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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Set von Oli-
gonukleotidmolekiilen, die fiir Methanotrophe, aerobe, Ammoniak
oxidierende Bakterien und funktionell verwandte Bakterien spezi-
fisch sind, sowie auf einen festen Trdger, ein Verfahren zur
Herstellung eines festen Trédgers, ein Verfahren zum Nachweis von
Bakterien, ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Methano-
trophen, aeroben, Ammoniak oxidierenden Bakterien und funktio-
nell verwandten Bakterien, in einer Probe.

DNA-Mikroarrays sind ein wirksames Mittel zum parallelen
Nachweis mit grofem Durchsatz sowie zur Quantifizierung vieler
Gene. Urspriinglich wurden DNA-Mikroarrays zur Genexpressionsana-
lyse ganzer Genome entwickelt, sie haben jedoch auf vielen Ge-
bieten der Mikrobiologie ein sehr grofes Anwendungspotential.
Wenn entsprechende Sondensets zur Verfligung stehen, erméglichen
sie den Nachweis von bis zu mehreren tausend Mikrobenstédmmen,
Spezies oder Speziesgruppen (je nach dem Aufbau der Sonde) in
einem einzigen Assay. In der klinischen, Veterindr- und Pflan-
zen-Mikrobiologie, bei der Lebensmittel- und Wasserqualitdtskon-
trolle bedeutet dies, dass ein einziger Test entwickelt werden
kann, um alle pathogenen / nilitzlichen / kontaminierenden Bakte-
rien nachzuweisen, die in der untersuchten Probe vorhanden sein
kénnten. Die Moglichkeiten in der Umwelt-Mikrobiologie sind so-
gar noch gréfRer. Durch die Anwendung einer Serie von Sets von
Oligonukleotidsonden, die auf Gene abzielen, die die Phylogenie
des Trdgerorganismus widerspiegeln, wird es mdglich, die gesamte
prdkaryontische Diversitdt einer Umwelt zu bestimmen. Das offen-
sichtlichste Ziel fir solche Studien sind das 16S rRNA-Gen und,
fiir die stammspezifische Identifizierung, die intergene Spacer-
(IGS-) Region zwischen den Genen 16S rRNA und 23S rRNA. Andere -
oft als ,funktionell" bezeichnete, d.h. verwandte, eine bestimm-
te Funktion erfiillende Enzyme kodierende - mégliche Targetgene
kénnen auch zumindest fiir eine physiologisch eingeschrénkte
Gruppe von Mikroorganismen verwendet werden. Die Anwendung funk-
tioneller Gene schréankt die Analyse auf eine funktionell (manch-
mal auch phylogenetisch) definierte Gruppe von Mikroben ein. Der
groRte Vorteil dieses Ansatzes besteht darin, dass er auch den
Nachweis und die Analyse nicht kultivierter Mitglieder der un-
tersuchten Mikrobengruppen ermdglicht.
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Sets von Oligonukleotidsonden, die auf Nylon oder Nitrozel-
lulosemembranen gespottet sind (,Makroarrays®), sind fiir die
Diagnose von Bakterdmie, Lebensmittelkontamination, den Nachweis
von Enterokokken oder Cyanobakterien verwendet worden. Ein spe-
zielles Mikroarrayformat, das aus einzelnen Mikropads aus Poly-
acrylamidgel mit immobilisierten Oligonukleotiden besteht, wurde
fiir die Charakterisierung von aromatischen, Kohlenwasserstoff
abbauenden Konsortien und die Bestimmung von Rifampicin-resis-
tenten Stdmmen von Mycobacterium tuberculosis verwendet. Fir die
Diagnose von Staphylokokken wurde ein ,traditioneller™ Glas-Mi-
kroarray, bestehend aus 7 Sonden, entwickelt. Es wurde eine Ge-
samtgenom-DNA-DNA-Hybridisierung fiir den Nachweis und die Ge-
meinschaftsanalyse von Mikroorganismen verwendet. Es wurde ein
hochdichter Affymetrix GeneChip verwendet, der ilber 30 000 auf
16S rRNA abzielende Oligosonden enthdlt, um Spezies einer Kul-
tursammlung zu identifizieren und in der Folge Populationen von
lber die Luft ilibertragenen Bakterien auf dem Niveau hdherer phy-
logenetischer Taxa zu charakterisieren.

Strukturen von Mikrobengemeinschaften kénnen mit Hilfe der
quantitativen Analyse von Ergebnissen der Mikro- oder Makro-
arrays ermessen werden. Vor Kurzem ist ein einfaches und elegan-
tes Verfahren zur Quantifizierung spezifischer Mikrobengene aus
einer Probe beschrieben worden. Bei diesem Verfahren wurden Gen-
fragmente (500 - 900 bp lang) als Sonden verwendet. Jeder Spot
bestand aus einer Mischung einer einzelnen Sonde und einem ge-
meinsamen Referenzgenfragment. Die Hybridisierung erfolgte mit
einer mit Cy3 markierten Umgebungsmischung und einer mit Cy5
markierten Referenz-DNA. Die Quantifizierung basierte auf den
Verhdltnissen von Cy3/Cy5. Ungliicklicher Weise kann das gleiche
Prinzip auf Grund der inhdrenten Unterschiede bei der Effizienz
der Hybridisierung zwischen den Oligonukleotidsonden nicht auf
die Quantifizierung von Ergebnissen von Oligonukleotidchips an-
gewendet werden. In der Praxis sollte filir jede Sonde ein anderes
Referenz-0ligo erstellt werden.

Obwohl die Erwartungen fiir diagnostische mikrobielle Mikro-
arrays hoch sind, wartet man noch immer auf Anwendungen, die ihr
gesamtes Potential ausniitzen (Nachweis groRer Zahlen von Mikro-
ben mit hohem Durchsatz und quantitative Beurteilung ihrer Ge-
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meinschaftsstrukturen). Teilweise liegt der Grund dafir darin,
dass es noch immer an einer technischen Plattform von verniinfti-
gen Kosten, basierend auf leicht verfiigbaren Hilfsstoffen und
Ausriistung, mit einem deutlichen Potential in der quantitativen
mikrobiellen Diagnostik mit hohem Durchsatz mangelt.

Bei Methanotrophen handelt es sich um Bakterien, die in der
Lage sind, Methan als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle zu
nutzen. Sie sind iliberall in der Natur vorhanden und stellen das
grofite biogene Becken filir das Treibhausgas Methan dar, wodurch
sie in hohem Ausmaf zur Abschwidchung des Treibhauseffektes bei-
tragen. Sie oxidieren Methan iliber Methanol und Formaldehyd zu
Kohlendioxid oder inkorporieren Kohlenstoff von Methan in Zell-
biomasse auf dem Oxidationsniveau von Formaldehyd. Der erste
Schritt auf dem Weg wird von einem der beiden Typen des Enzyms
Methanmonooxygenase (MMO) katalysiert. Die losliche MMO ist in
nur einigen dieser Bakterien zu finden, wdhrend die partikulédre
MMO (pMMO) in allen bekannten Methanotrophen vorkommt. Es hat
sich gezeigt, dass die Sequenz des pmoA-Gens, das die 27 kDa Un-
tereinheit von pMMO kodiert, evolutiondre Verwandtschaften zwi-
" schen den tragenden Organismen widerspiegelt. Die Ammoniakmono-
oxigenase (AMO) von autotrophen, Ammoniak oxidierenden Bakterien
(AOB) ist evolutiondr mit pMMO und amoA verwandt, und das Gen,
das fiir die korrespondierende Untereinheit der AMO kodiert,
weist ein hohes MaR an Identitdt mit pmoA-Genen auf. Es gibt
pmoA/amoA-verwandte Gene, die von Umweltproben geklont wurden,
wo die Natur des kodierten Enzyms nicht klar ist. Es gibt eine
rasch wachsende Datenbank (mit ilber 700 Eintr&gen) von pmoA,
amoA und verwandten Gensequenzen von kultivierten Std&mmen und
2Umgebungs*-Klons, die mittels PCR direkt aus der Umgebung er-
halten wurden. Methanotrophe spielen eine wesentliche Rolle bei
der Milderung des Treibhauseffektes, indem sie den Grofiteil des
biogen produzierten Methans metabolisieren. Daher ist das Ver-
stdndnis der Faktoren, die ihre Diversitdt beinflussen, von
gréfRter Bedeutung. Es sind DGGE und Klonbibliotheksanalyse ver-
wendet worden, um saisonale Verdnderungen in der Diversitdt der
Methanotrophen oder durch Umwelteinflisse hervorgerufene Verdn-
derungen, wie Entwdsserung oder Durchliiftung, zu beobachten.
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Auf Grund der Wichtigkeit dieser Bakterien widre es Wichtig,
in der Lage zu sein, die Bakteriengruppen von Methanotrophen,
aeroben, Ammoniak oxidierenden Bakterien und funktionell ver-
wandten Bakterien in Proben nachzuweisen sowie ihre Entwicklung
in vitro und in vivo zu verfolgen und zu analysieren. Auf Grund
ihrer Diversitdt war es jedoch bisher nicht mdglich, ein einfa-
ches Verfahren zur Verfiigung zu stellen, das es in einem einfa-
chen und raschen Verfahren moglich macht, die unterschiedlichen
Spezies und Subspezies dieser Bakteriengruppe in einer Probe
nachzuweisen und schliefflich auch zu quantifizieren.

Das Ziel der vorliegenden Erfindung liegt daher darin, ein
Verfahren zur Analyse dieser Bakteriengruppe in vitro und/oder
in vivo zur Verfiigung zu stellen und das Verfolgen ihrer Ent-
wicklung zu erméglichen. Ein weiteres Ziel ist die Validierung
eines diagnostischen Werkzeugs zum Nachweis dieser Bakterien mit
hohem Durchsatz sowie zur Analyse von deren Gemeinschaftsstruk-
tur.

Dieses Ziel wird erfindungsgemdf dadurch erreicht, dass ein
Set von Oligonukleotidmolekiilen wie oben definiert zur Verfiigung
gestellt wird, das dadurch gekennzeichnet ist, dass es mindes-
tens 5, vorzugsweise mindestens 20, noch mehr bevorzugt mindes-
tens 50 Oligonukleotidmolekiile umfasst, ausgewdhlt aus der Grup-
pe bestehend aus Oligonukleotidmolekiilen, die die Sequenzen SEQ
ID No 1 bis SEQ ID No 59 umfassen. Uberraschender Weise wurde
gefunden, dass es méglich ist, ein Set von Oligonukleotidmoleki-
len zur Verfligung zu stellen, die fir diese umfassende Bakteri-
enfamilie spezifisch sind, die jedoch auch alle gleichzeitig im
selben Hybridisierungsschritt unter den selben Hybridisierungs-
bedingungen verwendet werden koénnen, und dass die Oligonukleo-
tidmolekiile fiir die verschiedenen Bakterien gleichermafen spezi-
fisch sind. Daher wird also zum ersten Mal ein Werkzeug zur Ver-
fligung gestellt, mit welchem beil einer Analyse in einem einzigen
Schritt der Nachweis mit hohem Durchsatz und die Analyse der Ge-
meinschaftsstruktur von methanothrophen, aeroben, Ammoniak oxi-
dierenden Bakterien und funktionell verwandten Bakterien méglich
ist. Das erfindungsgemife Set von Oligonukleotidmolekiilen ist
entsprechend den spezifischen Kriterien ausgewdhlt worden, und
Tests mit diesem Set haben sich als &uRerst effizient erwiesen.
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Der Ausdruck ,Oligonukleotidmolekiile* im Bereich der vor-
liegenden Erfindung bezieht sich auf jegliche Art von Oligo-
nukleotidmolekiilen, vorzugsweise DNA- oder RNA-Molekiile, die
eine Linge umfassen, die wirksam ist, um fiir bestimmte Bakterien
spezifisch zu sein. Diese Lidnge sollte jedoch nicht iber ein Ma-
ximum hinausgehen, damit die Molekiile ohne sterische Hinderung
in der Analyse mit hohem Durchsatz verwendet werden kénnen.

Der Ausdruck ,Methanotrophe® im Befeich der vorliegenden
Erfindung bezieht sich auf Bakterien, die Methan tliber Methanol
und Formaldehyd zu Kohlendioxid oxidieren, oder die Kohlenstoff
aus Methan in der Oxidationsstufe von Formaldehyd wie oben er-
wadhnt in Zellbiomasse inkorporieren.

Der Ausdruck ,Ammoniak oxidierende Bakterien“ bezieht sich
auf Bakterien, die Ammoniak oxidieren und die mit den oben ge-
nannten Methanotrophen verwandt sind.

Der Ausdruck ,funktionell verwandte Bakterien® bezieht sich
auf Bakterien, die mit Methanotrophen und aeroben, Ammoniak oxi-
dierenden Bakterien hinsichtlich der Methanmonooxygenase- und
Ammoniakmonooxygenase-Gene (pmoA/amoA-Gene) verwandt sind.

Es ist klar, dass in der Gruppe der Oligonukleotidmolekiile
ein Oligonukleotidmolekiil eine der Sequenzen SEQ ID No 1 bis No
59 umfasst.

Vorzugsweise umfassen die Oligonukleotidmolekiile Spacer-Mo-
lekiile, die vorzugsweise an ihrem 5’'-Ende hingen. Wenn sie an
einen festen Tradger gebunden sind, verhindern diese Spacer-Mole-
kiile die negativen sterischen Auswirkungen und Stérungen der Hy-
bridisierungseigenschaften der immobilisierten Oligonukleotidmo-
lekiile, die sich aus der Anhdufung dieser immobilisierten Mole-
kiile ergeben. Durch die Spacer-Molekiile wird die Zugdnglichkeit
der immobilisierten Oligonukleotidmolekiile gewdhrleistet.

Noch mehr bevorzugt umfassen diese Spacer-Molekiile einen C-
Linker, vorzugsweise einen C5-C20-Linker, besonders bevorzugt
ist dies ein Cl2-Linker. Es hat sich erwiesen, dass dieser C-
Linker ein wirksames und funktionelles Spacer-Molekiil ergibt,
ohne den Hybridisierungsschritt zu beeinflussen.

Vorteilhafter Weise umfassen diese Spacer-Molekiile weiters
Thymidinreste, vorzugsweise 2 bis 10 Thymidinreste. Es sind zum
Beispiel 5 zusdtzliche Thymidinreste am 5’'-Ende an das Oligonuk-
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leotidmolekiil oder an den C-Linker angehdngt. Diese Thymidin-
reste gewdhrleisten zusdtzlich optimale Absténde.

Fiir einen schnellen und einfachen Nachweis ist bevorzugt,
dass diese Oligonukleotidmolekiile markiert sind. Der Fachmann
wird in der Lage sein, die optimale Markierung auszuwédhlen, wo-
bel vorzugsweise derartige Markierungen verwendet werden, die
ein Signal geben oder ein Signal verdndern, wenn es zur Hybridi-
sierung mit dem Target kommt. Diese Markierungen kénnen zum Bei-
spiel enzymatische oder chemische Markierungen sein. |

Gemdfs einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird
ein fester Tridger zur Verfiigung gestellt, der, immobilisiert an
seiner Oberfldche, das Set von Oligonukleotidmolekiilen gemdfs der
vorliegenden Erfindung wie oben definiert umfasst. Dieser feste
Trdger kann beim Nachweis mit hohem Durchsatz sowie bei Quanti-
fizierungsassays leicht und.wirksam eingesetzt werden. Im Stand
der Technik ist eine groRe Vielzahl von verschiedenen festen
Trdgern beschrieben, und der Fachmann wird in der Lage sein, je
nach der Menge der zu immobilisierenden Oligonukleotidmolekiile,
der Menge der nachzuweisenden Proben, den Mdglichkeiten in sei-
nem Labor und anderen Kriterien die optimalsten auszuwdhlen. Es
ist méglich,'einen festen Trdger zur Verfligung zu stellen, der
mindestens 5 Oligonukleotidmolekiile des erfindungsgemédfien Sets
immobilisiert hat, noch mehr bevorzugt sind jedoch mindestens 20
und am meisten bevorzugt mindestens 50 Oligonukleotidmolekiile
des erfindungsgemdfen Sets am festen Tridger immobilisiert, um
ein Werkzeug fiir die Analyse mit hohem Durchsatz zu ergeben.

Vorzugsweise ist der feste Trdger ausgewdhlt aus der Gruppe
bestehend aus einem Objekttrdger, einer Membran, einer S&ule,
Kugeln und einer Platte. Dies sind herktmmliche feste Trédger flur
den Nachweis und die Quantifizierung spezifischer Targets in
einer Probe und sind im Stand der Technik wie oben erwdhnt gut
beschrieben.

Noch mehr bevorzugt ist der feste Trdger ein Mikroarray. Ein
Mikroarray umfasst eine grofle Anzahl von immobilisierten Oligo-
nukleotidmolekiilen, die in hoher Dichte auf dem festen Trager
zur Verfiigung stehen. Ein Mikroarray ist ein &uflerst wirksames
Werkzeug zum Nachweis von Hunderten bis Millionen von Targetmo-
lekiilen in einem einzigen Nachweisschritt. Solche Mikroarrays
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liegen oft als Objekttrdger oder Platten, insbesondere Mikroti-
terplatten vor. Die Oligonukleotidmolekiile sind mit Hilfe einer
Druckvorrichtung auf dem Mikroarray immobilisiert, die eine
Immobilisierung in hoher Dichte auf dem festen Trédger sicher-
stellt. Dieser Mikroarray ist insbesondere dann niitzlich, wenn
eine grofie Anzahl von Proben analysiert wird.

Vorteilhafter Weise sind die Oligonukleotidmolekiile in Spots
an der Oberflidche immobilisiert. Mit Hilfe der Spots werden spe-
zifisch definierte Regionen geschaffen, die die immobilisierten
Oligonukleotidmolekiile umfassen. Wenn ein Spot fir bestimmte
Bakterien spezifisch ist, ist es mdglich, die in der analysier-
ten Probe vorhandenen Bakterien genau zu definieren. Weiters ist
es mdglich, in den Spots ein Referenz-Oligonukleotidmolekiil zur
Verfiigung zu stellen, das nicht nur eine positive Kontrolle dar-
stellt, sondern auch als Referenz fiir die Quantifizierung ver-
wendet werden kann.

Vorzugsweise sind in einem Spot identische Oligonukleotid-
molekiile immobilisiert. Ein positives Hybridisierungssignal ei-
ner bestimmten Probe ermdglicht spezifische Aussagen in Bezug
darauf, welche Bakterien in der getesteten Probe genau vorhanden
sind, da jeder Spot fiir bestimmte Bakterien spezifisch ist.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich
auf ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemédflen festen
Triagers wie oben definiert, wobel ein erfindungsgemdfies Set von
Oligonukleotidmolekiilen wie oben definiert vorzugsweise in Spots
auf der Oberflidche dieses festen Tridgers immobilisiert wird. Fur
diesen Aspekt gelten die gleichen Definitionen und bevorzugten
Ausfihrungsformen, wie sie oben filir die anderen Aspekte der vor-
liegenden Erfindung genannt sind. Mit diesem Verfahren wird ein
fester Trager zur Verfiligung gestellt, der fiir die Analyse jegli-
cher gegebenen Probe mit hohem Durchsatz verwendet werden kann.

Vorzugsweise wird dieses Set mit einer Einzelnadel auf die
Oberfldche gespottet. Durch das Spotten mit einer Einzelnadel
wird die Variation vermieden, die dem Spotten mit mehreren Na-
deln innewohnt. Daher wird jeder Spot mit einer genau definier-
ten Menge und Konzentration von Oligonukleotidmolekiilen ausge-
stattet.
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Noch mehr bevorzugt erfolgt das Spotten mit einem Druckpuf-
fer, vorzugsweise mit DMSO in H;O. Der Druckpuffer wird verwen-
det, damit der feste Trdger wdhrend langer Spotten-Vorgiénge
nicht austrocknet. Es wird DMSO in H,0, vorzugsweise etwa 50%
DMSO in H;0, verwendet, da dieser Druckpuffer im Vergleich zu
widsserigen Lésungen, wie 3 x SSC oder Phosphatpuffern, optimal
zum Feuchthalten des festen Tragers war.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich
auf ein Verfahren zum Nachweis von Bakterien, ausgewdhlt aus der
Gruppe bestehend aus Methanotrophen, aeroben, Ammoniak oxidie-
renden Bakterien und funktionell verwandten Bakterien, in einer
Probe, wobei dieses Verfahren die folgenden Schritte umfasst:

- Zugabe der Probe zu dem erfindungsgemdfen festen Tréger wie
oben definiert,

- Durchfithrung eines Hybridisierungsschrittes zum Hybridisieren
von Nukleins&duremolekiilen aus den Bakterien mit den immobili-
sierten Oligonukleotidmolekiilen, vorzugsweise gefolgt von minde-
stens einem Waschdurchgang, '

- Nachweis von Hybridisierungsprodukten, wobei ein Hybridisie-
rungsprodukt das Vorhandensein irgendeines der genannten Bakte-
rien in dieser Probe anzeigt.

Wieder gelten hier die selben Definitionen und bevorzugten Aus-
fihrungsformen, wie sie oben angefiihrt sind.

Der Waschdurchgang wird durchgefiihrt, um jegliche nicht im-
mobilisierten Oligonukleotidmolekiile sowie jegliche weiteren
Substanzen wegzuwaschen, die widhrend des Hybridisierungsschritts
verwendet wurden und die den Nachweis von Hybridisierungsproduk-
ten beeinflussen kénnten.

Der Nachweis von Hybridisierungsprodukten erfolgt gemdf ir-
gendeinem bekannten Verfahren, z.B. umfassen die immobilisierten
Oligonukleotidmolekiile entweder eine Markierung, die ein Signal
abgibt, wenn es zur Hybridisierung kommt, oder die Nukleins&ure-
molekiile von bestimmten Bakterien sind markiert, wobei diese
Markierung dann nach dem Waschdurchgang nachgewiesen wird. Na-
tirlich kann jegliche erforderliche Vorbehandlung der Probe vor
der Zugabe dieser Probe zum festen Trdger durchgefiihrt werden,
insbesondere die Behandlung zum Aufbrechen von Bakterienwinden
und zur Freisetzung der Nukleins#duremolekiile der Bakterien und
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der Amplifizierung der Nukleinsduremolekiile, zum Beispiel mit
PCR.

Der Hybridisierungsschritt erfolgt unter strengen Hybridi-
sierungsbedingungen, die eine ausreichend spezifische Hybridi-
sierung gestatten, z.B. wird die Anzahl falscher positiver Er-
gebnisse minimiert. Der Fachmann ist in der Lage, die optimalen
Hybridisierungsbedingungen zu widhlen, indem er aus einer Reihe
von Hybridisierungspuffern, Temperaturen und Waschbedingungen
auswdhlt. Dabei ist die Schmelztemperatur Tm zur Auswahl optima-
ler Hybridisierungsbedingungen niitzlich. Diese Tm kann mit Hilfe
bekannter Formeln berechnet werden, wie z.B. in Sambrook et al.,
1989 angegeben.

Vorzugsweise hybridisieren die Nukleinsduremolekiile von be-
stimmten Bakterien mit Oligonukleotidmolekiilen, die in einem be-
stimmten Bereich, vorzugsweise einem bestimmten Spot, auf dieser
Oberfliche immobilisiert sind. Dies findet statt, wenn identi-
sche Oligonukleotidmolekiile, die fiir ein Bakterium spezifisch
sind, in einem bestimmten Bereich immobilisiert werden, vorzugs-
weise in einem bestimmten Spot. Ein nachgewiesenes Hybridisie-
rungsprodukt in irgend einem gegebenen Bereich oder Spot ermdg-
licht daher Aussagen in Bezug auf das Vorhandensein bzw. Nicht-
vvorhandensein spezifischer Bakterien in dieser Probe.

Vorteilhafter Weise wird die Probe durch Isolieren und Rei-
nigen der Nukleinsduremolekiile von diesen Bakterien vorbehan-
delt. Dies kann gemdf jeglichem bekannten Protokoll erfolgen,
wobei die Nukleinsduremolekiile intakt bleiben miissen, z.B. kei-
nen Mutationen oder Rekombinationen unterworfen werden. ,

Noch mehr bevorzugt werden die Nukleinsduremolekiile von den
Bakterien fragmentiert, vorzugsweise auf eine Gréfe von 30 bis
70, vorzugsweise 45 bis 55 Nukleotiden. Eine solche Fragmentie-
rung fiihrt zu einer signifikanten Erhéhung der Hybridisierung.
Weiters vermindert die Fragmentierung in vielen Fdllen die Un-
terschiede zwischen den Hybridisierungskapazitdten der Sonden.
Eine durchschnittliche FragmentgrofRe von 50 Nukleotiden ist op-
timal.

GemdR einem vorteilhaften Verfahren wird die Probe derart
vorbehandelt, dass diese Nukleinsduremolekiile von diesen Bakte-
rien RNA-Molekiile sind. RNA-Molekiile haben den Vorteil, dass sie

10
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durch chemische Fragmentierung auf beliebige Weise fragmentiert
werden kénnen. Weiters erméglichen RNA-Molekiile die direkte In-
korporierung von Markierungsnukleotiden zum Beispiel durch T7
RNA-Polymerase, die sehr effizient ist. RNA-Molekiile k®énnen zum
Beispiel hergestellt werden, indem z.B. ein Transkriptions-
schritt durchgefithrt wird, zum Beispiel nach einer PCR~Reaktion,
z.B. nach der Amplifizierung von DNA-Molekiilen.

Vorteilhafter Weise werden die Nukleinsduremolekiile von die-
sen Bakterien markiert, vorzugsweise mit Cy3 bzw. Cy5. Dies wird
vorzugsweise durch direktes Inkorporieren der Markierung wihrend
der Polymerasereaktion erreicht, zum Beispiel mit der T7 RNA-Po-
lymerase, was sehr effizient durchgefithrt wird. Obwohl Cy-F&r-
bungen gegeniiber nukleophilen Attacken empfindlich sind, ermdg-
lichen diese Farbungen einen signifikanten Anstieg der Signale.
Weiters sind Cy3- und Cy5-Farbungen wohl bekannt und sind in der
Literatur extensiv charakterisiert worden. Daher umfasst ein be-
vorzugtes Verfahren die Schritte der DNA-Isolierung von der Son-
de, PCR, in vitro-Transkription einschlieRlich eines Markie-
rungsschrittes und Fragmentierung der RNA.

Vorzugsweise erfolgt der Schritt der Hybridisierung unter
Bedingungen, die eine Perfect-Match- und Single-Mismatch-Hybri-
disierung zulassen. Die Single-Mismatch-Hybridisierung reicht
aus, um einen spezifischen Nachweis eines der in Frage kommenden
Bakterien zu erbringen. Solche Hybridisierungsbedingungen kénnen
zum Beispiel erreicht werden, indem eine Hybridisierungsmischung
mit 124 pl DEPC-behandeltem Wasser, 2 nl 10% SDS, 4 ul 50 x
Denhardt’s Reagens (Sigma), 60 pl 20 x SSC und 10 pl Target-
Nukleinsduremolekiile zur Verfligung gestellt und bei etwa 55°C
mehrere Stunden lang hybridisiert wird. Diese Hybridisierungsbe-
dingungen stellen ein optimales und duRerst effizientes Verfah-
ren zum Nachweis und zur Quantifizierung jeglicher der oben de-
finierten Bakterien dar.

Noch mehr bevorzugt wird der Hybridisierungsschritt iber
Nacht durchgefiihrt, vorzugsweise unter Verwendung eines Schiit-
telapparates. Die Hybridisierung iiber Nacht stellt eine voll-
sté&ndige Hybridisierung sicher, der Schiittelapparat erméglicht
eine optimale Verteilung der Probe auf dem festen Trager, und
falls sich bei der Hybridisierung Blasen bilden sollten, werden
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diese durch die Bewegung des Schiittelapparates an den Rand des
festen Trigers gedrdngt. Mit einem Schiittelapparat findet aus-
reichend zusdtzliche Vermischung statt, um eine angemessen
gleichmdRige Hybridisierung lber den gesamten festen Trager zu
ermdglichen. Dadurch wird eine effiziente Hybridisierung er-
reicht.

Vorteilhafter Weise wird der Hybridisierungsschritt in einer
geklebten (,sticky") Hybridisierkammer durchgefihrt. Dies ist
ein selbstklebender Plastikfilm, der, wenn er auf einen Glas-
array geklebt wird, eine geschlossene Hybridisier-,Kammer* bil-
det, zum Beispiel mit einem Volumen von etwa 200 pl. Eine solche
Hybridisierkammer ist auf
http://www.arraying.com/products/hybriwell seal sys.htm
beschrieben, die durch Bezugnahme hier aufgenommen ist. Eine
solche Hybridisierkammer ermdglicht signifikant hohere Volumina
‘als jene, die zwischen einem Mikroarray und einem traditionellen

Abdeckstreifen vorhanden sind.

Die vorliegende Erfindung wird nun an Hand der folgenden
Beispiele und Zeichnungen noch detaillierter beschrieben, wobei
Fig. 1 ein phylogenetischer Baum ist, der aus pmoA-Sequenzen mit
voller Linge und mit fast voller L&nge konstruiert ist; Fig. 2a
ein schematisches Diagramm des Aufbaus des Mikroarrays ist; Fig.
2b ein detailliertes Design eines einzelnen Arrays ist; Fig. 2c
reprdsentative Hybridisierungen zeigt; Fig. 3 ein Bereich der
Strangabdeckung fiir Oligonukleotidsonden ist; und Fig. 4 die
Quantifizierung kiinstlicher Mischungen von pmoA-Sequenzen unter
Zuhilfenahme des diagnostischen Mikroarrays zeigt.

Beispiele

Beispiel 1: Aufbau der Oligonukleotidsonde

Unter Verwendung des phylogenetischen Software-Package ARB
wurden Datenbank und phylogenetische Bdume konstruiert sowie
Oligonukleotidsonden zusammengestellt. Es wurde eine umfassende
Datenbank erstellt, die alle publizierten pmoA/amoA und verwand-
te Sequenzen sowie zahlreiche nicht verdffentlichte enthielt.
Mit Hilfe der ,0ld Aligner“-Funktion in ARB_EDIT wurden Ausrich-
tungen vorgenommen. Es wurden nur so viel DNA und Eiweifbdume
konstruiert und verwendet, wie notwendig waren, um den Prozess
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des Sondenaufbaus zu leiten. Sonden wurden unter Verwendung der
Funktionen ,Probe Design“ und ,Probe Match" zusammengestellt,
wobei auf eine PT-Server Datenbank Zugriff genommen wurde, die
von der obigen ARB-Datenbank erstellt worden war. Ergebnisse der
»Probe Match“-Funktion wurden in Excel importiert, und es wurde
eine Drehtabelle konstruiert, die die Anzahl der Mismatches zwi-
schen jedem Sonde-Target-Paar angab. Diese Tabelle wurde durch
Anwendung eines Sets empirischer Regeln verbessert, wie sie un-
ten in Beispiel 7 beschrieben sind. Die Schmelztemperaturen der
Sonden wurden mit Hilfe des Verfahrens des n&chsten Nachbarn
vorhergesagt, wobei die folgende 6ffentliche Website verwendet
wurde: http://www.idtdna.com/program/oligocalc/oligocalc.asp.

Beispiel 2: Herstellung des Mikroarrays

Oligonukleotide fiir die Immobilisierung wurden mit einer 5°'
NH2-Gruppe fir diesen Zweck synthetisiert (VBC Genomics, Vienna,
Austria), gefolgt von einem Cl2 Spacer und 5 Thymidinresten vor
der Sondensequenz. Es wurde eine Platte mit flachem Boden und
384 Népfchen mit 30 pl von 50 uM Oligonukleotidldsungen in 50%
DMSO vorbereitet. Proben wurden mit einem OmniGrid Spotter (1
TeleChem SMP3 Pin) mit 50% relativer Feuchtigkeit (unter Verwen-
dung des Feuchtigkeitsregulators des Spotters) bei 22°C auf si-
lylierte Objekttrdger (mit Aldehydchemie, Cel Associates,
Houston) aufgespottet. Arrays wurden immer dreifach gespottet,
um eine statistische Korrektur von Fehlern zu erméglichen. Be-
spottete Objekttrdger wurden liber Nacht bei Zimmertemperatur bei
<30% relativer Feuchtigkeit inkubiert und zwei Mal in 0,2% (Ge-
wicht/Volumen) SDS 2 min lang bei Zimmertemperatur unter hefti-
ger Bewegung gespililt, um die nicht gebundene DNA zu entfernen.
Die Objekttrédger wurden dann 2 Mal 2 min lang bei Zimmertempera-
tur unter heftiger Bewegung in destilliertem Wasser (dH,0) ge-
spilt, 2 min lang in auf 95-100°C vorgeheiztes dH,0 gebracht und
bei Zimmertemperatur abkihlen gelassen (ca. 5 min). Die Objekt-
trdger wurden 5 min lang bei Zimmertemperatur in einer frisch
(direkt vor der Verwendung) hergestellten Natriumborhydridlésung
behandelt, um freie Aldehyde zu reduzieren. Herstellung der Na-
triumborhydridl&sung: d,5 g NaBH, wurde in 150 ml Phosphat-gepuf-
ferter Kochsalzlésung (PBS; 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO,,
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0,24 g KH,PO,, in 1000 ml H,0, pH 7,4, autoklaviert) gelést, dann
wurden 44 ml 100% Ethanol zugesetzt, um die Blasenbildung zu re-
duzieren. Die Objekttridger wurden drei Mal in 0,2% (Gewicht/Vo-
lumen) SDS und ein Mal in dH,0 jeweils 1 min lang bei Zimmertem-
peratur gespiilt. Schlieflich wurden die Objekttriger einzeln mit
einer Luftkanone getrocknet, die innen mit einem Wattefilter
ausgestattet war (um Olmikrotrépfchen von der Oberfldche des
Objekttréagers fern zu halten). Die getrockneten Objekttrdger
wurden vor der Verwendung bei Zimmertemperatur dunkel gelagert.

Beispiel 3: Herstellung des Targets
pmoA/amoA-Gene wurden mit Hilfe des Forward-Primers pmoAl89

(GGBGACTGGGACTTCTGG) (SEQ ID No 60) und einem der beiden Revers-
Primer T7-mb661 (TAATACGACTCACTATAGCCGGMGCAACGTCYTTACC) (SEQ ID
No 61) oder T7-A682 (TAATACGACTCACTATAGGAASGCNGAGAAGAASGC) (SEQ
ID No 62) amplifiziert, wobei B = (cGT), M = (AC), Y = (CT), S =
(CG) und N = (ACGT) ist. Die Primer T7-mb661 und T7-A682 waren
spezifisch fiir Methanotrophe bzw. Formethanotrophe / AOBs / ho-
mologe Gene von Umweltbibliotheken. Die Revers-Primer enthielten
die T7 Promotorstelle (TAATACGACTCACTATAG) (SEQ ID No 63) an ih-
rem 5'-Ende, was eine von T7 RNA-Polymerase mediierte in vitro-
Transkription unter Verwendung der PCR-Produkte als Template er-
mdglichte. Fir jedes Target wurden 3 PCR-Reaktionen mit jeweils
50 pl Volumen, bestehend aus 1 x PCR-Puffer, 1,5 mM MgCl,, 50 nM
fiir jeweils 4 dANTPs, 15 pMol beider Primer, 1 ng genomischer DNA
oder 0,1 ng geklontem PCR-Produkt als Templat sowie 1 U Taqg-Po-
lymerase (Gibco BRL) in einem Hybaid Combi Thermal Reactor TR2
durchgefihrt, wobei Taqg DNA-Polymerase gemdR den Angaben des
Herstellers verwendet wurde. Die Amplifizierungsbedingungen wa-
‘ren: 95°C fir 5 min vor der Zugabe des Templats, dann 32 Zyklen
von: 1 min bei 95°C, 1 min bei Annealing-Temperatur, 1 min bei
72°C; gefolgt von einem letzten Verlédngerungsschritt von 10 min
bei 72°C. Parallele PCR-Produkte wurden zusammengefasst und un-
ter Verwendung des HighPure PCR Reinigungskits (Macherey-Nagel)
gemifR den Angaben des Herstellers gereinigt. Die gereinigte DNA
wurde in ultrareinem Wasser geldst, die DNA-Konzentration wurde
auf 50 ng/pl eingestellt, und sie wurde bei -20°C gelagert.
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Unter RNAse-freien Bedingungen wurde eine in vitro-Trans-
kription wie folgt durchgefiihrt. 8 pl gereinigtes PCR-Produkt
(50 ng/nl), 4 nl 5 x T7 RNA Polymerasepuffer, 2 pl DTT (100 mM),
0,5 pnl RNa-sin (40 U/pl) (Promega), je 1 pl ATP, CTP, GTP (10
mM), 0,5 pul UTP (10 mM), 1 pl T7 RNA Polymerase (40 U/pl) (Gibco
BRL) und 1 pl Cy3 oder Cy5-UTP (5 mM) wurden in eine 1,5 ml Mi-
krozentrifugenrdhre gegeben und 4 Stunden lang bei 37°C inku-
biert. RNA wurde sofort unter Verwendung des Quiagen RNeasy Kit
gemdR® den Angaben des Herstellers gereinigt. Die gereinigte RNA
wurde in 50 nl dH,0 eluiert. _

Gereinigte RNA wurde fragmentiert, indem sie mit 10 mM zZnCl,
und 20 mM Tris.Cl pH 7,4 bei 60°C 30 min lang inkubiert wurde.
Die Fragmentierung wurde durch die Zugabe von 10 mM EDTA pH 8,0
zur Reaktion und Auf-Eis-Legen gestoppt. 1 pl 40 U/pl RNAsin
wurde dem fragmentierten Target zugesetzt. Fragmentierte, mar-
kierte RNA-Targets wurden bei -20°C gelagert.

Referenztargets und kiinstliche Targetmischungen zum Testen
des Quantifizierungspotentials wurden synthetisiert, indem be-
kannte Mengen gereinigter PCR-Produkte gemischt und eine in
vitro-Transkription und Target-Fragmentierung durchgefiihrt wur-
den wie oben beschrieben.

Beispiel 4: Hybridisierung

Es erfolgte keine Vorhybridisierung. Die Hybridisierung wur-
de in einem fiir diese Bediirfnisse zugeschnittenen Aluminiumblock
durchgefiihrt, der als Einsatz fiir ein temperierbares Belly
Dancer (Stovall Life Sciences Inc., Greensboro, NC, USA) Set bei
Maximalkriimmung (etwa 10°) verwendet wurde. Der Hybridisierblock
wurde mindestens 30 min lang auf 55°C vorgeheizt, um eine Stabi-
lisierung der Temperatur zu ermdglichen. Ein Eppendorf-Inkubator
wurde ebenfalls auf 65°C vorgeheizt. Auf die Objekttriger, die
die Arrays enthielten, wurden HybriWell (Grace Biolabs) Hybridi-
sierkammern (200 pl Volumen) zum Aufkleben aufgebracht. Gesam-
melte Objekttrédger wurden oben auf dem Hybridisierblock vorge-
warmt. Fir jede Hybridisierung wurden 124 nl DEPC-behandeltes
Wasser, 2 pl 10% SDS, 4 ul 50 x Denhardt’s Reagens (Sigma), 60
nl 20 x SSC und 10 pl Target-RNA in eine 1,5 ml Eppendorf-Réhre
gegeben und 1 - 15 min lang bei 65°C inkubiert. Vorgewdrmte Hy-
bridisierungsmischungen wurden iiber die Offnung in den unteren
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Positionen auf gesammelte Objekttrdger aufgebracht (um die Ge-
fahr von in der Kammer gefangenen Luftblasen zu minimieren). Die
Kammern wurden mit Versiegelungsspots versiegelt und iliber Nacht
bei einer Zirkulation von 30 - 40 Upm und maximaler Kriimmung bei
55°C inkubiert.

Nach der Hybridisierung wurden Klebekammern einzeln entfernt
und die Objekttrdger sofort bei Zimmertemperatur in 2 x SSC,
0,1% SDS getaucht. Die Objekttrdger wurden durch 5 min Schiitteln
bei Zimmertemperatur in 2 x SSC, 0,1% SDS; zwei Mal 5 min in 0,2
x SSC und schlieRlich 5 min in 0,1 x SSC gewaschen. Die Objekt-
trager wurden einzeln unter Verwendung einer Luftkanone mit ei-
nem Wattefilter drinnen getrocknet. Die Objekttrdger wurden bei
Zimmertemperatur dunkel gelagert und am selben Tag gescannt.
Beispiel 5: Scannen und Datenanalyse

Hybridisierte Objekttridger wurden mit einem GenePix 4000A
Laserscanner (Axon; Foster City, Calif., USA) bei Wellenldngen
von 532 nmm und 635 nm mit 3 Linien bis Durchschnitt auf Cy3 bzw.
Cy5 gescannt. Fluoreszierende Abbildungen wurden als mehrschich-
tige Tiff-Bilder eingefangen und mit der Software GenePix Pro
3.0 (Axon) analysiert. Microsoft Excel wurde fir die statisti-
sche Auswertung und die Prdsentation der Ergebnisse verwendet.

Die Ergebnisse wurden mit einer positiven Kontrolle nor-
miert. Das Hybridisierungssignal fur jede Sonde wurde als Pro-
zentsatz des Signals (Mittelwert des Signals minus Hintergrund)
der positiven Kontrollsonde mtrofl73 am selben Array ausge-
driickt. Da jeder Objekttrdger dreifache Arrays enthielt, wurde
die Signalstédrke der dreifachen Spots auf einem Objekttréger
verwendet, um das Durchschnittsergebnis und die Standardabwei-
chung zu bestimmen.

Fiir zweifirbige Hybridisierungen wurden die Daten der Mit-
telwerte von Verhiltnissen verwendet, normiert auf mtrof173 und
beziiglich der relativen Mengen verschiedener, der Referenz-Tar-
getmischung zugesetzter Sequenzen korrigiert.

Alle berichteten Ergebnisse stellen den Durchschnitt von
mindestens drei Wiederholungen dar.

Zugangsnummern fiir die Nukleotidsequenz. Die in dieser Studie
fiir die validierung des Sondensets verwendeten Teil-pmoA-Sequen-
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zen sind unter den Zugangsnummern AB484595, AB484597, AB484601,
AF148521, AF148522,5, AF150764, AF177325, AF211872, AF211879,
AF211883, AF211889, AF264115, AF264116, AF264119, AF264136,
AF264137, AF358041, AF358045, AF358050, AF358053, AF358054,
AF358055, AF368358, AF368373, AJ278727, AJ299947, AJ299948,
AJ299951, AJ299955, AJ299957, AJ299963, AJ299964, AJT459006,
U31650, U31654, U72670, U81596, U89302, U89303 und U94337 er-
hdltlich.
Beispiel 6: Protokolloptimierung

Eines der Hauptprobleme bei der Zusammenstellung von Oligo-
nukleotid-Mikroarrays besteht darin, fast idente Schmelztempera-
turen fir alle Proben auf dem Array zu erzielen. Ein méglicher
Lésungsansatz zur Erreichung dieses Ziels ist die Verwendung von
Hybridisierungspuffern, die tertidre Aminsalze enthalten. Tetra-
methylammoniumchlorid (TMACl) oder Tetraethylammoniumchlorid
(TEAC1) sind erfolgreich angewendet worden, um eine vom GC-Ge-
halt unabhdngige Hybridisierung auf Nitrozellulose- oder Nylon-
membranen zu ermdglichen. Die derzeitige Schwidche dieses Ansat-
zes besteht darin, dass der thermodynamische Hintergrund fehlt,
wodurch es unméglich gemacht wird, die Auswirkungen weiterer
Faktoren auf das Verhalten einer gegebenen Oligosonde vorherzu-
sagen. Auferdem ist die Wirkung tertidrer Aminsalze auf die ver-
schiedenen derzeitigen und zukiinftigen Oberflichenchemien weit-
gehend unbekannt. Daher wurde ein anderer Weg gewdhlt, indem
Oligos konstruiert wurden, die in otraditionellen“ Hybridisie-
rungspuffern fast idente Schmelztemperaturen haben sollten.

Zahlreiche unabh&ngige Studien haben gezeigt, dass sterische
Effekte (Stdrungen der Hybridisierungseigenschaften der immobi-
lisierten Oligos durch den festen Trager und sterische Hinderung
auf Grund der Ansammlung immobilisierter Oligos) die Zugdnglich-
keit der immobilisierten Oligonukleotidsonden stark beeintridch-
tigen konnen. Diese Effekte werden durch die Anwendung von Spa-
cer-Molekiilen erfolgreich gemildert. Es wurde gefunden, dass ein
Cl2-Linker und zusé&tzliche 5 Thymidinreste am 5’-Ende optimale
Abstdnde ergaben; die Zugabe von weiteren Thymidinresten hatte
keine signifikante Auswirkung auf die Hybridisierkapazitdt (Zu-
ganglichkeit) der getesteten Oligos.

17



AT 006 635 Ul

50% DMSO in dH,0 wurde als Druckpuffer gewdhlt, weil er im
Gegensatz zu wésserigen LOsungen, wie 3 x SSC oder Phosphatpuf-
fern wiahrend langer Spotrunden (ein routinemd@figes Spotten von
100 Oligos auf 100 Objekttrdger dauert etwa 6 Stunden) nicht
austrocknete. Weiters ergab er gleichmidRige Spots auf den Ob-
jekttrégern. Standardabweichungen bei der Signalstédrke zwischen
replizierten Spots betrugen 10 - 15% im Gegensatz zu 20-30% bei
3 x 8SC. Das Spotten erfolgte mit einer Einzelnadel, um Varia-
tionen zu verhindern, wie sie beim Spotten mit mehreren Nadeln
unweigerlich auftreten.

Fiir die Vorbereitung des Targets wurden mehrere alternative
Ansitze getestet. Diese beinhalteten die direkte Inkorporierung
von mit Cy markierten dNTPs in dsDNA bei der PCR, die Anwendung
eines markierten PCR-Primers fiir die Generierung von dsDNA-Tar-
gets und die Anwendung eines markierten PCR-Primers und eines
biotinylierten fiir die Generierung von ssDNA-Targets iber die
folgende Auftrennung der beiden Strdnge unter Verwendung von mit
Streptavidin beschichteten Magnetkugeln. Da die Sekunddrstruktur
des Targets bei der Bestimmung des mit einer bestimmten Sonde
maximal erhdltlichen Hybridisierungssignals eine sehr wichtige
Rolle spielt (,Hybridisierungskapazitat"), war es absolut not-
wendig, das Target vor der Hybridisierung zu fragmentieren. Da
RNA mittels chemischer Fragmentierung auf beliebige Weise frag-
mentiert werden kann, wurde beschlossen, RNA-Targets zu verwen-
den. Ein weiterer Vorteil der Verwendung von RNA-Targets besteht
darin, dass die direkte Inkorporierung von mit Cy markierten
Nukleotiden durch T7 RNA-Polymerase sehr effizient ist. Als 50%
UTP bei der in vitro-Transkription durch Cy3-UTP ersetzt wurde,
wurde eine nur vierfache Verringerung der RNA-Ausbeute beobach-
tet. Die erzielten Ausbeuten der Targetpréparation liegen im Be-
reich der Konzentration von 50 ng/pl (in 50 nl Endvolumen, ange-
fangen mit 8 pl 50 ng/nl Templat), wobei jedes zehnte bis zwdlf-
te Nukleotid markiert ist.

Die Fragmentierung der Target-RNA auf eine durchschnittliche
Fragmentgrdfe von 50 nt fiihrte zu einer signifikanten Verstér-
kung der Hybridisierung. Trotz der Empfindlichkeit der Cy-Farben
gegeniiber einer nukleophilen Attacke (wie eine Alkalibehandlung
mit zweiwertigen Kationen, die zur Fragmentierung von RNA ver-
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wendet wird) wurde ein Anstieg von Cy3- sowie Cy5-Signalen von
Uber einer Groéfenordnung beobachtet. Weiters verminderte die
Fragmentierung in vielen F&llen die Unterschiede zwischen den
Hybridisierungskapazitdten der Sonden.

Cy3- und Cy5-Farben wurden wegen der relativ extensiven Li-
teratur verwendet, die iliber das Verhalten dieser Farben erhadlt-
lich ist. Es wurde gezeigt, dass Cy5 wdhrend des Scanvorgangs
einem signifikanten Lichtbleichen unterworfen war. Daher wurden
alle begonnenen Scanvorgédnge bis zum Schluss weitergefithrt, um
selektives Lichtbleichen von nur einigen der Cy5-Signale auf dem
Array auszuschliefen.

Es wurden Hybridisierungsbedingungen gewdhlt, die locker ge-
nug waren, um die Hybridisierung von sowohl Perfect Match- (PM)
als auch Single Mismatch- (1MM) Targets zu ermdglichen. Da es
sich bei der Hybridisierung zwischen Oligonukleotiden und jegli-
chem anderen Nukleotid um einen reversiblen Vorgang handelt,
wurden alle Hybridisierungen iiber Nacht durchgefiithrt, um eine
vollstdndige Hybridisierung sicherzustellen. Bei Mikroarray-Hy-
bridisierungen ergibt sich oft das Problem, dass sich die Hybri-
disierldsung nicht bewegt und die Diffusion der einzige Vorgang
‘ist, der fir eine gewisse Vermischung sorgt. In einem solchen,
auf die Diffusion beschrdnkten System sind statistische Fehler
im Endsignal inhdrent. Auferdem fiihren solche Umsté&nde iiblicher
Weise dazu, dass die R&nder von Sondensets effizienter hybridi-
sieren und so ein relativ starkes Signal fiir den Rand des Spots
und ein wesentlich schwédcheres fiir die Mitte ergeben. Um diese
Einschrdnkungen zu iiberwinden, wurden ein auf die Bediirfnisse
zugeschnittener BellyDancer-Laborschiittelapparat und klebende
Hybridisierkammern mit signifikant grdferen Volumina als jene
verwendet, die es zwischen einem Mikroarray und einem traditio-
nellen Abdeckstreifen gibt. Die winzigen Bl&dschen, die sich un-
weigerlich in dieser Kammer bildeten, wurden durch die Bewegung
des BellyDancers langsam an den Rand bewegt, und dies ergab aus-
reichend zusé&tzliche Vermischung, um fiir eine angemessen gleich-
mdfige Hybridisierung iiber den gesamten Mikroarray zu sorgen.

Die Standardabweichung der Ergebnisse fiir (dreifache) Spots
einzelner Sonden lag bei 3% bis 30% zwischen parallelen Objekt-
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trdgern, die mit parallel hergestellten Targets hybridisiert
wurden.

Es wurde untersucht, in welchem Mafe die Anwendung ver-
schiedener pmoA/amoA-spezifischer PCR-Primer die Ergebnisse be-
einflusste. Fiir die Amplifizierung des Targets wurden zwel al-
ternative Revers-Primer verwendet. Der Primer pmoA682 kann pmoA,
amoA und dhnliche Sequenzen amplifizieren und ergibt ein Produkt
mit 531 bp mit dem Vorwdrts-Primer pmoAl89. Der Primer mb661 ist
spezifisch fiir Sequenzen vom pmoA-Typ und ergibt ein geringfiligig
kiirzeres Produkt (508 bp). Da viele der Umgebungs-pmoA-Klone mit
dem letzteren Primer erhalten wurden, wurden beide Primerpaare
angewendet. Die Standardabweichungen zwischen den mit den ver-
schiedenen Primerpaaren erzeugten Ergebnissen betrugen 10 - 30%
und gehen nicht iiber jene zwischen parallelen Experimenten unter
Verwendung der selben Primerpaare hinaus.

Beispiel 7: Zusammenstellung des Sondensets und vValidierung

Aus 6ffentlichen Datenbankeintridgen und teilweise von noch
unverdffentlichten Sequenzen wurde eine Datenbank mit tber 700
pmoA/amoA-Sequenzen erstellt. Sequenzen mit voller Linge und
fast voller Lange (d.h. enthaltend die Positionen 206-661 des
Mc. capsulatus (Bath) pmoA-Gens) sowie einige der (einzigarti-
gen) kiirzeren Sequenzen (514 Eintrdge) wurden verwendet, um ei-
nen phylogenetischen Baum (Fig. 1) zu erstellen, wobei gr fur
,Gruppe® steht, A Umweltklone unbekannter Physiologie sind, B
AOB und verwandte sind, C Typ I-Methanotrophe und D Typ II-
Methanotrophe und verwandte sind.

Es wurden 118 auf pmoA/amoA basierende Oligonukleotidsonden
zusammengestellt. Eine Serie von 68 Sonden (Tabelle 1) wurde
ausgewdhlt, indem redundante Sonden ausgelassen wurden.
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' TABELLE 1
Name a ~ Sequenz5’ 73’ b Léange Tm |SeqID No
Mb460 GACAGTTACAGCGGTAATCGGTGG 24 60,9 1
Mb478 TGGTATGGCATGGGGTCTGT 20 59,7 2
Mb271 TTGTGGTGGCGTTACCGT 18 58,0 3
511-436 GTTTTGATGCTGTCTGGCAG 20 55,5 4
BB51-299 GCGCGGTTGTTTGTGTCT 18 57,4
Mb292 CCGTTACCGTCTGCCTTTCG 20 59,1 5
Mm275 GTGGTGGAGATACCGTTTGCC 21 59,2 6
Mm391 . ATTTGCTTCCCATCTAACCTG 21 54,0
PS80-291 ACCAATAGGCGCAACACTTAGT 22 58,3 7
| [peat1-3-287 AACTGCCTTTAGGCGCTACC: 20 . [58,6 8
Mb_SL#1-421 GCGATCGTATTAGACGTTATCCTG 24 56,4
Mb_SL-299 GGGGTGCAACTCTGTGTATCTTAGG 25 60,5 9
|Jpn284 . ACCGTATCGCATGGGGTG 18 58,0 {10
Mm_peld67 ACTGCGGTAATCGATGGTTTGGC 23 61,6 11
Est514 AATTGGCCTATGGTTGCGCC 20 59,9 12
LP20-644 GGTACACTGCGTACTTTCGGTAA 23 58,2 13
Mmb303 CAATGCTGGCTGTTCTGGGC 20 60,3 14
1a193 GACTGGAAAGATAGACGTCT 20 51,9
1a577 TGGCTGACTTGCAAGGTTACC 21 58,9 15
Nc_oced26 CTTGGATGCCATGCTTGCGA 20 59,8 - |16
Mth413 CACATGGCGATCTTTTTAGACGTTG 25 58,3 17
Mc396 CCCTGCCTCGCTGGTGC 17 61,9 - |18
501-286 GTCAGCCGTGGGGCG - 15 59,0 _
fw1-639 GAAGGGCACGCTGCGTACG 119 62,0 19
M90-201 CGGCTGCTGTACAGGCGTTC 20 61,8 20
Mcl408 '|GETTCCGGGTGCGATTTTG 119 57,8 121
1b453. ggCAGCTACCTGTTCACCGC 20 61,7 22
1 |Ib561 - |GGCATGCTGATGTCGATTGCCG 22 60,5 23
Mcy262 CAGGCGTTCTGGTGGGTGAA 20 61,0 . [24
Mcy409 ATCGTTCCGGCGATCTGGC 19 61,0 25
Peat267 GGCGTTTTTCTGGGTCAACTTCC - |23 60,3 26
Msi520 . GCGATCGCGGCTCTGCA 17 61,6 27
Msi_tri309 CGCGGTTCTGGGTCTGCTC 19 61,4 28
Msi270 GTTCTTCTGGGAGAACTTCAAGC 23 - 57,1
Msi232 CCTGGGCGTGACCTTCGC 18 61,0 29
1510 CGAACAACTGGCCGGCG 17 60,0 . |30
10630 CATGGTCGAGCGCGGC 16 59,7 131
RA14-598 AACGTTCGTACCTCGATGCC 120 58,3 32
B2rel260 GCCCAGTATTATTTCTGGACCCCAT 25 60,4 33
B2—400 ACCTCTTTGGTCCCGGCTG 19 60,5 34
B2all343 AACCGCTACACCAATTTCTGGCG 23 61,8 35
pmoAMO3-400 CCCAGATGATCCCGTCGGC 19 60,8 36
xb6~539 AGGCCGCCGAGGTCGAC 17 63,0 37
LP21-190 ATCGACTTCAAGGATCGCCG 20 58,2
LP21-232 ATCGTCGCCATGTGCTTCGC 20 61,9 38
mtrof173 GGbGACTGGGACTTCTGG 18 58,2 39
mtrof362-1 TGGGGCTGGACCTACTTCC |19 59,5 40
mtrof656 ACCTTCGGTAAGGACGT 17 53,2
mtrof661 GGTAARGACGTTGCKCCGG 19 61,9 41
mtrof662-1 GGTAAGGACGTTGCGCCGG 19 61,9
NmNc534 CAACCCATTTGCCAATCGTTGTAG 58,6 42
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Nsm_eut381 [CCACTCAATTTTGTAACCCCAGGTAT 26 59,0 43

-
P16-306 , GGCACTCTGTATCGTATGCCTGTTAG 26 160,5 44
[PS5-229 ACCCCGATTGTTGGGATGATGTA 23 599 . |45
NsNv207 TCAATGGTGGCCGGTGG 17 58,5 46
NsNv363 TACTGGTGGTCGCACTACCC |20 59,6 47
Nit_rel223 GTCACACCGATCGTAGAGGT 20 56,9 48
Nit_rel351 GTTTGCCTGGTACTGGTGGG 120 -159,2 - 49

‘| [Nit_rel470 CGATATTCGGGGTATGGGCG 20 58,4 {50
Nit_rel304 CGCTCTGCATTCTGGCGCT | 19 . 61,8 - 151
M84P105-451 AACAGCCTGACTGTCACCAG 20 58,1 52
WC306_54-385 AACGAAGTACTGCCGGCAAC 20 - 59,2 53
M84P22-514 IAACTGGGCCTGGCTGGE 17 61,0 54
| |gp23-454 AACGCGCTGCTCACTGCG : 18 623 |55
MR1-348 AATCTTCGGTTGGCACGGCT 20 61,1 56
gp391 ATCTGGCCGGCGACCATG 18 611 57
| lgp2-581 . [ACATGATCGGCTACGTGTATCCG 23 60,0 58
RA21-466 CGGCGTTCTTGGCGGCAT 18 62,4 59

Die Sonden zielten auf unterschiedliche Spezies, Speziesgruppen,
" Genera sowie hdhere taxonomische Gruppen von Methanotrophen,
AOBs und verwandten Bakterien. Zwei Sonden (mtrofl73 und
mtrof661) wurden zusammengestellt, um auf die PCR-Primer pmoAl89
bzw. mb661 zu zielen. Eine dritte, fir Methanotrophe Jyuniver-
selle® Sonde (mtrof362-I) wurde fiir eine Region in der Mitte der
pmoA-Sequenz zusammengestellt, die bei Methanotrophen ziemlich
erhalten ist.

Der kritischste Schritt beim Vorgang der Zusammenstellung
der Sonden ist die Feinabstimmung des Sondensets in der Weise,
dass alle Sonden im Set ein so weit wie méglich identes Hybridi-
sierverhalten aufweisen. Im ersten Schritt wurde ein Versuch un-
ternommen, Oligos mit vorhergesagten Schmelztemperaturen (gema
dem Modell des nachsten Nachbarn) von 60 * 2°C zusammenzustel-
len. Derzeitige Modelle konnen Schmelztemperaturen jedoch nur in
Ldsung vorhersagen.

Das Hybridisierverhalten von auf einer festen Oberflédche
immobilisierten Oligonukleotidsonden héngt von mehreren Faktoren
ab:

(i) Linge, GC-Gehalt und genaue Sequenz der Sonde. Diese
zusammen werden bei der Vorhersage von Tm fiir die Oligos unter
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Verwendung des Verfahrens des ndchsten Nachbarn in Betracht ge-
zogen,

(ii) Position von GC- und AT-Paaren. Die Mitte der Sonde ist
bei der Stabilisierung der Hybridisierung wichtiger. Eine Sonde,
bei der die Mitte alle Gs und Cs enthdlt, bindet ihr Target
stdrker als eine andere mit einer homogenen GC-Verteilung (aber
mit identischer Linge und GC-Gehalt).

(iii) Sekunddre Strukturen der Sonde und des entsprechenden
Targets. Wenn eine dieser beiden von signifikanter Stdrke ist,
verglichen mit der Stédrke der Hybridisierung zwischen der Sonde
und dem Target, ist ein signifikanter Abfall der Hybridisie-
rungseffizienz zu erwarten.

(iv) Das genaue Wesen der iiberhidngenden Nukleotide am Target
(Nukleotide direkt neben dem Gebiet, auf das die Sonde abzielt).
Dies kommt vom Modell der Methode des nidchsten Nachbarn, wird
jedoch normaler Weise nicht beachtet, da die Uberhénge der Tar-
getsequenz nicht in Betracht gezogen werden.

(v) Anzahl und Typ der Mismatches. Einige Mismatches haben
geringe, andere jedoch sehr stark destabilisierende Wirkung.

(vi) Position der Mismatches. Mismatches in der Mitte de-
stabilisieren stdrker als Mismatches an Endpositionen.

(vii) Faktoren, die sich aus der immobilisierten Natur der
Sonden ergeben. Sterische Effekte kénnen die Bildung von Hybri-
den zwischen dem Target und der gebundenen Sonde behindern. Die-
se Wirkung ist fiir das immobilisierte Ende der Sonde wesentlich
stdrker. Daher spielt das gebundene Ende der Sonde eine geringe-
re Rolle bei der Hybridisierung als das freie Ende. Dies gilt
fiir die Punkte 2 und 6.

(viii) Die Hybridisierung zwischen DNA-Oligos und RNA-Frag-
menten, wie im vorliegenden Fall, hat eine geringfiigig andere
Thermodynamik als jene der DNA-DNA-Hybridisierung.

Auf Grund der obigen Kriterien erstellten wir an Hand an-
fanglicher Ergebnisse von Tests des Hybridisierverhaltens unse-
rer Sonden und publizierter Daten ein Set von einfachen Regeln,
die die Vorhersage des Hybridisierverhaltens der Sonden signifi-
kant verbesserten. Diese Regeln sind:

(i) U -> C Verdnderungen in der Targetsequenz fithren zu
einer Bindung rG-dT, die fast so stark ist wie die urspriingliche
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Bindung rA-dT (im Falle eines Perfekt Match). Diese werden nicht
als Mismatch gewertet.

(ii) G -> A Verdnderungen in der Targetsequenz fithren zu
einer Bindung ruU-dG, die fast so stark ist wie die urspriingliche
Bindung rC-dG (im Falle eines Perfekt Match). Diese Mismatches
werden nur gewertet, wenn sie zusammen mit anderen Arten von
Mismatches vorkommen. |

(iii) Mismatches in den Endpositionen werden nicht in Be-
tracht gezogen. Mismatches neben den Endpositionen werden nur in
Betracht gezogen, wenn sie zusammen mit anderen Arten von Mis-
matches vorkommen.

(iv) Wenn sich der GroRteil des GC-Gehalts einer Sonde in der
Ndhe des (immobilisierten) 5’-Endes befindet, weist die Sonde
eine signifikant niedrigere Schmelztemperatur auf als urspring-
lich vorhergesagt;>Wenn das 3'’-Nukleotid G oder C ist, wird es
auf die gleiche Weise gewertet.

(v) Sonden mit starken Haarnadelstrukturen (deltaG >= 2,0)
wurden betrachtet, als wiirden sie ein zusdtzliches Mismatch mit
dem Target haben.

(vi) Sonden mit grofem GC-Gehalt, die in der Lange kiirzer als
17 Nukleotide sind, weisen unter den angewendeten Versuchsbedin-
gungen ein unverldssliches Hybridisierverhalten auf.

In Anbetracht der obigen Regeln wurden weitere 9 Sonden aus-
geschlossen, und die Anzahl der Mismatches wurde auf den letzten
Stand der ,Mismatch-Aquivalente“ gebracht. Das resultierende Set
von 59 Oligonukleotidsonden (siehe Tabelle 1) wurde in Bezug auf
ein Referenzset von 69 reinen Strangen und Umweltklons vali-
diert, die fast die gesamte bekannte Diversitdt von Methano-
trophen, AOBs und Bakterien, die pmoA/amoA-Homologe tragen, ab-
decken. Die Hybridisierungen wurden bei 55°C mit dem Ziel durch-
gefiihrt, die Hybridisierung von PM und 1MM (oder ,l1MM-Aquivalen-
ten*) Sonden-Target-Paaren zu ermdglichen. Fig. 2 zeigt einige
typische Hybridisierungsergebnisse, wobei Fig. 2a eine schemati-
sche Darstellung des Mikroarray-Designs ist, Fig. 2b ein Design
eines einzelnen Arrays im Detail ist und Fig. 2c représentative
Hybridisierungen zeigt, wobei r.c. ,verwandte Klone“ bedeutet.
Die Hybridisierung zwischen einer Sonde und einem Target wurde
als positiv angesehen, wenn das Signal mindestens 10% des am
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gleichen Array fiir mtrof173 erhaltenen Signals betrug. Leider
gab es Gruppen von Klonen, fiir welche kein Représentant zur Ver-
figung stand. Fig. 3 zeigt das vorhergesagte Hybridisierungsver-
halten der Sondensets und die erhaltenen Ergebnisse:

Von 59 Sonden im Sondenset konnten Referenztargets fir 7
nicht erhalten werden, welche daher auch nicht validiert werden
konnten. Die meisten (42) Sonden wiesen ein Hybridisierverhalten
wie vorhergesagt auf. Bei zwei Sonden, II510 und II630, wurde
auf Grund ihrer Kiirze (in Kombination mit einer starken Sekun-
darstruktur bei II510) ein unverl&dssliches Hybridisierverhalten
erwartet. Diese beiden Sonden wurden im Sondenset gelassen, da
keine bessere Region fiir eine fiir die Typ II-Methanotrophen spe-
zifische Sonde identifiziert werden konnte. Acht Sonden zeigten
einige unvorhergesehene Ergebnisse. Das unerwartete positive Er-
gebnis von Mcy409 ergab sich aus der Kombination einer starken
Sekunddrstruktur mit einem Mismatch. Die unerwarteten negativen
Ergebnisse von Msi232 wurden mit Targets erhalten, die zwei ne-
beneinander liegende Mismatches genau am 3’-Ende plus ein drit-
tes an verschiedenen inneren Stellen der Sonde aufwiesen. Sonde
Ia577 wies bei drei Targets, die alle eine einzige zentrale Mis-
match U -> A Verdnderung hatten, unerwartete negative Ergebnisse
auf, was zu einem Paar rU-dT fiihrte, das das Perfect Match-Paar
rA-dT ersetzte. _

Zusammenfassend ergibt sich, dass das empirische Verfahren,
das fir die Vorhersage des Hybridisierverhaltens der Sonden be-
schrieben wurde, eine Erfolgsrate von 84% hatte (42 von 50 ge-
werteten). Wenn redundante Sondensets (3 oder mehrere Sonden fiir
jede ins Auge gefasste Spezies oder taxonomische Gruppe) zusam-
mengestellt werden und werden koénnen, ist diese Erfolgsrate an-
nehmbar, und es k&énnen Sondensets ohne griindliche Validierung
zusammengestellt und angewendet werden.

Beispiel 8: Quantifizierungspotential

Das Quantifizierungspotential des entwickelten Mikroarrays
wurde mit kiinstlichen Mischungen von pmoA-Sequenzen getestet.
Auf diese Weise war es mdglich, die Einfithrung von Verzerrungen
zu vermeiden, die bei der DNA-Reinigung von Umweltproben und PCR
mit degenerierten Primern inhdrent ist. Durch Verwendung einer
Referenzmischung mit bekannter Zusammensetzung war es modglich,
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variationen in der Morphologie der Spots und lokale Unterschiede
in der Hybridisierungseffizienz, sowie die signifikante Varia-
tion der Hybridisierungskapazitédten zwischen verschiedenen Son-
den zu normieren.

Die vorliegenden Ergebnisse, die in Fig. 4 dargestellt sind,
zeigen eine sehr gute Korrelation zwischen der echten Zusammen-
setzung der kiinstlichen Mischungen und den Ergebnissen der quan-
titativen Analyse der Hybridisierungsergebnisse. Die Standardab-
weichung von erwarteten Verhdltnissen lag im Bereich von 0,4 -
17,2%.

Das Set von Techniken, die hier dargestellt sind, ermdglicht
die Zusammenstellung, die Herstellung und die Anwendung diagnos-
tischer mikrobieller Mikroarrays durch ein durchschnittliches
mikrobiologisches Labor mit Zugang zu standardmidfiger molekular-
biologischer Ausstattung ﬁnd irgendeinem handelsiiblichen Spotter
und Scanner.

Die Quantifizierung von Umweltproben ist in zwei Stufen
méglich. In der ersten Stufe wird eine Einfarben-Hybridisierung
durchgefiihrt, die einen groben tiberblick iiber die Gemeinschafts-
struktur geben kann, indem sie die relativen Intensitdten auf
dem Array mit den Ergebnissen des Referenzstrang/Klon-Sets in
Zusammenhang bringt. Diese Information kann auch verwendet wer-
den, um ein Subset wvon Referenzstringen/Klonen auszuwdhlen, das
in der nichsten Stufe verwendet werden soll, wo das gleiche Tar-
get dann gegen das ausgewdhlte Referenzset hybridisiert wird und
quantitative Daten von den Verhdltnissen der beiden Signale ge-
zogen werden.

Um den entwickelten pmoA-Mikroarray in der Analyse mit hohem
Durchsatz von Umweltproben fiir die Méthanotroph— und AOB-Diver-
sitat erfolgreich einsetzen zu kénnen, ist es erforderlich, die
DNA-Extraktion, Reinigung und ,universelle“ pmoA/amoA PCR-Proto-
kolle zu optimieren, um eingefiithrte Verzerrungen zu minimieren.

Auch dieses Target wird durch diesen Mikroarray vereinfacht.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> ARC Seibersdorf Research GmbH
<120> Oligonukleotid Set
<130> Methanotrophe

<140>
<141>

<160> 63
<170> Patentin Ver. 2.1

<210> 1

<211> 24

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 1
gacagttaca gcggtaatcg gtgg 24

<210> 2

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 2
tggtatggca tggggtctgt 20

<210> 3

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 3
ttgtggtggce gttaccegt 18

<210> 4

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Oligonukleotid

<400> 4
gttttgatgc tgtctggcag 20

<210>5

<211> 20

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 5
ccgttacegt ctgcctticg 20

<210> 6

<211> 21

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223 Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Oligonukleotid

<400> 6
otggtggaga taccgtttge ¢ 21

<210>7

<211> 22

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400>7
accaataggc gcaacactta gt 22

<210>8

<211> 24

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223 Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Oligonukleotid

<400> 8
caacccattt gccaatcgtt gtag 24

<210>9

<211>25

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Oligonukleotid

<400> 9
ggggtgcaac tctgtgtate ttagg 25

<210> 10

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 10
accgtatcgc atggggatg 18

<210> 11

<211> 23

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 11
actgcggtaa tcgatggttt ggc 23

<210> 12

<211> 20

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 12
aattggccta tggttgcgec 20

<210> 13

<211> 23

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 13
ggtacactgc gtactttcgg taa 23

<210> 14

<211> 20
<212> DNA
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<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 14
caatgctggc tgttctggge 20

<210> 15

<211> 21

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 15 '
tggctgactt gcaaggttac ¢ 21

<210> 16

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 16
cttggatgcc atgettgcga 20

<210> 17

<211> 25

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 17
cacatggcga tctttttaga cgttg 25

<210> 18

<211> 17

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 18
cectgecteg ctggtge 17

<210> 19
<211> 19
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<212> DNA .
<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 19
gaagggcacg ctgcgtacg 19

<210> 20

<211>20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 20
cggctgcetgt acaggcegttc 20

<210> 21

<211> 19

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 21
ggttccgggt gcgattttg 19

<210> 22

<211> 20

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 22
ggcagctacc tgttcaccgce 20

<210> 23

<211> 22

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 23
ggcatgctga tgtcgattge cg 22

31



AT 006 635 Ul

<210> 24

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 24
caggcgttct ggtgggtgaa 20

<210> 25

<211> 19

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 25
atcgttccgg cgatctgge 19

<210> 26

<211> 23

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 26
~ ggcgtttttc tgggtcaact tcc 23

<210> 27

<211> 17

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 27
gcgatcgegg ctctgca 17

<210> 28

<211> 19

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 28
cgcggttctg ggtetgete 19
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gcccagtatt atttctggac cccat 25

<210> 34

<211> 19

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 34
acctctttgg tcceggcetg 19

<210> 35

<211> 23

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 35
aaccgctaca ccaatttctg geg 23

<210> 36

<211> 19

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

- <400> 36
cccagatgat cccgtegge 19

<210> 37

<211> 17

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 37
aggccgccga ggtcgac 17

<210> 38

<211> 20

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:Oligonukleotid
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<400> 38
atcgtcgeca tgtgcttcge 20

<210> 39

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 39
ggbgactggg acttctgg 18

<210> 40

<211> 19

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 40
tggggctgga cctacttce 19

<210> 41

<211> 19

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 41
ggtaargacg ttgckeegg 19

<210> 42

<211> 24

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 42
caacccattt gccaatcgtt gtag 24

<210> 43

<211> 26

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 43
ccactcaatt ttgtaacccc aggtat 26

<210> 44

<211> 26

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 44 :
ggcactctgt atcgtatgcc tgttag 26

<210> 45

<211> 23

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 45
accccgattg ttgggatgat gta 23

<210> 46

<211>17

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 46
tcaatggtgg ccgotgg 17

<210> 47

<211> 20

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 47
tactggtggt cgcactacce 20

<210> 48

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

35



AT 006 635 Ul

<220> v
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Oligonukleotid

<400> 48
gtcacaccga tcgtagaggt 20

<210> 49

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 49
gtttgcctgg tactggtggg 20

<210> 50

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 50
cgatattcgg ggtatgggcg 20

<210> 51

<211> 19

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 51
cgctetgcat tetggegcet 19

<210> 52

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<2235 Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Oligonukleotid

<400> 52
aacagcctga ctgtcaccag 20

<210> 53

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:Oligonukieotid

<400> 53
aacgaagtac tgccggcaac 20

<210> 54 .

<11>17

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 54
aactgggcct ggctggg 17

<210> 55

<211> 18

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 55
aacgcgctgc tcactgeg 18

<210> 56

<211> 20

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 56
aatcttcggt tggcacggcet 20

<210> 57

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 57
atctggccgg cgaccatg 18

<210> 58

<211>23
<212> DNA
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<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 58
acatgatcgg ctacgtgtat ccg 23

<210> 59

<211> 18

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

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

<400> 59
cggcgttctt ggcggceat 18

<210> 60

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 60
ggbgactggg acttctgg 18

<210> 61

<211> 37

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:Primer

<400> 61
taatacgact cactatagcc ggmgcaacgt cyttacc 37

<210> 62

<211> 36

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:Primer

<400> 62
taatacgact cactatagga asgcngagaa gaasgc 36

<210> 63
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<211> 18
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

- <220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer

<400> 63
taatacgact cactatag 18
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Anspriiche

1. Set von Oligonukleotidmolekiilen, die fiir Methanotrophe,
aerobe, Ammoniak oxidierende Bakterien und funktionell verwandte
Bakterien spezifisch sind, dadurch gekennzeichnet, dass es min-
destens 5, vorzugsweise mindestens 20, noch mehr bevorzugt min-
destens 50 Oligonukleotidmolekiile umfasst, ausgewdhlt aus der
Gruppe bestehend aus Oligonukleotidmolekiilen, die die Sequenzen
SEQ ID No 1 bis SEQ ID No 59 umfassen.

2. Set gemdR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass diese
Oligonukleotidmolekiile Spacer-Molekiile umfassen, die vorzugs-
weise an ihrem 5’-Ende hdngen.

3. Set gemdf Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass diese
Spacer-Molekiile einen C-Linker umfassen, vorzugsweise einen C5-
bis C20-Linker.

4. Set gemdfl den Anspriichen 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet,
dass diese Spacer-Molekiile weiters Thymidinreste umfassen, vor-
zugsweise 2 bis 10 Thymidinreste.

5. Set gemif einem der Anspriiche 2 bis 4, dadurch gekennzeich-
net, dass diese Oligonukleotidmolekiile markiert sind.

6. Fester Trager, dadurch gekennzeichnet, dass er, immobili-
siert an seiner Oberfldche, das Set von Oligonukleotidmolekiilen
gemdR einem der Anspriiche 1 bis 5 umfasst.

7. Fester Trager gemdf Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass
er aus der Gruppe bestehend aus einem Objekttréager, einer Mem-
bran, einer S&dule, Kugeln und einer Platte ausgewdhlt ist.

8. Fester Trdger gemdfs Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeich-
net, dass es sich um einen Mikroarray handelt.

9. Fester Triger gemdfR einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass diese Oligonukleotidmolekiile in Spots an
der Oberfldche immobilisiert sind.

10. Fester Trager gemdf Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass
in einem Spot idente Oligonukleotidmolekiile immobilisiert sind.
11. Verfahren zur Herstellung eines festen Trédgers gemdf einem
'der Anspriiche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass ein Set von
Oligonukleotidmolekiilen gemédf einem der Anspriiche 1 bis 5 vor-
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zugswelse in Spots auf der Obefflache dieses festen Tréagers
immobilisiert sind.

12. Verfahren gemdf Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass
dieses Set mit einer Einzelnadel auf diese Oberflidche gespottet
wird.

13. Verfahren gemdf Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet,
dass dieses Spotten mit einem Druckpuffer, vorzugsweise mit DMSO
in H;0, durchgefihrt wird.

14. Verfahren zum Nachweis von Bakterien, ausgewdhlt aus der
Gruppe bestehend aus Methanotrophen, aeroben, Ammoniak oxidie-
renden Bakterien und funktionell verwandten Bakterien, in einer
Probe, dadurch gekennzeichnet, dass es die folgenden Schritte
umfasst:

- Auftragen dieser Probe auf den festen Triger gemiR einem der
Anspriiche 6 bis 10,

- Durchfiihrung eines Hybridisierungsschrittes zum Hybridisieren
von Nukleinsduremolekiilen aus den Bakterien mit den immobili-
sierten Oligonukleotidmolekiilen, vorzugsweise gefolgt von min-
destens einem Waschdurchgang, :

- Nachweis von Hybridisierungsprodukten,‘wobei ein Hybridisie-
rungsprodukt das Vorhandensein irgendeiner der genannten Bakte-
rien in dieser Probe anzeigt.

15. Verfahren gemdf Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass
Nukleinsduremolekiile von spezifischen Bakterien mit Oligonukleo-
tidmolekiilen hybridisieten, die in einem bestimmten Bereich,
vorzugsweise einem bestimmten Spot, dieser Oberflidche immobili-
siert sind.

16. Verfahren gemdf Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet,
dass die Probe durch Isolieren und Reinigen der Nukleinsiuremo-
lekiile von diesen Bakterien vorbehandelt wird.

17. Verfahren gemdf Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass
die Nukleinsduremolekiile von den Bakterien fragmentiert werden,
vorzugsweise auf eine GréRe von 30 bis 70, vorzugsweise 45 bis
55 Nukleotiden.

18. Verfahren gemif einem der Anspriiche 14 bis 17, dadurch ge-
kennzeichnet, dass diese Probe derart vorbehandelt wird, dass
diese Nukleins#duremolekiile von diesen Bakterien RNA-Molekiile

sind.
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19. Verfahren gemdRf einem der Anspriiche 14 bis 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Nukleinsduremolekiile von diesen Bakterien
markiert werden, vorzugsweise mit Cy3 bzw. Cy5.

20. Verfahren gemif einem der Anspriiche 14 bis 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Hybridisierungsschritt unter Bedingungen
durchgefiihrt wird, die Perfect-Match- und Single-Mismatch-Hybri-
disierung zulassen.

21. Verfahren gemdf einem der Anspriiche 14 bis 20, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Hybridisierungsschritt iiber Nacht durch-
gefiihrt wird, vorzugsweise unter Verwendung eines Schiittelappa-
rats. '

22. Verfahren gemdf einem der Anspriiche 14 bis 21, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Hybridisierungsschritt in einer geklebten
Hybridisierkammer durchgefiihrt wird.
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