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"Genchip fiir ein Neugeborenen Screening"

Die Erfindung betrifft einen Nukleotidtrager fiir kombinierte Oligonukleotide
mit einer Auswahl von Oligonukieotiden zum Nachweis bestimmter Gense-
guenzen und nimmt die Prioritdt der deutschen Patentanmeldung 100 02
446.7 in Anspruch, auf die inhaltlich Bezug genommen wird.

Hybridisierungstechniken, d.h. die gezielte Anlagerung zweier komplementa-
rer Nukleinsduren aneinander, stellen einen wesentlichen Schrift in einer
Vielzahl molekularbiologischer Verfahren dar. Mit diesen Techniken werden
einzelne Gene oder Teile davon in einer Praparation genomischer DNA oder
das Transkriptionsprodukt eines Genes (MRNA) nachgewiesen [Sambrook J,
Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: A laboratory manual. 2nd ed., vol.
2, 1989, Cold Spring Harbor: Coid Spring Harbor Laboratory Press,
13.96-97; Constanzi C, Gillespie D: Fast blots: immobilization of DNA and
RNA from cells. In: Guide to molecular cloning techniques. Edited by Berger
SR and Kimmel AR, Academic Press Inc., San Diego: Methods in Enzymo-
logy 1987, 152: p582-87; Schena M et al.: Quantitative monitoring of gene
expression patterns with a complementary DNA microarray. Science
1995;270: p467-470].

Eine der wichtigsten Anwendung der Hybridisierung ist die Untersuchung
von Verédnderungen oder Mutationen einzelner Gene [Ausubel FM, Brent R,
Kingston RE, Moore DE, Seidman JG, Smith JA, Struhl K. (Hrsg.) Current
protocols in molecular biology, 1998, John Wiley & Sons].
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Oblicherweise wird eine Hybridisierung mit einer Nachweisreaktion und an-
schlieBender Identifizierung einer Nukleinsiuresequenz kombiniert. Dazu
wird ein Nukleinsaurestrang beispielsweise durch Farbstoffe, Radioaktivitat
oder chemolumineszierende oder fluoreszierende Molekiile markiert, wih-
rend der zweite an eine festen Phase gebunden ist. In den haufig ange-
wandten Southern-Blots fir DNA-Analysen und Northern-Blots fiir RNA-
Analysen wird die feste Phase meist entweder durch Nitrozellulose- oder
Nylonmembranen gebildet.

In diesen herkémmlichen Blot-Systemen wird genomische DNA oder RNA,
die sogenannten Targetsequenzen - Uber ein Agarosegel elektrophoretisch
getrennt, auf die Nitro- oder Nylonmembran transferiert und mit einer be-
kannten DNA- bzw. RNA-Sequenz als Sonde hybridisert. Die Hybridisierung
wird durch eine vorherige Markierung der Sonde nachgewiesen und ggf.
quantifiziert. Diese Verfahren sind durch eine hohe Spezifitat gekennzeich-
net. Sie besitzen aber den Nachteil, daR die Durchfiihrung eines Blotvor-
gangs sehr arbeits- und zeitintensiv ist, und in einem Durchgang jeweils nur
wenige Sequenzen gleichzeitig untersucht werden kénnen.

Das Hybridisieren einer Sonde mit einem Target kann neuerdings auch
durch sogenannte Genchips erfolgen [Lockhart DJ, Dong H, Byrne MC, Fol-
lettie MT, Gallo MV, Chee MS, Mittmann M, Wang C, Kobayashi M, Horton H
and Brown EL. Expression Monitoring by Hybridization to High-Density Oli-
gonucleotide Arrays. Nature Biotechnology. 14:1675-1680, 1996; Wodicka L,
Dong H, Mittmann M, Ho MH, and Lockhart DJ. Genome-Wide Expression
Monitoring in  Saccharomyces Cerevisiae. Nature Biotechnology.
15:1359-1367,1997]. Genchips bestehen aus einem festen Trager aus bei-
spielsweise einem Kunstoff oder Glas, auf den bis zu mehrere tausend Oli-
gonukleotide als Sonden aufgebracht werden kénnen. So wird die Oberfla-
che des nur wenige Quadratzentimeter groen Chips mit einem "Rasen" von
Oligonukleotide bedeckti, mit denen die komplementdren Nukieinsdurese-
quenzen einer DNA oder RNA-Probe hybridisieren kénnen. Die Targetse-
qguenzen werden zuvor markiert, um den spéateren Nachweis der Hybridisie-
rung zu erbringen.



WO 01/53520 PCT/EP01/00139

10

15

20

25

30

35

Die Verwendung von Genchips erlaubt die Untersuchung mehrerer tausend
verschiedener Sequenzen zur gleichen Zeit und stelit gegentiber den her-
kémmlichen Blot-Verfahren somit eine Verbesserung dar. Weiterhin kann die
Hybridisierung auf dem Chip Uber einen Scanner ausgewertet werden, so
dal sich das Verfahren weitgehend automatisieren 1aRt.

Fir die Herstellung von Genchips oder genkombinatorischen Untersu-
chungsmitteln sind verschiedene Techniken entwickelt worden, beispiels-
weise lithographische Verfahren, Siebdruck- oder Reaktionskanalverfahren,
elektrochemische/-synthetische Verfahren, ink-jet-Systeme, micropin-Verfah-
ren oder open capillary tips. Auch ist die Verwendung von Microbeads be-
kannt [Lackner KJ et al. Multiplex DNA- und RNA-Analyse an fluoreszenten
Microbeads als Alternative zum DNA-Array. Statusseminar Chiptechnologie
fur DNA-Diagnostik und Sequenzanalyse in Deutschland. DECHEMA 1999)].

Mutationen in Genen kénnen durch Sequenzierung der genetischen Infor-
mation identifiziert werden (Sanger et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
74:5463-5467, 1977). Die Sequenzierung von Nukleinsauren ist in der Regel
sehr aufwendig, so daf} in der Praxis Mutationen meist indirekt, d.h. tiber die
Untersuchung ihrer biochemischen und/oder physiologischen Auswirkungen
durch biochemische (z.B. enzymgebundene Immunmessverfahren), analy-
tische (z.B. HochleistungsfliBigkeitschromatographie, Gaschromatographie,
oder Massenspektrometrie) oder bakteriologische (sog. Guthrie
Wachstumsinhibitionstest) Verfahren nachgewiesen werden.

Diese Vorgehensweise hat den Nachteil, dafy Mutationen oftmals erst nach
dem Auspragen der durch sie bedingten Stoffwechselstérungen oder Krank-
heitsbilder erkannt werden und infolgedessen mégliche therapeutische oder
kurative Eingriffe erst zu einem spaten Zeitpunkt gewahlt und eingesetzt
werden kénnen. Unter Umstanden sind dann bereits irreversible Schéadigun-
gen entstanden.

Um das Ausbilden der Krankheitssymptome weitgehend zu vermeiden, muf}
die Zeitspanne zwischen der Diagnose des Gendefekts und dem Beginn der
Therapie bzw. Praventionsmalnahme moglichst kurz gehalten werden. Dies
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kann geschehen, indem die Mutationen direkt, d.h. auf der Ebene der Nu-
kleinséuren, nachgewiesen werden. Dies sollte méglichst noch im frithen
Kindesalter erfolgen.

Neben der Sequenzierung kann die Identifikation genetischer Aberrationen
durch die - bereits dargestellte - Hybridisierung erfolgen. Diese hat den Vor-
teil, dafl die Verwendung von Genchips mdglich ist und so die Effekte der
automatisierten Auswertetechniken genutzt werden kénnen.

Aus der US-Patentschrift 5 837 832 ist ein DNA-Chip bekannt, mit dessen
Hilfe bekannte Sequenzen auf mdgliche Mutationen gesichtet werden kon-
nen. Dazu wird zunéchst eine zu der in Frage stehenden sogenannten Refe-
renzsequenz komplementére Sequenz - die sogenannte Wildtyp-Sequenz -
in Abschnitten einer Lange von jeweils vorzugsweise 12 bis 18 Basenpaaren
synthetisiert, sowie Sequenzen, die jeweils nur in einer einzigen Base von
diesen Widtyp-Sequenzabschnitten abweichen. Die Anzahl dieser sog. Sub-
stitutionssequenzen entspricht der Anzahl der theoretisch mdglichen Muta-
tionen durch je eine Basensubstitution.

Anschlielend werden die Sequenzen in einem definierten Muster auf den
Chip vorzugsweise derart aufgebracht, dal sie Blécke mit je funf nebenein-
ander liegenden Reihen bilden. Diese beinhalten je eine Wildtyp-Sequenz
und in paralleler Anordnung dazu drei Substitutionssequenzen mit jeweils
einer der ausgetauschten Base. Eine fiinfte Sequenz entspricht wiederum
der Wildtypsequenz. Demnach werden funf Reihen und Sequenzen benétigt,
um alle theoretisch méglichen Basenaustausche in einem einzigen Nukleotid
innerhalb der Sequenz darzustellen.

In der US-Patentschrift 5 837 832 werden nach diesem Schema menschliche
Gene auf Mutationen untersucht, beispielsweise bestimmte Exons des im
Zusammenhang mit der Cystischen Fibrose diskutierten Gens CFTR oder
des Tumorsurpressorgens p53, dessen Mutationen mit dem Entstehen von
Krebserkrankungen assoziiert sind.
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Der Nachteil dieser Vorgehensweise liegt darin, daR schon bei relativ kurz-
kettigen Genen mehrere 10.000 bis 100.000 verschiedene Sequenzen als
potentielle Hybridisierungsstellen auf den Genchip aufgebracht werden miis-
sen, um das gesamte theoretisch mégliche Mutationsspekirum abzudecken.
Mit der Erhdhung der Sequenzliange des zu untersuchenden Gens oder
Genabschnitts oder einer simultanen Untersuchung zweier oder mehrerer
Gene bzw. Genabschnitte erreicht die fur ein sinnvolles Screening erforderli-
che Anzahl von Hybridisierungsstellen eine die Herstellung und Umsetzung
eines entsprechenden Genchips sprengende GréRenordnung.

Soliten z.B. die derzeit ca. 40.000 fiir die genetische Untersuchung interes-
santen menschlichen Gene mit Hilfe des dargestellten Prinzips gesichtet
werden, wére ein Genchip mit wenigstens 4 x 10° Hybridisierungsstellen er-
forderlich. Das Herstellen eines solchen Chips ist nach dem heutigem Stand
der Technik und selbst mit den sich darin abzeichnenden Entwicklungen
nicht realisierbar. Entsprechend 18Rt sich eine umfassende friihzeitige und
schnelle Untersuchung von Gendefekten in praktisch relevantem Umfang
nicht durchfihren.

Der Erfindung liegt demnach die Aufgabe zugrunde, einen Nukleotidrager fiir
kombinierte Oligonukleotide und eine Auswahl von Sequenzen fiir einen Nu-
kleotidréger fur kombinierte Oligonukleotide oder ein &hnliches genkombi-
niertes Untersuchungsmittel, insbesondere fiir ein Neugeborenen Screening,
bereitzustellen, durch das/die die Uberpriifung des genetischen Zustandes
einer definierten Kombination krankheitsrelevanter Gene bzw. Genabschnitte
(Referenzsequenzen) mdoglich wird.

Die Aufgabe wird geldst durch die in den unabhangigen Anspriichen ange-
gebenen Merkmale. Bevorzugte Ausfihrungsformen sind in den Unteran-
sprichen wiedergegeben.

Die Aufgabe wird im einzelnen geldst durch einen Nukleotidtrager (im fol-
genden ,Genchip“) mit einer Auswahl von Oligonukieotiden mit funktionell
charakterisierten, bekanntermaflen bestimmte Phanotypen verursachenden
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Mutationen. Diese Oligonukleotide kénnen identisch oder komplementar zu
den Referenzsequenzen sein.

Die mutierten Oligonukleotide werden erfindungsgemaR gezielt aus dem
Spektrum aller theoretisch méglichen Mutationen der Referenzsequenzab-
schnitte ausgewahit und kombiniert.

Die derart ausgewahiten, einen spezifischen Phanotypen verursachende
Mutationen sind mit mindestens einem zweiten Phanotypen begriindenden
Oligonukleotiden auf dem Genchip aufgebracht.

Der Begriff Phanotyp ist dabei weit definiert und bezieht sich auf alle Aus-
pragungen, Erscheinungsformen und Konsequenzen, die mit einer ausge-
wahlten Referenzsequenz assoziiert sind oder tiber einen Nachweis dieser
Sequenzen nachgewiesen werden kdnnen.

Den Phénotypen kann dabei beispielsweise eine Kérperfunktion, eine phy-
siologische Funktion, z.B. eine Stoffwechselsttrung, oder eine genetisch be-
dingte Disposition zu einer Krankheit im medizinischen Sinne, z.B. einer be-
stimmten Krebsform, darstellen.

Der erfindungsgemafRe Chip hat den erheblichen Vorteil, dal jeweils nur
eine begrenzte Anzahl von Hybridisierungsstellen erforderlich ist, so dal} ein
sinnvolier, in der medizinischen Praxis nutzbarer Einsatz des Genchips in
den sich der Hybridisierungsreaktion anschliefienden Analysen mdglich ist.

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemafRen Genchip besteht darin, daf eine
schnelle, kostengiinstige und vor allem zuveridssige Untersuchungsmethode
bereitgestellt wird, deren Sensitivitdt diejenige herk&dmmlicher physiologi-
scher Methoden Ubersteigt.

Eine besonders bevorzugte Ausgestaliung der Erfindung erméglicht die
Uberpriifung genetischer Zustinde im pranatalen und neonatalen Bereich.

Bei einem Screeningprogramm fur Neugeborene lassen sich eine Vielzahi
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genetisch bedingter Stoffwechselerkrankungen unter Verwendung einer ge-
ringen Menge Bluts erfassen. ErfindungsgemafR kann eine Auswahi von Oli-
gonukleotiden fiir mindestens zwei oder mehr beispielsweise der folgenden
Erkrankungen auf einem Chip zusammengestelit werden:

Phenylketonurie, Ahornsirupkrankheit, Galaktosamie, Homocystinurie, Bioti-
nidase-Mangel, Mittelkettiger Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel, familidre
Hypercholesterindmie, familiar defektes Apolipoprotein-B, zystische Fibrose,
Marfan-Syndrom, Smith-Lemli-Opitz-Syndrom, Adrenogenitales Syndrom.

Besonders bevorzugt ist ein Chip mit Oligonukleotiden fiir die Erkrankungen
~~henylketonurie® und ,Galactosamie”. Dieser wird vorzugsweise des weite-
ren kombiniert mit Oligonukleotiden fur ,Biotinidase-Mangel“.

Die genannten Erkrankungen werden durch Mutationen auf insgesamt 21
definierten Genen verursacht, die inklusive der funktionell relevanten regu-
latorischen Bereiche etwa 150.000 Nukleotide umfassen. Da jedes Nukleotid
jeweils mit einer der vier Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin vorlie-
gen kann, und auch Insertionen, Deletionen oder Inversionen beriicksichtigt
werden missen, ergeben sich etwa 900.000 verschiedene Mutationsmdg-
lichkeiten. Werden des weiteren komplexere Mutationen, wie z.B. soge-
nannte kleine Indels (Insertionen / Deletionen) einbezogen, ergeben sich
schnell mehrere Millionen verschiedener Mutationen.

Ein Genchip nach dem Stand der Technik mlfdte demnach mehrere Millio-
nen dazu korrespondierender Hybridisierungsstellen aufweisen. Eine solche
Anzahl von Sequenzen kann auf den bekannten Genchips nicht sinnvoli un-
tergebracht und ausgewertet werden.

Durch die erfindungsgemafie Auswahl von Oligonukleotiden kénnen die fir
den Nachweis der Erkrankungen auf einem Genchip erforderlichen Sequen-
zen, d.h. Hybridisierungsstellen auf etwa 5.000 reduziert werden. Damit ist
eine simultane Mutationsdetektion auf nur einem einzigen Genchip moglich.
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Es ist auch méglich, unter den fiilr den Nachweis der oben aufgefithrten Er-
krankungen erforderlichen Oligonukleotiden wiederum eine Auswahl zu tref-
fen und nur eine oder wenige der Erkrankungen zu diagnostizieren.

Bei diesen in dieser besonderen Ausfiihrungsform diagnostizierten Erkran-
kungen handelt es sich um eine gezielte Auswahl der wichtigsten genetisch
bedingten Erkrankungen des Menschen. lhre Auswahl erfolgt des weiteren
nach den Kriterien der Behandelbarkeit und der signifikanten Haufigkeit in
der Bevolkerung. Ferner sind sie im wesentlichen auf bereits bekannte Mu-
tationen zurtickzufiihren. Es wurde dabei die funktionell charakterisierten
Mutationen kombiniert, die jeweils 90 bis 95 % der beobachteten tatsachli-
chen Erkrankungen verursachen.

Nach diesem Prinzip kbnnen jedoch auch weitere Erkrankungen, deren ge-
netische Ursachen bekannt sind, allein oder in Kombination nachgewiesen
werden.

Ebenso ist es mdglich, Krankheiten oder Phanotypen bei anderen Organis-
men, z.B. bei Tieren, zu identifizieren oder nachzuweisen.

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines Beispiels einer Auswahl von
Erkrankungen des naheren erlautert:

Dem erfindungsgeméfien Genchip und der erfindungsgeméfien Auswahl
liegen Oligonukleotide zum Nachweis von Referenzsequenzen, also auch
dazu komplementaren Sequenzen zugrunde, die auf 21 Genen des mensch-
lichen Genoms liegen. Es handelt sich dabei im einzelnen um folgende Se-
guenzen, die in ihrem Code der Genbank des National Center for Biotech-
nology Information (NCBI) angegeben sind. Die zu diagnostizierenden Er-
krankungen sind jeweils in Klammern angegeben:

1. Phenylalaninhydroxylase, PAH (Diagnose der Phenylketonurie)
[GenBank-Nummern: K03020, NM 000277, L47726, U49897].

2. Quinoid Dehydropteridin Reduktase, QDPR (Diagnose der Phenylketonu-
rie) [GenBank-Nummern: NM 000320, M16447, X04882].
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3. Mitochondriale verzweigtkettige alpha-Ketosauredehydrogenase, o-Pep-
tid, BCKDHA (Diagnose der Ahornsirupkrankheit) [GenBank-Nummer:
Z14093].

4. Mitochondriale verzweigtkettige alpha-Ketosauredehydrogenase, p-Pep-
tid, BCKDHB (Diagnose der Ahornsirupkrankheit) [GenBank-Nummer:
M55575].

5. Verzweigtkettige Dihydrolipoamid-Transacylase, DBT (Diagnose der
Ahornsirupkrankheit) [GenBank-Nummer: X66785).

6. Galaktose-1-Phosphat Uridyliransferase, GALT (Diagnose der Galak-
tosédmie) [GenBank-Nummern: M60091, NM 000155; L46354 bis 46365,
L46691 bis 46724].

7. Galaktokinase, GALK1 (Diagnose der Galaktosamie) [GenBank-Num-
mern: NM 002044, NM 000154, L76927, U26401, M84443].

8. UDP-Galaktose-4-Epimerase, GALE (Diagnose der Galaktosamie)
[GenBank-Nummer: L41668] (Diagnose von Galaktosamie).

9. Cystathion-beta-Synthase, CBS [GenBank-Nummern: NM 000071,
L14577, X98810 bis X98823, X88562, X87815, X87816, X91910].

10. Methyltetrahydrofolat-L-Homocystein-S-Methyltransferase, MTR
(Diagnose von Homocystinurie) [GenBank-Nummer: AF025794, NM
002454].

11.5,10-Methylentetrahydrofolat Reduktase (NADPH), MTHFR (Diagnhose
von Homocystinurie) [GenBank-Nummern: U09806, AF105988 bis
AF105998].

12.Biotinidase, BTD (Diagnose eines Biotinidase-Mangels) [GenBank-Num-
mern: U63274, U03274).

13. Mittelkettige Acyl-CoA-Dehydrogenase, ACADM (Diagnose eines Mittel-
kettigen Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangels)  [GenBank-Nummern:
M16827, M91422 bis M91432, NM 000016].

14.Low-Density-Lipoprotein Rezeptor, LDLR (Diagnose der familidren Hy-
percholesterinamie) [GenBank-Nummern: NM 000527, L0O0336 bis
00352, L29401].

15. Apolipoprotein B (Diagnose eines familiar defektem Apolipoprotein B)
[GenBank-Nummern: X04506, M14162].

16.“Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”, CFTR (Diagnose
einer zystischen Fibrose) [GenBank-Nummern: NM 000492, M55131].
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17.Fibrillin-1, FBN1 (Diagnose eines Marfan-Syndroms) [GenBank-Num-
mern: NM 000138, X63556, L.13923].

18."Latent-transformierender Wachstumsfaktor", beta-Bindeprotein-2,
LTBP2 (Diagnose eines Marfan-Syndroms) [GenBank-Nummern:
237976].

19. Delta-7-Sterolreduktase, DHCR7 (Diagnose eines Smith-Lemli-Opitz-
Syndroms) [GenBank-Nummer: AF034544].

20.Sterol 21-Hydroxylase, CYP21 (Diagnose eines Adrenogenitalen Sy-
droms) [GenBank-Nummern: M26856, M13935, M13936].

21.Sterol 17-Hydroxlase, CYP17 (Diagnose eines Adrenogenitalen Sy-
droms) [GenBank-Nummern: NM 000102, M14564, M31146].

Der erfindungsgemaRe Genchip kann also Oligonukleotid-Sequenzen ent-
halten, die identisch mit den entsprechenden Abschnitten der Referenzse-
quenzen oder aber dazu komplementar sind. Des weiteren kénnen Oligonu-
kleotide aufgebracht werden, die funktionell charakterisierte Mutationen oder
dazu komplementare Sequenzen enthalten. Bei den Mutationen kann es sich

‘um Basensubstitutionen, Insertionen und Deletionen handein. Ebenso sind

komplexere Mutationen wie Inversionen und Indels (als Insertio-
nen/Deletionen) moglich.

Die Lange der auf den Genchip aufgetragenen Oligonukleotide kann 16 bis
25 Nukleotide betragen. Vorzugsweise werden 15 bis 18-Mere verwendet.

Werden die zu den Abschnitten der Referenzsequenz identischen Oligonu-
kleotide auf den Genchip aufgebracht, kdnnen die dazu komplementaren
Sequenzen aus der zu untersuchenden Probe synthetisiert werden. Diese
Synthese erfolgt wahrend der fir den spateren Nachweis der erfolgten Hy-
bridiéierung notwendigen Markierungsreaktion.

Auf den erfindungsgemale Genchip kdnnen sowohl DNA - als auch mit RNA
—Sequenzen aufgetragen sein. Entsprechend kénnen Nukleotide mit Uracil

Verwendung finden. Ebenso kénnen Basenanaloga eingesetzt werden.

Der erfindungsgemaRe Genchip hat den Vorteil, dal er um zukinitig se-
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quenzierte und funktionell charakterisierte Oligonukleotide ergénzt werden
kann

Im folgenden wird die Erfindung anhand folgender Ausfiihrungsbeispiele des
néheren erlautert.

Beispiel 1:
DNA-Chip zur Mutationsdetektion der Phenylketonurie (PKU)

Oligonukleotide, die zu Sequenzen der in Tabelle 1 aufgefiihrten Referenz-
sequenzen komplementér sind, werden mit Hilfe von Standardtechniken, wie
sie beispielsweise in der deutschen Patentschrift 196 12 356 oder der US-
Patentschrift 5 837 832 beschrieben sind, auf einen geeigneten Trager auf-
gebracht. Dieser besteht vorzugsweise aus mit Gold beschichteten Glas. Die
Ologonukteotide weisen eine Lange von 15 Nukleotiden auf. Im Einzelfall
sind auch Sequenzen von 16 bis 25 Nukieotiden méglich.

Der Trager wird in eine Vielzahi von Feldern aufgeteiit, die jeweils nur eine
eine Mutation umfassende Sequenz enthalten. Dabei sind die Sequenzen
innerhalb des Feldes derart positioniert, dall die Mutation relativ zu dem
Referenzsequenzabschnitt moglichst zentral liegt.

Fir die Diagnose der die Phenylketonurie verursachenden Mutationen im
Phenylalaninhydroxylasegen (PHA-Gen) ergeben sich auf dem erfindungs-
gemalen Genchip insgesamt 548 Felder. Dabei tragt z.B. das Feld 1.1 die
Sequenz CAGTGGACATGCTGG, welche komplementar zu dem Referenz-
sequenzabschnitt CCAGCATGTCCACTG ist (Tabelle1, Zeile 1, Spalte 2)
und das Feld 1.2 das entsprechende, mutierte Oligonukleotid
CAGTGGATATGCTGG, welches komplementar zu dem mutierten Referenz-
sequenzabschnitt CCAGCATATCCACTG (Tabelle1, Zeile 1, Spalte 3; Muta-
tion unterstrichen) ist.

Fur die Belegung der Felder 2.1 und 2.2 und alle weiteren wird die Sequenz-
information der Zeile 2 der Tabelle 1 fortlaufend entsprechend benutzt.
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Tabelle 1: Liste der Nukleinséuresequenzen, deren komplementare Sequen-
zen auf den Chip aufgebracht werden. Um die Ubersichtlichkeit zu wahren,
wird lediglich der zentrale Bereich der 15- bis 25-mere als Ausschnitt ge-
zeigt. Die nicht aufgeflihrten Sequenzabschnitte sind zu der Referenzse-
quenz komplementar. Die Position relativ zu der Referenzsequenz ergibt
sich aus der Angabe der Codon-Nummer.

Ein zu dem mutierten Referenzsequenzabschnitt komplementéres Oligonu-
kleotid wird an genau definierter Stelle auf den Trager aufgebracht. Die von

der Referenzsequenz abweichenden Nukleotide ergeben sich aus der Spalte
3 der Tabelle.

Die in der Tabelle aufgefihrten Sequenzinformationen beziehen sich auf die
Referenzsequenz mit der GenBank-Nummer U49897. Es sind sowoh! Mis-
sense oder Nonsens-Mutationen (Tabelle 1A) als auch Spleivarianten
(Tabelle 1B), Deletionen (Tabelle 1C und 1E); Insertionen (Tabelle 1D), In-
dels und komplexe Rearrangierungen ausgewahit.

A) Missense- oder Nonsense-Mutationen

Codon-Nr. Referenz- Mutierte Sequenz | Aminoséure-
Referenz- sequenz austausch
Sequenz

1 ATGt ATA Met-lle

1 cATG . GTG Met-Val
20 aCAG TAG GIn-Term
39 TTCt 171G Phe-Leu
40 TCA TTA Ser-Leu
41 aCTC TTC Leu-Phe
46 tGGT AGT Gly-Ser
47 GCA GTA Ala-Val
48 TT1G TCG Leu-Ser
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52 TTG TCG Leu-Ser
53 CGC CAC Arg-His
55 TTTg 176G Phe-Leu
56 GAGg GAT Glu-Asp
63 gACC CCC Thr-Pro
64 cCAC AAC His~Asn
65 ATT AAT lle-Asn
65 ATT ACT lle-Thr
67 alCT CCT Ser-Pro
68 AGAc AGT Arg-Ser
70 tTCT CCT Ser-Pro
77 TATg TAG Tyr-Term
81 cACC CCC Thr-Pro
84 gGAT TAT Asp-Tyr
87 AGCc AGA Ser-Arg
87 tAGC CGC Ser-Arg
89 gCCT TCT Pro-Ser
92 ACA ATA Thr-lle
94 ATC AGC lle-Ser
98 1TG TCG Leu-Ser
104 GCC GAC Ala-Asp
111 aCGA TGA Arg-Term
120 TGG TAG Trp-Term
122 CCA CAA Pro-Gin
124 ACC ATC Thr-lle
129 GAC GGC Asp-Gly
132 GCC GTC Ala-Val
143 GAT GGT Asp-Gly
145 GAC GTC Asp-Val
147 cCCT TCT Pro-Ser
148 tGGT AGT Gly-Ser
161 GAT GGT Asp-Gly
155 CGT CAT Arg-His
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158 CGG CAG Arg-GIn
158 aCGG TGG Arg-Trp
161 TTT TCT Phe-Ser
164 ATT ACT lle-Thr
165 tGCC ACC Ala-Thr
166 TACa TAA Tyr-Term
167 AAC ATC Asn-lle
171 GGG GCG Gly-Ala
172 gCAG TAG GIn-Term
173 gCCC ACC Pro-Thr
174 ATC ACC lle-Thr
174 cATC GTC lle-Val
175 cCCT GCT Pro-Ala
176 CGA CTA Arg-Leu
176 tCGA TGA Arg-Term
177 aGTG CTG Val-Leu
178 GAA GGA Glu-Gly
182 GAA GGA Glu-Gly
187 TGG TAG Trp-Term
187 TGGg TGC Trp-Cys
187 alGG CGG Trp-Arg
190 GTG GCG Val-Ala
194 CTG CCG Leu-Pro
201 cCAT TAT His-Tyr
203 TGC TAC Cys-Tyr
204 TATg TAG Tyr-Term
206 TACa TAG Tyr-Term
207 AAT AGT Asn-Ser
207 cAAT GAT Asn-Asp
211 tCCA ACA Pro-Thr
213 CTT CCT Leu-Pro
217 cIGT GGT Cys-Gly
218 GGC GTC Gly-Val
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221 GAA GGA Glu-Gly
222 GAT GGT Asp-Gly
224 ATT ACT lle-Thr
224 ATTc ATG lle-Met
225 CCC CGC Pro-Arg
225 tCCC ACC Pro-Thr
230 cGTT ATT Val-lle
231 tTCT CCT Ser-Pro
232 tCAA TAA Gln-Term
238 cACT CCT Thr-Pro
239 GGT GCT Gly-Ala
239 GGT GTT Gly-Val
239 tGGT AGT Gly-Ser
241 CGC CAC Arg-His
241 CGC CTC Arg-Leu
241 cCGC TGC Arg-Cys
242 cCTC TTC Leu-Phe
243 CGA CAA Arg-Gin
243 cCGA TGA Arg-Term
244 CCT CTT Pro-Leu
245 GTG GAG Val-Glu
245 GTG GCG Val-Ala
245 tGTG CTG Val-Leu
246 GCT GTT Ala-Val
247 GGC GTC Gly-Val
248 CTG CCG Leu-Pro
249 gCTT TTT Leu-Phe
252 CGG CAG Arg-Gin
252 tCGG GGG Arg-Gly
252 tCGG TGG Arg-Trp
255 TTG TCG Leu-Ser
255 clTG GTG Leu-Val
259 GCC GTC Ala-Val
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261 CGA CAA Arg-Gin
261 CGA CCA Arg-Pro
261 cCGA TGA Arg-Term
263 TTCc TG Phe-Leu
265 TGC TAC Cys-Tyr
269 ATC AAC lle-Asn
269 cATC CTC lle-Leu
270 AGA AAA Arg-Lys
270 AGAc AGT Arg-Ser
272 tGGA TGA Gly-Term
273 TCC TTC Ser-Phe
276 ATGt ATT Met-lle
276 cATG GTG Met-Val
277 gTAT GAT Tyr-Asp
278 ACC AAC Thr-Asn
278 ACC ATC Thr-lle
280 cGAA AAA Glu-Lys
281 CCT CTT Pro-Leu
282 tGAC AAC Asp-Asn
283 ATC AAC lle-Asn
283 cATC TTC lle-Phe
285 cCAT TAT His-Tyr
295 TCA TGA Ser-Term
297 CGC CAC Arg-His
297 tCGC TGC Arg-Cys
299 TTT TGT Phe-Cys
300 GCC GTC Ala-Val
300 tGCC TCC Ala-Ser
303 tTCC CCC Ser-Pro
306 aATT GTT lle-Val
309 GCC GAC Ala-Asp
309 GCC GTC Ala-Val
311 CTG CCG Leu-Pro
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314 CCT CAT Pro-His
320 AAGc AAC Lys-Asn
322 GCC GGC Ala-Gly
322 cGCC ACC Ala-Thr
325 TACt TAG Tyr-Term
326 TGG TAG Trp-Term
327 TTTa TG Phe-Leu
331 TTT TGT Phe-Cys
331 gTTiT CTT Phe-Leu
333 gCTC TTC Leu-Phe
336 aCAA TAA GIn-Term
338 aGAC TAC Asp-Tyr
341 aAAG TAG Lys-Term
342 gGCA ACA Ala-Thr
342 gGCA CCA Ala-Pro
343 TAT TGT Tyr-Cys
344 tGGT AGT Gly-Ser
345 tGCT ACT Ala-Thr
346 tGGG CGG Gly-Arg
347 gCTC TTC Leu-Phe
348 cCTG GTG Leu-Val
349 TCA TTA Ser-Leu
349 gTCA CCA Ser-Pro
350 alCC ACC Ser-Thr
352 tGGT CGT Gly-Arg
355 aCAG TAG Gin-Term
356 TACt TAA Tyr-Term
356 TACt TAG Tyr-Term
359 TCA TGA Ser-Term
360 aGAG TAG Glu-Term
362 gCCA ACA Pro-Thr
366 CCC CAC Pro-His
367 cCTG GTG Leu-Val
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371 AAG AGG Lys-Arg
372 gACA TCA Thr-Ser
380 ACG ATG Thr-Met
386 TAT TGT Tyr-Cys
387 tTAC CAC Tyr-His
388 cGTG ATG Val-Met
388 cGTG CTG Val-Leu
390 GAG GGG Glu-Gly
394 GAT GCT Asp-Ala
394 tGAT CAT Asp-His
395 GCC GGC Ala-Gly
395 tGCC CCC Ala-Pro
403 GCT GTT Ala-Val
407 aCCT TCT Pro-Ser
408 CGG CAG Arg-Gln
408 tCGG TGG Arg-Trp
413 CGC CCC Arg-Pro
413 tCGC AGC Arg-Ser
414 TAC TGC Tyr-Cys
415 cGAC AAC Asp-Asn
417 aTAC GAC Tyr-Asp
418 cACC CCC Thr-Pro
447 GCC GAC Ala-Asp

Spalte 1 gibt die Nummer des von der Mutation betroffenen Kodons auf der
Referenzsequenz an. Die letzte Spaite gibt den durch die Mutation codierten
Aminos&ureaustausch wieder.

B) Spleivarianten

Intron-Nr. Art der Splei3stelle |Position der Muta-|Basen-
tion austausch

1 Donor +5 G-C

1 Donor +5 G-T
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2 Akzeptor -13 T-G
2 Donor +1 G-A
2 Donor +5 G-A
2 Donor +5 G-C
2 Donor +5 G-T
2 Donor +6 T-G
3 Akzeptor -1 G-T
3 Akzeptor -0 T-A
4 Akzeptor -2 A-C
4 Akzeptor -5 C-G .
4 Akzeptor -1 G-A
4 Donor +1 G-A
4 Donor +5 G-T
5 Donor +1 G-A
6 Donor -96 A-G
7 Akzeptor -2 A-T
7 Donor +1 G-A
7 Donor +5 G-A
7 Donor +3 G-C
7 Donor +2 T-A
8 Akzeptor -7 A-G
8 Donor +1 G-A
9 Akzeptor -2 A-C
9 Akzeptor -6 T-G
9 Donor +6 T-A
10 Akzeptor -1 G-A
10 Akzeptor -11 G-A
10 Donor +3 A-C
10 Donor +3 A-G
11 Akzeptor -8 G-A
11 Donor -6 A-G
11 Donor +1 G-A
11 Donor +20 G-C
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11 Donor +5 G-T
12 Donor +1 G-A
12 Donor +2 T-C

Die Lage der Oligonukleotide, abgeleitet aus der Referenzsequenz mit der
GenBank-Nummer U49897, ergibt sich aus Spalten 1-3. Die Spalte 4 spezifi-
5  ziert die Mutation. P

C) Kleine Deletionen

Codon-Nr. |Referenzsequenz Mutierte Sequenz
14 GCAGGAAACTCtCTGACTTTGG GCAGGAAACTCTGACTTTGG
38 ATCACTGATCHcTCACTCAAAG ATCACTGATCTCACTCAAAG
54 TTGCGCTTATITGAG_E212_GTCA |TTGCGCTTATTGAG_E2I2_GTC
GT AGT
69 ATCTAGACCTIctCGTTTAAAGA ATCTAGACCTCGTTTAAAGA
93 TCTGACAAACatcATCAAGATCT TCTGACAAACATCAAGATCT
185 AAAAGAAAACaTGGGGCACAG AAAAGAAAACTGGGGCACAG
210 CACATTTTTCcACTTCTTGAA CACATTTTTCACTTCTTGAA
220 GCTTCCATGAagATAACATTCC GCTTCCATGAATAACATTCC
269 AGTACATCAGacatgGATCCAAGCC |AGTACATCAGGATCCAAGCC
273 CATGGATCCAagcccatgta- CATGGATCCAACCCCCGAAC
tACCCCCGAAC
309 GGCCTTGCCTctetgggtgcaCCTGAT (GGCCTTGCCTCCTGATGAAT
GAAT
313 CTGGGTGCACCTGATGAATAC CTGGGTGCACTGATGAATAC
341 CTCCATAAAGYCATATGGTGC CTCCATAAAGCATATGGTGC
345 TATGGTGCTGgGCTCCTGTCA TATGGTGCTGGCTCCTGTCA
351 GTCATCCTTTgGTGAATTACA GTCATCCTTTGTGAATTACA
352 ATCCTTTGGTgAATTACAG _ ATCCTTTGGTAATTACAG_
E10/M0_GT E10/110 GT
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362 GAGAAGC- GAGAAGCCAAAGCTGGAGAA
CAAagcttctccecctggAGCTGGAGAA

362 AGAAGCCAAAgGCTTCTCCCCC AGAAGCCAAACTTCTCCCCC

363 GAAGCCAAAGCHCTCCCCCTGG | GAAGCCAAAGCTCCCCCTGG

372 GGAGAAGACAgcCATCCAAAAT GGAGAAGACACATCCAAAAT

387 CTGTATTACGtgGCAGAGAGTT CTGTATTACGGCAGAGAGTT

398 CAAGGAGAAAgtaaG_E11/111_GT |CAAGGAGAAAG_E11/111_GTG
GAGGTGG AGGTGG

399 GGAGAAAGTAaG_E11/M11_GTGA |GGAGAAAGTAG_E11/111_GTG
GGTGG AGGTGG

401 TTGGTCTTAG_IM1/E12_gAACTTT [TTGGTCTTAG_I11/E12_AACTT
GCTG TGCTG

406 GCCACAATACCTCGGCCCTTC GCCACAATACTCGGCCCTTC

407 CACAATACCTcGGCCCTTCTC CACAATACCTGGCCCTTCTC

Die deletierten Nukleotide sind in Kleinbuchstaben dargestelit.

D) Kleine Insertionen

Codon-Nr. Insertiertes Nukieotid
88 C
366 C
452 A

Indels (Insertionen/Deletionen)

55 GCTTATTTGAg_E2/i2_gTCAGTACTA

E) Grofiere Deletionen

Exon 3 plus flankierende Sequenzen
22 Bp, beginnend mit Nukleotid 593, Kodon 198
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22 bp beginnend mit Nukleotid 586, Kodon 196
265 bp, betreffen Exone 5-6

Exone 1-5 plus flankierende Sequenzen

Exone 9-13 plus flankierende Sequenzen

22 bp beginnend mit Nukleotid 589, Kodon 197
Exone 9-11 plus flankierende Sequenzen

F) Komplexe Rearrangierungen

GA-AC Nukleotide 470-471 R157N

Beispiel 2:
DNA-Chip fiir eine Neugeborenen Screening

Ein DNA-Chip wird in der Weise hergestellt wie in Beispiel 1 des naheren
ausgefthrt. Auch hier werden der 15- bis 18-mere Oligonukleotidsequenzen
mit bekannten Techniken auf einen Trager gebracht. Die Oligonukleotide
sind dabei komplementar zu den entsprechenden Abschnitten der Referenz-
sequenz bzw. zu den mutierten Sequenzbereichen.

Die Referenzsequenzen liegen auf folgenden Genen:

1. Phenylalaninhydroxylase, PAH (Diagnose der Phenylketonurie)

2. Quinoid Dehydropteridin Reduktase, QDPR (Diagnose der Phenylketo-
nurie).

3. Mitochondriale verzweigtkettige alpha-Ketosauredehydrogenase, a-Pep-
tid, BCKDHA (Diagnose der Ahornsirupkrankheit).

4. Mitochondriale verzweigtkettige alpha-Ketosauredehydrogenase, B-Pep-
tid, BCKDHB (Diagnose der Ahornsirupkrankheit).

5. Verzweigtkettige Dihydrolipoamidtransacylase, DBT (Diagnose der
Ahornsirupkrankheit).

6. Galaktose-1-Phosphat Uridyltransferase, GALT (Diagnose der Galak-
tosamie).

7. Galaktokinase, GALK1 (Diagnose der Galaktosamie).
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12.
13.

14.

15.
16.

17.
18.

19.

20.

21.

-23.

UDP-Galaktose-4-Epimerase, GALE (Diagnose der Galaktosamie).
Cystathion-beta-Synthase, CBS (Diagnose der Homocystinurie).
5,10-Methylentetrahydrofolat Reduktase (NADPH), MTHFR (Diagnose
der Galaktosamie).
Methyltetrahydrofolat-L-Homocystein-S-Methyltransferase, MTR
(Diagnose der Galaktosamie).

Biotinidase, BTD (Diagnose eines Biotinidase-Mangels).

Mittelkettige Acyl-CoA-Dehydrogenase, ACADM (Diagnose eines Mittel-
kettigen Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangels).

Low-Density-Lipoprotein Rezeptor, LDLR (Diagnose der familigren Hy-
percholesterinamie)

Apolipoprotein B (Diagnose eines familiar defektem Apolipoprotein B).
“Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”, CFTR (Diagnose
einer zystischen Fibrose).

Fibrillin-1, FBN1 (Diagnose eines Marfan-Syndroms).
"Latent-transformierender =~ Wachstumsfaktor”, beta-Bindeprotein-2,
LTBPZ2 (Diagnose eines Marfan-Syndroms).

Delta-7-Sterolreduktase, DHCR7 (Diagnose eines Smith-Lemli-Opitz-
Syndroms).

Sterol 21-Hydroxylase, CYP21 (Diagnose eines Adrenogenitalen Sy-
droms).

Sterol 17-Hydroxlase, CYP17 (Diagnose eines Adrenogenitalen Sy-
droms).

Aus diesen Genen sind die in der Tabelle 2 dargestellten Referenzsequen-
zen, die Gber ihre Codenummer der Genbank des National Center for Bio-
technology Information (NCBI) identifizierbar sind ausgewahit.

Auf den erfindungsgemafien Genchip fiir ein Neugeborenen Screening wird
eine Auswahl von zu funktionell charakterisierten Mutationen komplementa-
ren Oligonukleotiden aufgetragen. Diese Mutationen sind in den Tabellen
6.1.1. bis 6.12.5 in ihrer Lage auf der Referenzsequenz und den betroffenen
Aminoséauren spezifiziert. ‘

Insgesamt sind auf dem fir das Neugeborenen Screening eingesetzten
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Genchip mindestens 3.348 Hybridisierungsstellen zur Diagnose der zwélf
haufigsten, behandelbaren Erbkrankheiten vorhanden. Die gemeinsame
Prasenz dieser Oligonukleotidsequenzen auf einem Trager erlaubt die si-
multane Diagnostik dieser Erkrankungen aus nur einer Patientenprobe. Des-
halb eignet sich dieser DNA-Chip insbesondere fiir den Einsatz in neonata-

len oder pranatalen Screeningprogrammen.

Aus Tabelle 4 sind weitergehende Informationen beziiglich der zu diagnosti-

zierenden Erkrankungen zu entnehmen.

Tabelle 2:
Gen, Gensymbol Erkrankung GenBank Hybridi-sie-
Nummer d. rungsstellen
Ref.-Sequenz (Mindestzahl)
Phenylalaninhydroxylase, PAH Phenylketonurie U490897, 548
K03020,
NM 000277,
L47726
Quinoid Dihydropteridin Re- Phenylketonurie I X04882, M16447 40
duktase, QDPR NM 000320
Alpha-Ketosauredehydroge- Ahornsirupkrankheit M55575 48
nase, mitochondrial a- und p- 214093
Peptid, X66785
Dihydrolipoamid-Transacylase
Galaktose-1-Phosphat  Uridyl- Galaktosémie M60091, 230
transferase L46354-
365, NM
000155,
L46691-724
Galaktokinase Galaktosamie M84443, 4
U26401,

NM 002044,
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NM 000154,
L76927
UDP-Galaktose-4-Epimerase  Galaktosamie L41668 16
Cystathion-beta-Synthase Homocystinurie L14577, 176
X98810-23,
X88562,
X91910,
X87815-6,
NM 000071
5-Methyltetrahydrofolat-Ho- Homocystinurie AF025794 4
mocystein  Methyltransferase NM002454
Reductase
5,10-Methylentetrahydrofolat Homocystinurie u098086, 32
Reductase, NADPH AF105988-98
Mittelkettige  Acyl-CoA-Dehy- MCAD M16827, 48
drogenase NM 000016,
M91422-32
Biotinidase Biotinidasemangel  U63274, U03274 28
LDL-Rezeptor Familiare Hyper- L00336-52, 722
cholesterinamie 1.29401,
NM 000527
Apolipoprotein-B 3500 Familiar ~ defektes X04506, M14162 2
Apo-B
Gen Erkrankung GenBank Hybridi-
Nummer d. sierungs-
Ref.-sequenz stellen
CFTR Zystische Fibrose =~ M55131, 992
NM 000492
Fibrillin | Marfan X63556, L13923, 272

NM 000138
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LTBP2 Marfan 237976 4
Delta-7-Sterolreduktase Smith-Lemli-Opitz ~ AF034544 84
CYP21, CYP17 Adrenogenitales M26856, 98
Syndrom M31146

M13935-6,

M14564,

NM 000102

Beispiel 3:
DNA-Chip fiir die Diagnose eines Biotinidase-Mangels

In diesem Beispiel werden die in der Tabelle 3 aufgelisteten Olinukleotide
der Referenzsequenz direkt mit Hilfe der bekannten Standardtechniken auf
einen geeigneten Trager aufgebracht. Analog zu Beispiel 1 werden in der
Regel 15-mere verwendet, im Einzelfall kdnnen jedoch auch 16- bis 25-mere
Oligonukleotide zum Einsatz kommen.

Die Sequenzen werden dabei wiederum so gewahlt, dafy die in der mutierten
Referenzsequenz vorhandene Sequenzabweichung relativ zu der Referenz-
sequenz etwa zentral liegt.

Auch hier wird jeweils nur eine Oligonukleotidsequenz auf je ein Feld des
Tragers aufgebracht.

Far den Nachweis des Biotinidase-Mangels werden 28 funktionell charakteri-
sierte Mutationen auf den Chip aufgebracht, so dal sich 28 Felder ergeben.
Dabei tragt z.B. das Feld 1.1 den Referenzsequenzabschnitt
CCAGCATGTCCACTG (Tabellet, Zeile 1, Spalte 3), welcher aus der Gen-
sequenz mit der GenBank Nummer U63274 abgeleitet ist, und das Feld 1.2
die entsprechende mutierte Sequenz CAGTGGATATGCTGG (Tabelle1,
Zeile 1, Spalte 4; Mutation unterstrichen).

Fur die Belegung der weiteren Felder sind die in der Tabelle 3 aufgefuhrten
Sequenzinformationen der Zeilen 2 bis 14 der Tabelle 3 entsprechend her-



WO 01/53520 PCT/EP01/00139

10

15

20

-27-

anzuziehen.

Durch Wahl geeigneter Primer aus dem zum kodierenden Strang der Refe-
renzsequenz (auch Sinnstrang genannt) komplementéren Strang fur die zum
Nachweis der Hybridisierung notwendigen Markierungsreaktion wird sicher-
gestellt, dafy die markierten Genabschnitte komplementsr zu den auf dem
Chip aufgebrachten Oligonukleotidsequenzen sind.

Tabelle 3:

Die Tabelle 3 enthalt eine Liste der Nukleinsiuresequenzen, die auf den
Chip zur Diagnose des Biotinidase-Mangels aufgebracht werden. Zur ver-
besserten Ubersichtlichkeit wird nur der zentrale Bereich der 15- bis 25-me-
ren Oligonukleotide gezeigt. Die Position ist relativ zu der Referenzsequenz
durch die Angabe der Codon-Nummer spezifiziert. Zu jeder mutierten Refe-
renzsequenz wird an genau definierter Stelle auf dem Trager die aus der
dritten Spalte ersichtliche normale Referenzsequenz aufgebracht. Die nicht
dargestellten Sequenzabschnitte entsprechen der Referenzsequenz.

A) Missense- oder Nonsense-Mutationen

Codon-Nr. Referenz- Mutierte Sequenz | Aminoséaure-
Referenz- sequenz austausch
sequenz

128 aTTT GTT Phe-Val
171 gGCC ACC Ala-Thr
228 gGAT TAT Asp-Tyr
323 CAT CGT His-Arg
444 tGAT CAT Asp-His
451 GGC GAC Gly-Asp
456 CAAg CAC Gin-His
489 AAC ACC Asn-Thr
532 ACG ATG Thr-Met
538 gCGC TGC Arg-Cys
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B) Spleiftvarianten

Intron-Nr. Art d. | Position d.|Basen-
Spleilstelle Mutation austausch

1 Akzeptor +56 G-A

Die Lage der Oligonukieotide auf der Referenzsequenz ergibt sich aus
Spalten 2-4; Spalte 5 spezifiziert die mutierte Referenzsequenz; Spalte 1:
Mutationsnummer)

C) Kleine Deletionen

Kodon-Nr. Normale Mutierte
Referenzsequenz Referenzsequenz

310 TGACAGGAAGIGGCA- TGACAGGAAGGGCATAC
TACACA ___|AcA

D) Indels (Insertionen/Deletionen)
CTTTTCCTCTgceggctgTTACGTGGTT tcc
F) Komplexe Rearrangierungen

15 bp Deletion + 11 bp Ins. in Exon D
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Patentanspriiche

Nukleotidtrager mit einer Auswahl von Oligonukleotidsequenzen, die
identisch oder komplementar zu Abschnitten von zu mindestens fir zwei
genetisch bedingte Phanotypen relevanten Referenzsequenzen sind.

Nukleotidtrager nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die
Auswahl der Oligonukieotide einen signifikanten Anteil aller relevanten
Erscheinungsformen eines Phanotypen bestimmt.

Nukleotidtrager nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dal} die Referenzsequenzen aus der Gruppe der Sequenzen mit folgen-
den GenBank Nummern ausgewahlt sind:

- K03020, NM 000277, L47726, U49897,

- NM 000320, M16447, X04882;

- Z14093;

- Mb55575;

- X66785;

- M60091, NM 000155; L46354 bis 46365, L46691 bis 46724;

- NM 002044, NM 000154, L76927, U26401, M84443;

- L41668;

- NM 000071, L14577, X98810 bis X98823, X88562, X87815,
X87816, X91910;

- AF025794, NM 002454,

- U09806, AF105988 bis AF105998;

- U63274, U03274;

- M16827, M91422 bis M91432, NM 000016;

- NM 000527, L00336 bis 00352, L29401;

- X04506, M14162;

- NM 000492, M55131,

- NM 000138, X63556, L13923;
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- Z37976;

- AF034544;

- M26856, M13935, M13936;

- NM 000102, M14564, M31146.

Nukleotidtrager nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal
die Oligonukleotide aus der Gruppe der in den Tabellen 6.1.1 bis 6.12.5
spezifizierten Sequenzen ausgewahit sind.

Nukleotidirager nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dafl} die Oligonukleotide eine Lange von 16 bis 25 Nukleoti-
den, vorzugsweise eine Lange von 15 bis 18 Nukleotiden, aufweisen.

Nukleotidtrager nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dal® der Trager aus mit Gold beschichtetem Glas besteht.

Nukieotidtrager nach einem oder mehreren der vorhergehenden An-
spriche gekennzeichnet durch die Kombination von Oligonukleotiden
fur den Nachweis von Phenylketonurie und Galaktosémie.

Nukleotidtrager nach Anspruch 7 gekennzeichnet durch Oligonukleo-
tide fur den Nachweis von Biotinidase-Mangel.

Verwendung des Nukleotidtragers nach einem der Anspriiche 1 bis 6
zur simultanen Diagnose mindestens zweier Erkrankungen aus der
Gruppe folgender Erkrankungen:

Phenylketonurie;
Ahornsirupkrankheit;
Galaktosamie;
Homocystinurie;
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Biotinidase-Mangel;
Mittelkettiger Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel;
familidare Hypercholesterinamie;
familiar defektes Apolipoprotein-B;
5 zystische Fibrose;
Marfan-Syndrom;
Smith-Lemli-Opitz-Syndrom;
Adrenogenitales Syndrom.

10 10. Verwendung des Nukleotidirdgers nach einem der Anspriche 1 bis 8
zur neonatalen Untersuchung.

11. Verwendung des Nukleotidiragers nach einem der Anspriche 1 bis 8
zur pranatalen Untersuchung.
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