Fallen fest genug ist. Verfahren zur kovalenten Bindung von Oligonu-
kleotiden an Trageroberflachen sind beispielsweise in Khrapko, K.R. et al., DNA
Seqg. 1, S. 375-388 (1991); Fodor S.P.A. et al., Science 251, S. 767-773
(1991) und Maskos et al., Nucl. Acid Research 20, S. 1639-1648 (1992)

beschrieben.

Die Untersuchungsprobe, die sowohl Wildtyp- (im UberschuR) als auch mutierte
Aliele (wenig) enthalt, wird nun einem Trennverfahren, z.B. Chromatographie

oder Elektrophorese, Uber den Trager, an den die Oligonukleotide bevorzugt
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kovalent gebunden sind, unterworfen. Die Bedingungen zur Durchfiihrung der
Trennverfahren sind dem Fachmann geldufig und es werden gebriuchliche
Trennvorrichtungen, beispielsweise in Form von Chromatographiesaulen, Elek-
trophoresekammern, -réhrchen oder -kapillaren eingesetzt. Fur die Hybridisierung
des Wildtyp-Allels mit dem gebundenen Oligonukleotid muB die amplifizierte
DNA einzelsténgig vorliegen. Dies kann z.B. durch Puffer mit entsprechendem
Salzgehalt, z.B. SSC oder SSPE, erreicht werden. Besser geeignet ist die vorheri-
ge Abtrennung eines DNA-Strangs Uber einen entsprechend markierten Primer.
Bei Verwendung z.B. eines Biotin-markierten Primers kann die Abtrennung des

betreffenden DNA-Strangs Uber die Bindung an Streptavidin-Beads erfolgen.

Da die Oligonukleotide nur zu den Sequenzen des Wildtyps komplementar sind,
nicht zu denen der Mutante, hybridisieren sie entweder ausschlieRlich mit dem
Wildtyp-Allel oder retardieren dessen Mobilitat selektiv. Bei ausschlieRlicher Bin-
dung des Wildtyps finden sich die mutierten Fragmente in der nicht an die
Oligonukleotide auf dem Tréger gebundenen Probenfraktion, bei bevorzugter
Bindung des Wildtyps wird das mutierte Fragment vor dem Wildtyp-Fragment

eluiert und damit davon abgetrennt.

Die Sensitivitat des Verfahrens kann weiter erhoht werden, wenn zusatzlich zum
Sense-Strang des Wildtyp-Allels der anti-Sense-Strang in die Analytik einbezogen

wird.

Methodisch am einfachsten ist der Fall, wenn ein Aliel nur Punktmutationen
aufweist und die Stellen, an denen diese gewdhnlich auftreten, bekannt sind.
Dies ist beispielsweise beim KRAS-Gen der Fall, das bei kolorektalen Karzinomen
ausschlieBlich Mutationen im Kodon 12 oder 13 aufweist. In diesem Fall mu
nur ein Oligonukleotid von ca. 20 bp synthetisiert werden, das komplementér zu
dem Bereich des Wildtyp-Allels ist, in dem Kodon 12 und 13 liegen. Das Oligo-
nukleotid wird an einen Trager gebunden, der flir Trennzwecke, z.B. chromato-
graphische oder elektrophoretische Zwecke, geeignet ist. Das interessierende

Gen, hier: KRAS-Gen, wird aus der Untersuchungsprobe isoliert und in Form von
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Restriktionsfragmenten oder PCR-Produkten, die die Kodons 12 und 13 um-
spannen, markiert, z.B. mittels Radionukliden, Fluoreszenzfarbstoffen, Biotin/-
Avidin-System, und dem gewé&hlten Trennverfahren unterworfen. Fur das Trenn-
verfahren ist es vorteilhaft, wenn die DNA einzelstréngig vorliegt. Dies kann z.B.
dadurch erreicht werden, dal3 einer der beiden DNA-Strange mit Biotin markiert
wird und Uber die Bindung an Avidin abgetrennt wird. Bei ausschlieRlicher
Bindung des Wildtyps finden sich die mutierten Fragmente in der nicht gebunde-
nen Fraktion und kénnen nach Auffangen analysiert werden. Bei bevorzugter
Bindung des Wildtyps wird ein Puffer angewendet, der das mutierte Fragment
vor dem Wildtyp-Fragment vom Tréger eluiert. Hier missen Salzlésungen und
Temperatur so gewahlt sein, dal3 das Wildtyp-Allel im Vergleich zum mutierten
Allel retardiert wird. Als Salz ist Tetramethylammoniumchliorid besonders ge-
eignet, da die Stabilitdat von CG- und AT-Basenpaarungen vergleichbar ist. Die
Temperatur solite im Bereicht der Schmelztemperatur des Wildtyp-Allels liegen.
Bei Verwendung von z.B. 20mer gebundenen Oligonukleotiden und 3,0M Tetra-
methylammoniumchlorid liegt die Schmelztemperatur eines vollstédndig kom-

plementaren Hybrids bei 60°C.

Methodisch anders vorzugehen ist in dem Fall, wo es um den Nachweis fur Gene
mit multiplen, heterogenen Punktmutationen geht. Als Beispiel kann das p53-
Gen genannt werden. Iim p53-Gen finden sich multiple Mutationen, die Uber
verschiedene Exons verteilt sind. Um das Problem des Mutationsnachweises im
p53-Gen und bzgl. des Mutationstyps vergleichbarer Gene zu l6sen, sind prinzi-

piell folgende Wege méglich:

- Parallelschaltung von Trennvorrichtungen, z.B. Saulen oder Kapilla-
ren, an deren Trennmaterial (Trager) jeweils verschiedene Oligonu-
kleotide gebunden sind

- Serienschaltung von Trennvorrichtungen, an deren Trennmaterial
jeweils verschiedene Oligonukleotide gebunden sind

- Bindung von Oligonukleotiden, die mit verschiedenen Abschnitten

eines Gens hybridisieren, an einen Trager
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Parallelschaltung von Trennvorrichtungen

Es werden Tragermaterialien flr Trennvorrichtungen eingesetzt, an die ein
Oligonukleotid gebunden ist, das zu einem bestimmten Bereich des Wildtyp-
Allels komplementér ist. Wenn Sense- und anti-Sense-Strang in die Analytik
einbezogen werden, sind fir einen bestimmten Genabschnitt jeweils zwei
Trennvorrichtungen mit den entsprechenden komplementéren Oligonukleotid
erforderlich. Jede Trennvorrichtung enthélt ein Oligonukleotid (bzw. zwei Oligo-
nukleotide bei Verwendung von sense und anti-sense), dessen Basensequenz
von derjenigen der Oligonukleotide anderer Trennvorrichtungen verschieden ist.
Bei einer Oligonukleotididange von 20 bp miRten z.B. mindestens 30 Trennvor-
richtungen hergestellt werden, um den gesamten Bereich einer Ziel-Wildtypse-
quenz von 600 bp abzudecken. Nach PCR-Amplifikation oder entsprechendem
Restriktionsverdau unter Erhalt einer solchen Zielsequenz mit 600 bp wird diese
geméall Standardmethoden in Einzelstrang umgewandelt, markiert, z.B. mit
Fluoreszenzfarbstoffen, Radionukliden oder Avidin/Biotin-System, und die 30
Trennvorrichtungen parallel beladen. Das mutierte Allel wird von dem Wildtyp-
Allel durch die Trennvorrichtung abgetrennt, die mit einem Trager arbeitet, der
einen Mismatch zum mutierten Allel aufweist. Durch Portionierung der zu unter-
suchenden Probe wird bei Parallelschaltung der Trennvorrichtungen verglichen

mit der Serienschaltung die Sensitivitat etwas vermindert.

Serienschaltung von Trennvorrichtungen

In diesem Fall werden die Trennvorrichtungen, die jeweils ein bestimmtes, von
den Oligonukleotiden der anderen Kammern verschiedenes Oligonukleotid enthal-
ten, hintereinander geschaltet. Bei diesem Vorgehen wird vorausgesetzt, daR die
Wildtyp-Fragmente quantitativ binden und die mutierten Fragmente iberhaupt
nicht binden. Zwischen jeder Trennvorrichtung ist jeweils ein Ventil angebracht.
Je nach Stellung des Ventils wird eine MelRzelle (Ventilstellung 1) oder die
nachste Trennvorrichtung (Ventilstellung 1l) beladen. Als MeRzelle kommt z.B.
ein Fluoreszenzphotometer oder ein SzintillationsmeRgerat in Frage. Die Elution
gebundener Fragmente erfolgt gemaR Standardmethoden, wie mittels Hitze oder

Anderung der Salzkonzentration. Der Trennvorgang vollzieht sich beispielsweise
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wie folgt:

Ventil nach Trennvorrichtung 1: Stellung |

Beladung von Trennvorrichtung 1

Beladung der MeRzelle durch nicht-gebundene Fraktion
Ventil nach Trennvorrichtung 1: Stellung |l

Ventil nach Trennvorrichtung 2: Stellung |

Beladung von Trennvorrichtung 2

Beladung der Mef3zelle durch nicht-gebundene Fraktion

usw,

Die Serienschaltung bietet im Vergleich zur Paralleischaltung den potentiellen

Vorteil einer hoheren Sensitivitat.

Bindung von Oligonukleotiden, die mit verschiedenen Abschnitten des Wildtyp-

Allels hybridisieren, an einen Trager

Prinzipiell funktioniert auch eine Trennung, wenn Oligonukleotide, die zu ver-
schiedenen Abschnitten der Ziel-Wildtypsequenz komplementéar sind, an einen
Trager gekoppelt werden. Hier missen die Pufferbedingungen so gewahlit
werden, dal® das Wildtyp-Allel im Vergleich zum mutierten Allel retardiert wird.
Dies kann dann erreicht werden, wenn die Trennung bei einer Temperatur
erfolgt, die im Bereich der Schmelztemperatur liegt bzw. um die Schmelztempe-
ratur oszilliert. Unter diesen Bedingungen kommt es zu einer reversiblen Inter-
aktion zwischen gebundenen Oligonukieotiden und Wildtypsequenzen. Derjenige
Bereich des Gens, der eine Punktmutation aufweist, wird nicht gebunden.
Insgesamt ist somit die Interaktion zwischen mutierten Allelen und gebundenen
Oligonukieotiden schwacher als die Interaktion zwischen Wildtyp-Allel und
gebundenen Oligonukieotiden. Das Prinzip der Trennung impliziert, daR die
Trennieistung mit zunehmender Zahl unterschiedlicher gebundener Oligonukleoti-

de abnimmt.
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Die vorliegende Erfindung zeichnet sich dadurch aus, dal® wenige mutierte Allele
in einem UberschuR von Wildtyp-Allelen nachgewiesen werden kénnen. Ferner
eignet sie sich, heterozygote und homozygote Mutationen bzw. Polymorphismen
nachzuweisen. Die vorliegende Erfindung stellt somit ein Mittel bereit, geneti-
sche Veranderungen vielféltigen Ursprungs zu analysieren. Daher findet die
vorliegende Erfindung breite Anwendung in der Diagnostik. Desweiteren liefert

sie die Basis fur die Entwicklung neuer therapeutischer Anséatze.

Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren verdeutlicht, die zeigen:

Fig. 1: Trennung mutierter p53-Allele von p53-Wildtypallelen durch parallel
geschaltete Trennkammern mit immobilisierten Oligonukleotiden

Fig. 2a: Ventilstellungen bei der seriellen Schaltung von Trennkammern

Fig. 2b: Trennung mutierter p53-Allele von p53-Wildtypallelen durch seriell

geschaltete Trennkammern mit immobilisierten Oligonukleotiden.

Die Erfindung wird nun weiter anhand der Beispiele erlautert.

BEISPIEL 1: Analyse einer Mutation im K-RAS-Gen

DNA kann aus Geweben, Koérperflissigkeiten, Sekreten oder Exkreten extrahiert
werden. Hierzu werden Proben, z.B. Stuhl, Blut, Pankreassaft, Urin oder Spu-
tum, in einer wéalrigen Lésung von 6 M Guanidinum Isothiocyanat suspendiert.
Nach Zentrifugation wird NP-40 hinzugegeben (Endkonzentration 1 %). Nach
einer Inkubationszeit von mindestens 10 min. bei Raumtemperatur werden 500
Ml der Suspension in eine kommerziell erhaltliche Patrone mit einem Glasfilter zur
Isolierung von DNA uUberfiihrt. Nach Zentrifugation und zweimaligem Waschen
mit kaltem Ethanol (4°C) wird die DNA mit heiRem Wasser (70°C) eluiert. Um
eine Degradation zu verhindern, erfolgt eine langere Lagerung in 10 mM Tris-HCI
(pH 7,4).

Zur Durchfihrung einer PCR-Amplifikation werden 500 ng DNA in 100 ul eines
10 mM Tris-HCI-Puffers, pH 8,3 uberfihrt. Der Puffer enthalt folgende Zusatze:
1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI 0,01 % (w/v) Gelatine, jweils 200 M dNTP, 2,5 U



10

15

20

25

30

WO 98/39472 PCT/DE98/00676
-8-

Taqg Polymerase und 0,3 yMol der jeweiligen Primer. Die Sequenz der Primer ist
wie folgt: Sense: 5’-GTATTAACCTTATGTGTGACATGTTC-3’; anti-Sense:

5-TCAAAGAATGGTCCTGCACC-3'. In den anti-Sense-Primer wird zum Ab-
schluf3 der Oligonukleotid-Synthese in einem automatischen DNA-Synthesizer am
5’-Ende ein biotinyliertes Nukieotid, in den Sense-Primer am 5’-Ende ein mit
einem Fluoreszenz-Farbstoff (z.B. Fluorescein) markiertes Nukleotid eingebaut.

Die markierten Nukleotide sind kommerziell erhaltlich.

Zum Nachweis von Mutationen in Kodons 12 und 13 des K-RAS-Gens wird ein
20mer Oligonukleotid an feste Tréger synthetisiert bzw. an feste Trager gekop-
pelt. Die Sequenz des Oligonukleotids ist wie folgt:

5-GCCTACGCCACCAGCTCCAA-3'. Als feste Trager kommen alle fiir chroma-
tographische und elektrophoretische Trennung geeigneten Trager in Frage. Glas

und Polyacrylamid seien beispielhaft als Trennmedien aufgefiihrt.

Als Glastrager sind z.B. por6se Kugeln geeignet. Die Derivatisierung der Glas-
oberflache erfolgt nach Gblichen Verfahren, die Synthese der Oligonukleotide
erfolgt direkt auf den derivatisierten Glasoberflachen in einem automatischen
DNA Synthesizer (Applied Biosystems) nach Vorschrift des Herstellers. Zur
Derivatisierung werden die Glaskugeln (10 g) in 40 ml Xylol + 12 ml 3-Glyci-
doxypropyltrimethoxysilan mit einer Spur Hiinig-Base bei 80°C fiir ca. 12 Std.
inkubiert. Nach Waschen in Methanol und Ether werden die Kugeln in Luft und
unter Vakuum getrocknet. In einem zweiten Schritt wurden Alkyl-Spacermole-
kule an die derivatisierte Oberflache gekoppelt. Hierzu werden die Kugeln z.B. in
Pentaethylenglycol Gberfihrt. Nach Waschen in Methanol und Ether werden die
Kugeln in Luft und unter Vakuum getrocknet. Die Lagerung erfolgt unter Argon
bei -20°C (Maskos U. & Southern EM. Nucleic Acids Res. 10, 1679-1684
(1992)).

Die so derivatisierten Glaskugeln werden direkt in den DNA-Synthesizer einge-

setzt.
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Zur Kopplung an Polyacrylamid wird bei der Oligonukleotidsynthese am 3'-Ende
eine Methyluridin-Base eingebaut. In das Polyacrylamidgel werden durch Behand-
lung mit einer 50 %igen wéaRrigen Hydrazinhydrat-Lésung (1Std., Raumtempera-
tur) Hydrazingruppen eingefuhrt. Zur Kopplung wird die Ribose am 3’'-Ende des
Oligonukleotids mit Natriumperiodat oxidiert. Die entstehende Aldehydgruppe
wird an das derivatisierte Gel gebunden (Khrapko K.R. et al., DNS Seq. 1, 375-
388 (1991)).

Um eine Rehybridisierung der DNA-Einzelstrange im Verlauf von Chromatogra-
phie oder Elektrophorese zu verhindern, ist es sinnvoll, einzelstrangige DNA fir
die Trennung vorzusehen. Hierzu ist der Primer im anti-Sense-Strang biotinyliert.
Das PCR-Produkt wird erhitzt und Uber eine Streptavidin-Festphase passiert (z.B.
Dynabeads). Auf diese Weise wird der anti-Sense-Strang entfernt. Soll der anti-
Sense-Strang analysiert werden, kann auch der Sense-Strang (ber einen ent-

sprechenden biotinylierten Primer entfernt werden.

Die Trennung von Wildtyp und in Kodon 12 bzw. 13 des K-RAS-Gens mutierten
Amplifikaten erfolgt z.B. Gber Saulenchromatographie oder Kapillarelektrophorese
(Acrylamidgel-Fullung der Kapillaren). Bei Beladung des Tragers werden Puffer-
und Temperaturbedingungen so gewahlt, dall die Schmelztemperatur Uber
derjenigen mutanter Allele und unter derjenigen von Wildtyp-Allelen liegt. Als
Puffer kommen z.B. SSC oder SSPE in entsprechender Konzentration (5-4x)
bzw. 3 M Tetramethylammoniumchlorid-Lésung in Frage. Uber einen Heizblock
mufy fir Temperaturkonstanz in der Trennvorrichtung gesorgt werden (z.B.
58°C bei Verwendung von 20mer Oligonukleotiden und 3 M Tetramethylammo-

niumchlorid-Lésung).

Die Detektion der Fluoreszenz-markierten Amplifikate geschieht mittels Laser-
induzierter Fluoreszenz unter Verwendung z.B. eines Argon-Lif-Detektors. Zur
empfindlichen Detektion der DNA kann auch eine zweite PCR angeschlossen

werden.
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BEISPIEL 2: Nachweis von Punktmutationen im 5. Exon des p53-Gens

Die DNA wird, wie in Beispiel 1 beschrieben, isoliert. Zur Amplifikation des 5.

Exons werden folgende Primer verwendet:
Sense: 5'-TTTCAACTCTGTCTCCTTCC-3';
anti-Sense:AACCAGCCCTGTCGTCTCTC-3". Da die Primer in Introns liegen,

kann die gesamte Sequenz von Exon 5 analysiert werden. Der anti-Sense-Primer

wird am 5’-Ende mit einem biotinylierten Oligonukleotid markiert, der Sense-

Primer am b’-Ende mit einem Fluoreszenz-markierten Oligonukleotid. Die PCR

erfolgt wie vorstehend beschrieben. Der biotinylierte DNA-Strang wird durch

Bindung an immobilisiertes Streptavidin abgetrennt.

(a)

Trennung mittels parallel-geschalteter Trennvorrichtungen

Die Trennvorrichtung besteht aus Saulen mit einem definierten Trennmedi-
um, z.B. Glaskugeln, Polyacrylamid (Abb.1). An das Trennmedium in einer
bestimmten Sé&ule wird ein definiertes 20mer Oligonukleotid, wie vor-
stehend beschrieben, kovalent gebunden. Das Oligonukleotid ist zu einem
gegebenen Abschnitt der DNA von Exon 5 des p53-Gens komplementir.
Die in den verschiedenen S&ulen an das Trennmedium gebundenen Oligo-
nukleotide decken insgesamt die gesamte Sequenz des 5. Exons ab. (s.
Abb. 1). Die Saulen befinden sich in einem Heizblock, um konstante
Temperatur zu gewaébhrleisten. Die Temperatur fur die Trennung von
Wildtyp- und mutiertem Allel betragt 58°C. Die Saulen sind mit 3 M
Tetramethylammoniumchlorid-Lésung &quilibriert. Das zu untersuchende
PCR-Produkt, das Wildtyp- und mutiertes Allel enthalt, ist ebenfalls in
dieser Losung geldst. Ferner ist das PCR-Produkt einzelstrangig (Sense-
Strang) und Fluoreszenz-markiert. Es wird in Aliquots auf die Saulen
aufgetragen. Das mutierte Alle weist einen Mismatch zum Oligonukleotid
in der dritten Trennkammer von links auf. Das mutierte Allel liegt im
Vergleich zu den Wildtyp-Allelen im Unterschul® vor. Die Wildtyp-Allele
werden in samtlichen Saulen gebunden. Das mutierte Allel passiert die

dritte Saule von links. Es wird Gber das Fluoreszenzsignal detektiert.
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Séulen oder Detektor konnen beweglich sein. Vor der Beladung einer defi-
nierten Saule wird der Detektor mit dem AuslaB der Saule verbunden.
Nach Ablauf der Reaktion wird der Detektor mit der nachsten Saule
verbunden. Hierdurch kann das Fluoreszenzsignal einer bestimmten Saule
und die Mutation somit einen definierten Abschnitt der DNA-Sequenz
zugeordnet werden. Dies erméglicht den gezielten Nachweis einer Muta-
tion nach einer zweiten PCR, z.B. durch alleispezifische Oligonukleotid-

Hybridisierung oder DNA-Sequenzierung.

Trennung mittels seriell geschalteter Trennkammern

Es wird eine sdulenchromatographische Trennung von in Serie geschalte-
ten Trennkammern beschrieben. Die einzelnen Saulen sind, wie unter (a)
beschrieben, mit einem Trennmedium geflllt, an welches pro Séaule ein
definiertes Oligonukleotid gebunden ist. Die in den verschiedenen Saulen
gebundenen Oligonukleotide decken wiederum die gesamte Sequenz von
Exon 5 ab. Die S&ulen sind temperierbar. Bei serieller Schaltung befindet
sich zwischen den einzelnen S&ulen ein Ventil. Beladung und Ventilstel-
lung sind in Abb. 2a schematisch wiedergegeben. Die an die Trennmatrix
gebundenen Oligonukleotide sind rechts angegeben. Fluoreszenzmarkie-
rung, Isolierung der einzelstrangigen DNA und Saulen bzw. Probenlésung
sind wie unter (a) beschrieben. Vor der Probenaufgabe verschlieRt das
Ventil zwischen Saule 1 und 2 den Zugang zu Saule 2 und 6ffnet den
Zugang zu Detektor oder Sammelgefal’ (Stellung 1). Die Temperatur in
Saule 1 betragt 58°C. Das einzelstrangige PCR-Produkt passiert Saule 1.
Wildtyp-DNA wird gebunden. Falls sich in dem zum gebundenen Oligonu-
kieotid komplementaren DNA-Abschnitt des mutierten Allels eine Punkt-
mutation befindet, wird das mutierte Allel nicht gebunden und dem Detek-
tor bzw. Sammelgefald zugefuhrt. Falls sich die Punktmutation in einem
anderen DNA-Abschnitt befindet, wird das mutierte Allel ebenfalls gebun-
den. Nach AbschluR der Reaktion wird die Ventilstellung zwischen Saule
1 und 2 so verandert, daRR der Zugang zu Saule 2 freigegeben und der

Ausgang zu Detektor/Sammelgefal® geschlossen wird. Das Ventil zwi-
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schen Séule 2 und 3 verschlief3t den Zugang zu Saule 3 und 6ffnet den
Zugang zu Detektor/Sammelgefé3 (Ventilstellungen ). Saule 2 ist auf
58°C temperiert. Sdule 1 wird auf eine Temperatur gebracht, die Gber der
Tm des Wildtyps liegt. AnschlieRend wird Puffer durch das System ge-
pumpt. Die gebundene DNA wird von S&ule 1 eluiert. In Saule 2 hybri-
disiert die Wildtyp-DNA mit dem auf der rechten Seite dargestellten
Oligonukleotid. Falls sich in dem zum gebundenen Oligonukleotid kom-
plementaren DNA-Abschnitt des mutierten Allels eine Punktmutatione
befindet, wird das mutierte Allel nicht gebunden und dem Detektor bzw.
Sammelgefal® zugefihrt. Falls sich die Punktmutation in einem anderen
DNA-Abschnitt befindet, wird das mutierte Allel ebenfalls gebunden. An-
schlieBend wird die Ventilstellung zwischen Saule 2 und 3 so geéndert,
dal® der Zugang zu Saule 3 gedffnet und der Zugang zu Detektor/Sammel-
gefald geschiossen ist (lll). Die Proben-DNA wird durch Erhitzen eluiert
und in Saule 3 Uberfihrt. Der Vorgang wird entsprechend weitergefiihrt,
bis alle Saulen passiert wurden. In Abb. 2b ist eine Trennvorrichtung
dargestellt, die den Nachweis von Punktmutationen im gesamten Exon 5
des p53-Gens ermdglicht. Die auf der linken Seite dargestellten gebunde-
nen Oligonukleotide decken den gesamten Bereich des Sense-Strangs von
Exon b des p53-Gens ab.
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Patentanspriiche
Verfahren zum Nachweis von mutierten Allelen in einem Uberschu® von
Wildtyp-Allelen, umfassend die Abtrennung der Wildtyp-Allele in einem
Trennverfahren Giber einen Trager, an den ein oder mehrere zu dem Wild-

typ-Allel komplementére Oligonukleotide gebunden sind.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Trennverfahren Chromatographie

oder Elektrophorese ist.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Trennverfahren Kapillar-

elektrophorese ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, wobei das mutierte Allel
eine oder mehrere Punktmutationen, Deletionen, inversionen, Insertionen

und/oder Substitutionen kleiner oder gréoRerer Genbereiche aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei fir das Trennver-

fahren mehrere Trennvorrichtungen parallel oder in Serie geschaltet sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei zu dem Wildtyp-Allel
komplementére sense- und/oder anti-sense Oligonukleotide verwendet

werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Oligonukleotide

16 bis 20 Basenpaare umfassen.

Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriche 1 bis 7 in der

Diagnostik von genetischen Veradnderungen.

Verwendung nach Anspruch 8, wobei es sich um Krebsdiagnostik han-

delt.
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Detektor / Sammelgefan

Trennung mutierter P53-Allele von P53-Wildtypallelen durch parallel
geschaltete Trennkammern mit immobilisierten Oligonukleotiden

Fig. 1
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5-ATCTTGTTGAGGGCAGGGGA-3’ Ventil

5-TCTTGGCCAGTTGGCAAAAC-3’

5-CCACAGCTGCACAGGGCAGG-3’

5"-GGCGGGGGTGTGGAATCAAC-3’

5'-TGGCGCGGACGCGGGTGCCG-3

5-TGACTGCTTGTAGATGGCCA-3’

i
5-ACAACCTCCGTCATGTGCTG-3’
|
\

Detektor / Sammelgefan

5 -CATGGTGGGGGCAGCGCCTC-3”

5-ATCGCTATCTGAGCAGCGCT-3"

Trennung mutierter P53-Allele von P53-Wildtypalielen durch seriell
geschaltete Trennkammern mit immobilisierten Oligonukieotiden

Fig. 2b
ERSATZBLATT (REGEL 26)
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