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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Diese Erfindung bezieht sich auf Verfahren und Reagenzien zum Analysieren von Nukleotidsequen-
zen von Nukleinsduren mittels Massenspektrometrie und insbesondere auf Verfahren zum Analysieren von
Nukleotidsequenzen unter Verwendung von Reagenzien, die Gemische von Oligonukleotid-Vorlaufern sind,
die ein hohes Mal an Massenzahlkomplexitat und Sequenzbedeckungskomplexitat aufweisen.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Ein Bestimmen der Nukleotidsequenz von Nukleinsauren (DNA und RNA) ist kritisch fiir das Verstand-
nis der Funktion und Steuerung von Genen und ihrer Beziehung, beispielsweise in Bezug auf Krankheitser-
kennung und Krankheitsbewaltigung. Die Analyse genetischer Informationen spielt bei biologischen Experi-
menten eine wesentliche Rolle. Dies gilt mittlerweile besonders in Bezug auf Studien, die auf ein Verstandnis
der grundlegenden genetischen und Umweltfaktoren abzielen, die mit Krankheit und den Auswirkungen poten-
tieller therapeutischer Wirkstoffe auf die Zelle zusammenhangen. Diese Paradigmaverschiebung fihrte in der
Branche der Biowissenschaften zu einem erhéhten Bedarf an sensibleren, praziseren und einen hoéheren
Durchsatz ermdglichenden Technologien zum Durchfiihren von Analysen an genetischem Material, das von
einer Vielzahl biologischer Quellen gewonnen wird.

[0003] Da ein Sequenzieren der ernorm hohen Anzahl von Nukleinsduren in jeder menschlichen Zelle not-
wendigerweise ein zeitaufwendiger Vorgang ist, besteht immer ein dringender Bedarf an schnelleren Analysen
mit einem héheren Durchsatz, die nicht zu Lasten der Empfindlichkeit und Genauigkeit gehen. Es wurden be-
reits eine Reihe von Techniken entwickelt, einschlieflich, unter anderem, Elektrophorese, enzymatische und
chemische Analyse, Arraytechnologie und Massenspektrometrie, um die Nukleotidsequenz von Nukleinsauren
zu bestimmen.

Elektrophoretische Techniken

[0004] Plattengel- oder Kapillarpolyacrylamidgel-Elektrophoresetechnologien wie z. B. diejenigen, die bei au-
tomatisierten DNA-Sequenzierern eingesetzt werden, liefern duBerst genaue De-Novo-Sequenzinformationen
fur relativ lange (500 — 700 Reste oder Basen) DNA-Segmente. Obwohl auf Elektrophorese beruhende Tech-
niken viele Informationen pro Probe liefern, erfordern sie lange Probenpraparations- und aufbauzeiten und be-
grenzen somit den Durchsatz.

Enzymatische und chemische Analyse

[0005] Es gibt eine Reihe von enzymatischen und chemischen Techniken, um die De-Novo-Nukleotidsequenz
von Nukleinsduren zu bestimmen. Jedoch weist jede Technik inharente Beschrankungen auf. Zum Beispiel of-
fenbaren Maxam und Gilbert [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5.460 (1977)] einen Lésungsansatz einer chemi-
schen Qualitatsverringerung, und Sanger u. a. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5.463 (1977)] offenbaren ein
Kettenabbruchverfahren, das eine Komplementarstrang-Primer-Verlangerung bzw. -Extension bzw. -Ausdeh-
nung verwendet. Jede dieser Techniken verwendet vier getrennte Reaktionsgemische, um einen verschach-
telten Satz von Fragmenten zu erzeugen, die sich in ihrer Lange durch ein einziges Nukleotid unterscheiden,
wodurch somit eine vollstandige Nukleotidsequenz darstellt wird. Eine Aufldsung der Fragmente auf der
Grundlage ihrer GréRRe und ihres entstandigen Nukleotids wird durchgefiihrt, um die Reihenfolge der Fragmen-
te und somit die Nukleotidsequenz zu bestimmen.

[0006] Die Einstrangige-Konformation-Polymorphie-Analyse (SSCP-Analyse, SSCP = single-stranded con-
formation polymorphism) ist eine nitzliche Technik zum Erfassen relativ geringer Unterschiede zwischen ahn-
lichen Sequenzen. Die Technik ist einfach zu implementieren und kann, wenn sie mit Multifarbstofferfassungs-
oder Massenmarkierungsmethodologien kombiniert wird, multiplexiert werden und dadurch den Durchsatz ver-
bessern. Wie auch Techniken, die sich auf ein Erfassen von Heteroduplexen stitzen, z. B. Denaturie-
rungs-Gradientengel-Elektrophorese (DGGE — denaturing gradient gel electrophoresis), chemische Spaltung
(CCM - chemical cleavage), enzymatische Spaltung (unter Verwendung von Cleavase) von Nichtlibereinstim-
mungen sowie Denaturierungs-Hochleistungs-Flissigchromatographie (DHPLC - denaturing high perfor-
mance liquid chromatography), ist die Technik nur qualitativ, d. h. die Technik offenbart lediglich, ob in der an-
visierten bzw. Targetnukleinsaure eine Mutation vorliegt, liefert jedoch minimale Informationen Uber die Identi-
tat und Lage der Mutation.
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[0007] Andere Techniken, die Ligase- und Polymeraseverlangerungsuntersuchungen verwenden, sind nuitz-
lich darin, zu bestimmen, ob an einer definierten Stelle in einer ansonsten bekannten anvisierten bzw. Target-
nukleinsduresequenz eine Mutation vorliegt. Beispielsweise offenbart die U.S.-Patentschrift Nr. 4,988,617 ein
Verfahren zum Bestimmen, ob an einer definierten Stelle in einer ansonsten bekannten anvisierten bzw. Tar-
getnukleinsauresequenz eine Mutation vorliegt, indem eine Untersuchung bezuglich der Ligation zweier natr-
licher Oligonukleotide durchgeflihrt wird, die dazu entworfen sind, nebeneinander entlang der anvisierten bzw.
Targetsequenz zu hybridisieren. Die U.S.-Patentschrift Nr. 5,494,810 offenbart ein Verfahren, das eine thermo-
stabile Ligase und die Ligasekettenreaktion (LCR) verwendet, um spezifische Nukleotidsubstitutionen, -deleti-
onen, -insertionen und -translokationen in einer ansonsten bekannten Nukleinsduresequenz unter Verwen-
dung lediglich naturlicher Nukleinsauren zu erfassen. Die U.S.-Patentschrift Nr. 5,403,709 offenbart ein Ver-
fahren zum Bestimmen der Nukleotidsequenz durch Verwendung eines anderen Oligonukleotids als Verlange-
rung und eines dritten, Briicken bildenden Oligonukleotids, um die ersten zwei zum Zweck einer Ligation zu-
sammenzuhalten, und die WO 97/35033 offenbart Verfahren zum Bestimmen der Identitat eines Nukleotid-3'
zu einem definierten Primer unter Verwendung einer Polymeraseverlangerungsuntersuchung. Obwohl die Un-
tersuchungen mit einem relativ hohen Durchsatz durchgefihrt werden kdnnen, sind sie sequenzspezifisch und
erfordern somit fir jedes zu analysierende Target einen unterschiedlichen Satz von Reagenzien.

[0008] Die U.S.-Patentschriften Nrn. 5,521,065, 4,883,750 und 5,242,794 (Whiteley u. a.) offenbaren Verfah-
ren zum Testen des Vorliegens oder des Nichtvorliegens einer Targetsequenz in einem Gemisch aus Einstran-
gige-Nukleinsaure-Fragmenten. Das Verfahren beinhaltet, dass ein Gemisch aus Einstrangige-Nukleinsau-
re-Fragmenten mit einer ersten Sonde, die zu einer ersten Region der Targetsequenz komplementar ist, und
mit einer zweiten Sonde, die zu einer zweiten Region der Targetsequenz komplementar ist, zur Reaktion ge-
bracht wird. Die erste und die zweite Targetregion grenzen aneinander an. Es werden Hybridisierungsbedin-
gungen verwendet, bei denen die zwei Sonden auf stabile Weise zu ihren zugeordneten Targetregionen hyb-
ridisiert werden. Im Anschluss an die Hybridisierung wird bzw. werden die erste und/oder die zweite Sonde, die
zu angrenzenden ersten und zweiten Targetregionen hybridisiert werden, ligiert, und anschlieRend wird die
Probe auf das Vorliegen eines erwarteten Sondenligationsprodukts getestet.

Arraytechnologie

[0009] Techniken, die eine Hybridisierung zu oberflachengebundenen DNA-Sondenarrays verwenden, sind
nutzlich beim Analysieren der Nukleotidsequenz von Targetnukleinsauren. Diese Techniken stutzen sich auf
die inharente Fahigkeit von Nukleinsauren, tiber eine Bildung von Wasserstoffbriicken gemal Basenpaarungs-
regeln von Watson-Crick Duplexe zu bilden. In der Theorie, und in gewissem Umfang auch in der Praxis, kann
eine Hybridisierung zu oberflachengebundenen DNA-Sondenarrays in einem einzigen Experiment relativ viele
Informationen liefern. Beispielsweise hat die Arraytechnologie einzelne Nukleotidpolymorphien innerhalb rela-
tiv langer (aus 1.000 Resten oder Basen bestehender) Sequenzen identifiziert (Kozal, M., u. a., Nature Med.
7:753-759, Juli 1996). Ferner ist die Arraytechnologie fiir manche Arten der Genexpressionsanalyse nuitzlich,
wobei man sich auf eine komparative Analyse von komplexen Gemischen von mRNA-Targetsequenzen stitzt
(Lockart, D., u. a., (1996), Nat. Biotech. 14, 1.675 — 1.680). Obwohl Arraytechnologien den Vorteil bieten, dass
sie einigermafen empfindlich und genau sind, wenn sie fir spezifische Anwendungen und fur spezifische Sat-
ze von Targetsequenzen entwickelt werden, lassen sie eine generische Implementierung vermissen, die
gleichzeitig auf mehrere bzw. unterschiedliche Anwendungen und Targets angewendet werden kann. Dies ist
zum grofRen Teil auf das Erfordernis relativ langer Sondensequenzen zurtickzuflihren, die die Sonden-/Target-
duplexe bilden und anschlieRend erfassen miissen. Uberdies macht es diese Verwendung relativ langer Son-
den aufgrund des inharent geringen thermodynamischen Unterschieds zwischen dem perfekten Komplement
und der einzigen Nichtlbereinstimmung in dem Sonden-/Targetduplex schwierig, einzelne Nukleotidunter-
schiede abzufragen. AuRerdem hangt eine Erfassung von Ldsungsdiffusionseigenschaften und einer Wasser-
stoffbriickenbindung zwischen komplementaren Target- und Sondensequenzen ab.

Massenspektrometrie-Techniken

[0010] Die Massenspektrometrie (MS) ist ein leistungsstarkes Hilfsmittel zum Analysieren von komplexen Ge-
mischen aus Verbindungen, einschlieRlich Nukleinsauren. Zusatzlich dazu, dass eine intakte Masse prazise
bestimmt wird, kbnnen mittels mehrerer unterschiedlicher MS-Strategien Primarstrukturinformationen erhalten
werden. Die Verwendung von MS zur DNA-Analyse ist potentiell auf die Erfassung von DNA-Modifikationen,
auf eine DNA-Fragmentmassebestimmung und auf eine DNA-Sequenzierung anwendbar (siehe z. B. Fields,
G.B., Clinical Chemistry 43, 1.108 (1997)). Zur Identifizierung von DNA-Modifikationsstellen wurden bereits so-
wohl eine auf einer Bombardierung mit schnellen Atomen (FAB - fast atom bombardment) als auch eine auf
Elektrosprayionisierung (ESI - electrospray ionization) beruhende Stof3induzierte-Dissoziations-/Tandem-MS
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angewendet.

[0011] Obwohl die MS ein leistungsstarkes Hilfsmittel zum Analysieren von komplexen Gemischen verwand-
ter Verbindungen, einschlieRlich Nukleinsauren, ist, ist ihre Nitzlichkeit beim Analysieren der Sequenz von Nu-
kleinsduren durch verfiigbare lonisierungs- und Erfassungsverfahren begrenzt. Beispielsweise erzeugt die
ESI-Spektrometrie eine Verteilung von stark geladenen lonen, deren Masse-zu-Ladung-Verhaltnis im Bereich
von im Handel erhéltlichen Quadrupolmassenanalysatoren liegt. Obwohl ESI empfindlich ist und lediglich Fem-
tomol-Mengen einer Probe bendtigt, stiitzt sie sich auf mehrere Ladungen, um eine effiziente lonisierung zu
erzielen, und erzeugt sogar fiir einfache Nukleinsauren komplexe und schwierig zu interpretierende mehrfach
geladene Spektra.

[0012] Eine matrixunterstitzte Laser-Desorption-lonisierung (MALDI — matrix-assisted laser desorption ioni-
zation), die in Verbindung mit einem Flugzeit-Massenanalysator (TOF-Massenanalysator, TOF = time of flight)
verwendet wird, weist aufgrund ihrer relativ grolen Massenbandbreite, hohen Auflésung (m/Am < 1,0 bei Mas-
se 5.000) und Abtastrate (bis zu 1 Abtastwert/Sekunde) ein groRes Potential zum Sequenzieren von Nuklein-
sauren auf. Bei einem Aspekt bietet die MALDI insofern einen potentiellen Vorteil gegentiber ESI und FAB, als
Biomolekiile einer groRen Masse ohne weiteres ionisiert und analysiert werden kénnen. Ferner erzeugt die
MALDI im Gegensatz zur ESI vorwiegend einfach geladene Spezies.

[0013] Jedoch kann eine MALDI-Analyse einer DNA allgemein eine mangelnde Auflésung von DNA-Frag-
menten von hoher relativer Molekilmasse, eine DNA-Instabilitdt und eine Interferenz seitens Probenherstel-
lungsreagenzien aufweisen. Langere Oligonukleotide kénnen breitere, weniger intensive Signale liefern, da die
MALDI lonen von héherer relativer Molekilmasse eine groRere kinetische Energie verleiht. Obwohl sie zum
Analysieren von Nukleinsduren von hoher relativer Molekiulmasse verwendet werden kann, bewirkt MAL-
DI-TOF eine Spaltung der Nukleinsdaurehauptkette, was das resultierende Spektrum weiter verkompliziert.
Folglich ist die Lange von Nukleinsduresequenzen, die derzeit mittels MALDI-TOF analysiert werden kénnen,
auf etwa 100 Basen oder Reste beschrankt. Wang u. a. (WO 98/03684) nutzten eine ,Fragmentierung in der
Quelle" (,in source fragmentation) und koppelten sie mit Verfahren einer verzégerten gepulsten lonenextrakti-
on zum Bestimmen der Sequenz von Nukleinsaureanalyten.

[0014] Es wurden bereits eine Reihe von Verfahren offenbart, die standardmafRige Sequenzierungsverfahren
nutzen, um Targetfragmente zur Analyse mittels Massenspektroskopie zu erzeugen. Beispielsweise offenba-
ren die U.S.-Patentschrift Nr. 5,288,644 (Beavis u. a.); die U.S.-Patentschrift Nr. 5,547,835 (Koster) und die
U.S.-Patentschrift Nr. 5,622,824 (Koster) Verfahren zum Bestimmen der Sequenz einer Targetnukleinsaure un-
ter Verwendung von MALDI-TOF von Leitern des Targets, entweder mittels Exonukleaseaufschluss- oder mit-
tels standardmafliger Sanger-Sequenzierungsverfahren erzeugt. Beavis erortert ein Verfahren zur DNA-Se-
quenzierung unter Verwendung verschiedener basenspezifischer Reaktionen, um verschiedene Satze von
DNA-Fragmenten zu verwenden, um ein Stick DNA einer unbekannten Sequenz zu bilden. Jeder der ver-
schiedenen Satze von DNA-Fragmenten weist einen gemeinsamen Ursprung auf und endet an einer bestimm-
ten Base entlang der unbekannten Sequenz. Die relativen Molekilmassen der DNA-Fragmente in jedem der
verschiedenen Satze werden durch ein MALDI-Massenspektrometer bestimmt, das anschlieRend verwendet
wird, um die Nukleotidsequenz der DNA abzuleiten.

[0015] Koster verwendet die Sanger-Sequenzierungsstrategie und setzt die Sequenzinformationen mittels ei-
ner Analyse der verschachtelten Fragmente, die durch einen basenspezifischen Kettenabbruch erhalten wer-
den, mittels ihrer verschiedenen Molekilmassen unter Verwendung von Massenspektrometrie wie z. B. MAL-
DI- oder ESI-Massenspektrometrie zusammen. Dieses Verfahren wurde bereits mit einem Festphasensequen-
zierungs-Ldsungsansatz gekoppelt, bei dem die Matrize mit Biotin markiert und an mit Streptavidin beschich-
tete magnetische Kiigelchen gebunden wird. Unter Verwendung dieses Verfahrens war es mdglich, Exons 5
und 8 des p53-Gens unter Verwendung von 21 definierten Primern zu sequenzieren (Fu u. a., Nat. Biotechnol.
16, 381 (1998)). Der Durchsatz kann erhéht werden, indem Massenmodifikationen in den Oligonukleotid-Pri-
mer, in Kettenabbruch-Nukleosid-Triphosphate und/oder in die kettenverlangernden Nukleosid-Triphosphate
eingebracht werden, sowie dadurch, dass integrierte Markierungssequenzen verwendet werden, die ein Mul-
tiplexieren, mittels Hybridisierung, von markierungsspezifischen Sonden mit massendifferenzierten relativen
Molekilmassen ermdglichen (U.S.-Patentschrift Nr. 5,547,835). Es ist jedoch wichtig zu beachten, dass all die-
se Sequenzierungsverfahren entweder eine gewisse vorherige Kenntnis der Targetsequenz oder eine Einflih-
rung einer bekannten Sequenz, die als den Primer bindende Stelle dienen soll, erfordern.

[0016] Es wurden bereits Anstrengungen unternommen, Massenspektrometrie mit enzymatischen Untersu-
chungen zu verwenden, um das Vorliegen, die Position und die Identitat von Mutationen in ansonsten bekann-
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ten Sequenzen zu bestimmen, wobei zumindest manche Informationen Uber das Vorliegen, die Position
und/oder die Identitat der Mutation vorab bekannt sind. Beispielsweise offenbart die U.S.-Patentschrift Nr.
5,605,798 ein Verfahren, bei dem ein DNA-Primer, der zu einem bekannten Targetmolekul in einer zu der be-
kannten interessierenden Region benachbarten Region komplementar ist, in der Gegenwart von massenmar-
kierten Dideoxynukleotiden mit eine DNA-Polymerase verlangert wird. Die Identitat der Mutation wird anschlie-
Rend bestimmt, indem die Masse des Dideoxy-verlangerten DNA-Primers analysiert wird. Es wird offenbart,
dass das Multiplexierungsverfahren dabei nitzlich ist, alle méglichen Mutanten/Varianten an einer definierten
Stelle gleichzeitig zu erfassen, indem mit einem Dideoxynukleotid verlangert wird und bestimmt wird, welches
spezifische Dideoxynukleotid integriert wurde.

[0017] Es wurden Anstrengungen unternommen, einige der zuvor erwahnten Unzulanglichkeiten bei massen-
spektroskopischen Analysen von Nukleinsauren anzugehen. Beispielsweise offenbart Gut (WO 96/27681) Ver-
fahren zum Verandern der Ladungseigenschaften der Phosphodiester-Hauptkette von Nukleinsauren auf eine
Art und Weise, die sie fur MS-Analysen geeigneter werden Iasst. Verfahren zum Einfiihren modifizierter Nuk-
leotide, die die Nukleinsdure beziglich einer Fragmentierung stabilisieren, wurden ebenfalls beschrieben
(Schneider und Chait, Nucleic Acids Res, 23, 1.570 (1995), Tang u. a., J Am Soc Mass Spectrom, 8, 218 — 224,
1997).

[0018] Die Verwendung von nicht-spaltbaren Massemarkierungen wurde ebenfalls genutzt, um manche der
zuvor erwdhnten Unzulanglichkeiten anzugehen. Beispielsweise offenbart die japanische Patentschrift Nr.
59-131909 einen Massenspektrometerentwurf, der Nukleinsdurefragmente, die durch Elektrophorese, Flissig-
chromatographie oder Hochgeschwindigkeits-Gelfiltration getrennt werden, wobei Atome in die Nukleinsauren
integriert wurden, erfasst. Die Atome, die normalerweise nicht in der DNA auftreten, sind Schwefel, Brom, Jod,
Silber, Gold, Platin und Quecksilber.

[0019] Spaltbare Massemarkierungen werden dazu genutzt, manche der Probleme, die mit einer MS-Analyse
von Nukleinsaduren verbunden sind, zu umschiffen. Beispielsweise offenbart die PCT-Anmeldung WO
95/04160 (Southern u. a.) ein indirektes Verfahren zum Analysieren der Sequenz von Targetnukleinsauren un-
ter Verwendung einer durch ein Target bewirkten Ligation zwischen einer oberflachengebundenen DNA-Sonde
und spaltbaren, massemarkierten Oligonukleotiden, die Reportergruppen enthalten, unter Verwendung von
massenspektrometrischen Techniken. Die zu bestimmende Sequenz wird zuerst zu einem Oligonukleotid, das
an einen Feststofftrager angelagert ist, hybridisiert. Der Feststofftrager, der die oben genannten Hybride tragt,
wird mit einer Lésung aus codierten Oligonukleotidreagenzien, die eine Bibliothek bilden, die alle Sequenzen
einer gegebenen Lange umfasst, inkubiert. Es wird eine Ligase eingebracht, so dass das Oligonukleotid auf
dem Trager zu dem Angehdérigen der Bibliothek ligiert wird, der zu dem Target neben dem Oligonukleotid hyb-
ridisiert wird. Nicht-ligierte Reagenzien werden mittels Waschen beseitigt. Ein Linker, der Teil des Angehdrigen
der Bibliothek ist, der zu dem Oligonukleotid ligiert ist, wird gebrochen, um eine Markierung abzulésen, die wie-
dergewonnen und mittels Massenspektrometrie analysiert wird.

[0020] Ein gemeinsamer Fokus der obigen Technologien besteht darin, Verfahren zum Erhéhen der Anzahl
von Targetstellen (entweder innerhalb von oder zwischen Targets) zu liefern, die bei einer einzelnen Bestim-
mung abgefragt werden kénnen, wobei ein gewisser Abschnitt der Targetsequenz bekannt ist. Dieses Multip-
lexierungsthema wird in den Lehren der obigen Patentanmeldungen entweder direkt oder implizit angegeben.
Die Verwendung von mehr als einem Oligonukleotid entweder als Hybridisierungssonde oder als Primer zur
Erweiterung bzw. Verlangerung bzw. Extension oder Ligation wird durch die Sequenz, die die interessierende
Stelle umgibt, und somit durch die spezifische Anwendung definiert. Mit Ausnahme der von Southern offenbar-
ten Massemarkierungstechnologie sind die oben beschriebenen Oligonukleotidreagenzien somit beztiglich der
Targetsequenz nicht generisch, sondern mussen fiir jede definierte Anwendung erzeugt werden. Als solches
ist die Anzahl von gesonderten Oligonukleotiden, die bei einer multiplexierten Abfragung verwendet werden,
allgemein lediglich eine geringe Teilmenge des theoretischen Sequenz-Vollstandig-Satzes. Dieses Verhaltnis
zwischen der tatsachlichen Sequenzbedeckung, die durch ein bestimmtes Oligonukleotidgemisch geliefert
wird, und der theoretischen Bedeckung, die durch den Sequenz-Vollstandig-Satz geliefert wird, ist als die Ge-
mischbedeckungskomplexitat definiert (siehe nachstehende Erdrterung). Beispielsweise variieren bei vielen
der beschriebenen Verfahren (d. h. U.S.-Patentschrift Nr. 5,605,798, WO 92/15712 und WO 97/35033) die
Sondenlangen je nach der spezifischen Anwendung und dem Erfassungsverfahren zwischen etwa 8 und 20
Nukleotiden. Die Anzahl von Sonden in einem Sequenz-Vollstandig-Satz kann durch die Gleichung 4" be-
schrieben werden, wobei L gleich der Lange der Sonden ist. Fliir 8-mer-Sonden weist der Sequenz-Vollstan-
dig-Satz somit 4% oder 65.536 Angehérige auf. Wenn die Anzahl von Abfragungsstellen bei der multiplexierten
Bestimmung etwa 500 betragt, was fur die oben beschriebenen Technologiearten eine verniinftige Obergrenze
fur die Anzahl von Oligonukleotidsonden bei einer einzigen Bestimmung ist, so ware die Gemischbedeckungs-
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komplexitat (siehe nachfolgende Erdrterung) des abfragenden 8-mer-Sonde-Gemischs gleich 500/65.536 oder
etwa 1/130. In den meisten Fallen weisen die Sonden jedoch eine Lange von 15 — 20 Nukleotiden auf. Obwohl
diese erhéhte Lange eine Spezifizitat der Sonde fir eine definierte Targetsequenz gewahrleistet, verringert sie
die Gemischbedeckungskomplexitdt des Sondengemischs betrachtlich. Somit ist klar, dass die abfragenden
Oligonukleotidgemische fur die oben beschriebenen Arten von Multiplexierungsverfahren und -anwendungen
nicht dazu entworfen sind, bezuglich der Targetsequenzbedeckung sequenzvollstandig zu sein, und somit
nicht als generische Reagenzien betrachtet werden kdnnten.

[0021] Das Ziel vieler arraybasierter Sequenzierungstechniken besteht darin, den ,Kurzwort"-Inhalt, d. h. alle
vorliegenden Oligonukleotidteilsequenzen, in der anvisierten Nukleinsduresequenz zu bestimmen. Beispiels-
weise ist bei Techniken, die eine Hybridisierung zu oberflachengebundenen DNA-Sondenarrays verwenden,
ein Satz von Oligonukleotiden einer bestimmten Lange an raumlich gesonderten Positionen auf einem Subst-
rat angeordnet, um ein Array zu bilden, und die Targetsequenz darf zu dem Array hybridisieren (siehe z. B.
U.S.-Patentschrift Nr. 5,202,231, U.S.-Patentschrift Nr. 5,492,806 und U.S.-Patentschrift Nr. 5,695,940). Die
Targetsequenz wird sich an Positionen binden, die ein Kurzwort enthalten, das komplementar zu einem der
Kurzworter in ihrer Sequenz ist. Andere haben Verfahren zum Sondieren von oberflachengebundenen Targets
mit einem sequentiellen Satz von Oligonukleotidsonden offenbart (siehe z. B. U.S.-Patentschrift Nr. 5202231,
U.S.-Patentschrift Nr. 5492806 und U.S.-Patentschrift Nr. 5695940). Dadurch, dass mittels einer Fluoreszenz-
messung oder dergleichen die Hybridisierungspositionen identifiziert werden oder die Identitat des sondieren-
den Oligonukleotids bekannt ist, kann theoretisch der genaue Kurzwortinhalt der Targetnukleinsduresequenz
bestimmt werden. Diese Informationen kénnen anschliefend dazu verwendet werden, die Sequenz der Tar-
getnukleinsaure zu rekonstruieren (siehe z. B. Pevzner, P.A., J. Biomolecular Structure Dynamics 7, 63 (1989),
Pevzner P.A., u.a., J. Biomolecular StructureDynamics 9, 399 (1991), Ukkonen, E., Theoretical Computer Sci-
ence 92, 191 (1992)). Jedoch ist es wichtig zu betonen, dass relativ sequenzvollstadndige Satze von Oligonu-
kleotidsonden bendétigt werden, um den Kurzwortinhalt eines unbekannten Targets generisch zu bestimmen.

[0022] Techniken, die den Kurzwortinhalt der Targetnukleinsduresequenz identifizieren, eignen sich fir An-
wendungen wie z. B. De-Novo-Sequenzieren, Neu-Sequenzieren, Mutationserfassung und Mutationsande-
rungserfassung. Mit zunehmender Lange der Targetsequenz verringert sich die Erfolgsrate oder die Erfolgsra-
te, mit der die Analyse durchgefihrt werden kann. Da manche der Anwendungen, z. B. Mutationserfassung,
lediglich qualitative Informationen bendtigen, kann die Erfolgsrate in der Regel hoher liegen als die Erfolgsrate
fur eine Anwendung, die quantitative Informationen erfordert, z. B. De-Novo-Sequenzieren. Beispielsweise
wirde das Vorliegen einiger weniger Kurzwortwiederholungen die Erfolgsrate fiir ein De-Novo-Sequenzieren
betrachtlich verringern, hatte jedoch eine geringere Auswirkung auf die Erfolgsrate bezlglich einer Mutations-
erfassung. Bei anderen Anwendungen ist ein betrachtliches Maf3 an Vorab-Informationen verfiigbar, um die In-
terpretation des Kurzwortinhalts zu unterstiitzen, wodurch die Erfolgsrate der Ergebnisse erhdht wird.

[0023] Der Zweck der vorliegenden Erfindung besteht darin, den Kurzwortinhalt einer Targetnukleinsaurese-
quenz unter Verwendung von Massenspektroskopie zu bestimmen. Jedoch erwartet man, dass die Erfolgsrate
einer derartigen Analyse relativ gering ist, da das Vorliegen einer bestimmten Masse in dem Massespektrum
lediglich zeigt, dass eine von vielen mdglichen Nukleinsauresequenzen vorliegt. Beispielsweise ist unter Ver-
wendung von lediglich nattrlichen Nukleotiden die Sequenz GGCTTTA anhand der Masse von der Sequenz
GCTTTAG unterscheidbar, und das Vorliegen einer Massenspitze bei 2.142 Atommasseeinheiten zeigt ledig-
lich, dass in dem Gemisch zumindest eine Nukleinsauresequenz mit 3Ts, 2Gs und 1A und 1C vorliegt. Durch
Massekoinzidenzen wird die Mehrdeutigkeit noch verwirrender. Beispielsweise kann die Massenspitze bei
2.193 Beitrage von Nukleinsauresequenzen enthalten, die 6As und 1T oder 1A, 2Cs, 3Gs und 1T enthalten.
Der Zweck der vorliegenden Erfindung besteht darin, diese Arten von Mehrdeutigkeiten in dem Kurzwortinhalt
einer Targetnukleinsduresequenz zu verringern.

Zusammenfassung der Erfindung

[0024] Die Erfindung ist auf Reagenzien und Verfahren zum Rekapitulieren einer Targetnukleinsadure in der
Kurzwortform gerichtet, die mittels Hochauflésungs-Massenspektrometrietechniken analysiert werden kann.
Die Verfahren und Reagenzien verwenden generische Oligonukleotid-Vorlaufer-Gemische (X-mer-Vorlau-
fer-Gemische) und enzymatische Prozesse, um die Lange und gleichzeitig die Masse lediglich derjenigen
X-mer-Vorlaufer innerhalb eines definierten Gemischs zu verandern, die zu der Targetnukleinsdure komple-
mentar sind.

[0025] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Gemisch zur direkten Massenspektralanalyse von Nuk-
leinsauren. Das Gemisch umfasst natlrliche und massenmodifizierte X-mer-Vorlaufer, die eine minimale Lan-
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ge von 3 Nukleotiden aufweisen. Die minimale Gemischbedeckungskomplexitat (CC,,) betragt 56 geteilt durch
die Anzahl von gesonderten X-meren in dem Gemisch. Die Lange der X-mer-Vorlaufer kann fir jeden
X-mer-Vorlaufer unabhangig ausgewahlt werden. Die Massenzahlkomplexitat (MNC) des Gemischs ist groRer
als die Massenzahlkomplexitat jedes natiirlichen Aquivalents des Gemisches. Jeder der X-mer-Vorlaufer in
dem Gemisch wird durch eine einzelne chemische Spezies dargestellt, um eine eindeutige Masse zu besitzen.

[0026] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Analysieren einer Targetnukle-
insauresequenz. Ein Gemisch von X-mer-Vorlaufern wird zu den Targetnukleinsduresequenzen hybridisiert.
Das Gemisch umfasst natirliche und massenmodifizierte X-mer-Vorlaufer, die eine minimale Lange von 3 Nu-
kleotiden und eine minimale Gemischbedeckungskomplexitat von 56 geteilt durch die Anzahl von gesonderten
X-meren in dem Gemisch aufweisen. Die Lange der X-mer-Vorlaufer kann fir jeden X-mer-Vorlaufer unabhan-
gig ausgewahlt werden. Jeder der X-mer-Vorlaufer in dem Gemisch wird durch eine einzelne chemische Spe-
zies dargestellt, um eine eindeutige Masse zu besitzen. Die Hybride werden verarbeitet, um die Masse der
X-mer-Vorlaufer-Abschnitte der Hybride in einer mittels einer Targetsequenz bewirkten Reaktion zu verandern.
Die Produkte des vorherigen Schrittes werden mittels Massenspektrometrie analysiert.

[0027] Derartige X-mer-Vorlaufer kdnnen eine definierte isotope Zusammensetzung aufweisen.

[0028] Die Massenzahlkomplexitat (MNC) des Gemischs ist vorzugsweise grof3er als die Massenzahlkomple-
xitat jedes natirlichen Aquivalents des Gemisches.

[0029] Die X-mer-Vorlaufer kdnnen eine lonisierungsmarke aufweisen. Vorzugsweise weist das Gemisch
oder der Satz von Teilgemischen eine Gemischbedeckungskomplexitat von zumindest etwa 1/2 auf, wenn das
Gemisch zumindest 128 gesonderte X-mere enthalt, eine Gemischbedeckungskomplexitat von zumindest
etwa 1/4, wenn das Gemisch zumindest 256 gesonderte X-mere enthalt, und eine Gemischbedeckungskom-
plexitat von zumindest etwa 1/8, wenn das Gemisch zumindest 512 gesonderte X-mere enthalt.

[0030] Das Gemisch kann in zumindest zwei Reaktionsgemischen vorgesehen sein.

[0031] Zumindest manche der massenmodifizierten X-mer-Vorlaufer kénnen zumindest eine Massenmarke
oder zumindest eine chemische Modifizierung einer Internukleosidbindung, einer Zuckerhauptkette oder einer
Nukleosidbase aufweisen.

[0032] Der Verarbeitungsschritt umfasst vorzugsweise ein Verandern der Masse der X-mer-Vorlaufer-Ab-
schnitte der Hybride um einen Betrag, der groRer ist als derjenige, der durch die Massendifferenz zwischen
dem leichtesten und dem schwersten X-mer in dem Gemisch definiert wird.

[0033] Das Verfahren kann ferner den Schritt des Reinigens der Produkte aus Schritt (2) vor einer Analyse
mittels Massenspektrometrie umfassen.

[0034] Das Verfahren kann ferner den Schritt des Trennens der Produkte aus Schritt (2) vor einer Analyse
mittels Massenspektrometrie umfassen.

[0035] Schritte (1) — (2) kénnen in Lésung durchgefiihrt werden, oder sie kénnen mit einem oberflachenge-
bundenen Gemisch durchgefihrt werden.

[0036] Die Produkte kdnnen mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert werden.

[0037] Der Verarbeitungsschritt kann eine mittels einer Targetsequenz bewirkte enzymatische Untersuchung
umfassen, die eine Polymeraseverlangerungsuntersuchung oder eine Ligaseuntersuchung sein kann.

[0038] Der Verarbeitungsschritt umfasst vorzugsweise ein Verlangern der hybridisierten X-mer-Vorlaufer
durch ein Polymerisieren zumindest eines, vorzugsweise eines einzelnen, Nukleotids an dem 3'-Ende der hy-
bridisierten X-mer-Vorlaufer. Das Nukleotid ist vorzugsweise ein Kettenabbruch-Nukleotid-Triphosphat, das
eine lonisierungsmarke aufweisen kann.

[0039] Das Kettenabbruch-Nukleotid-Triphosphat kann ein nattrliches Dideoxynukleotid-Triphosphat oder
ein massenmodifiziertes Dideoxynukleotid-Triphosphat sein.

[0040] Die Masse des massenmaodifizierten Dideoxynukleotid-Triphosphats ist vorzugsweise gréRer als die-
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jenige, die durch die Massendifferenz zwischen dem leichtesten und dem schwersten X-mer in dem Gemisch
definiert wird.

[0041] Hybridisierte X-mer-Vorlaufer kdnnen unter Verwendung eines Enzyms, das eine Nukleotidpolymera-
seaktivitat aufweist, verlangert werden.

[0042] Das Verfahren kann ferner den Schritt des Aufschlieens der Produkte aus Schritt (2) vor einer Ana-
lyse mittels Massenspektrometrie umfassen.

[0043] Bei einem alternativen Ausfihrungsbeispiel kann das Nukleotid ein Verlangerungsnukleotid-Triphos-
phat, ein natirliches Dideoxynukleotid-Triphosphat oder ein massenmodifiziertes Dideoxynukleotid-Triphos-
phat sein.

[0044] Das Verlangerungsnukleotid-Triphosphat ist vorzugsweise ein Desoxynukleotid, ein 5'-(a)-Phosphothi-
oat-Analog, ein 5'-N--a-Phosphoramidat-Analog oder ein Ribonukleotid.

[0045] Der Aufschlussschritt kann mit einer Nuklease, z. B. 5'-Exonuklease, durchgefiihrt werden. Die 5'-Exo-
nuklease ist vorzugsweise eine DNA-Polymerase oder ein T7-Gen 6.

[0046] Der Aufschlussschritt kann mittels einer chemischen Reaktion durchgefihrt werden.

[0047] Bei einem bevorzugten Ausflihrungsbeispiel umfasst der Verarbeitungsschritt der vorliegenden Erfin-
dung ein Legieren benachbarter X-mer-Vorlaufer unter Verwendung einer DNA-Ligase oder eines Kondensa-
tionsmittels. Das Kondensationsmittel ist vorzugsweise ein Carbodiimid oder ein Cyanbromidderivat.

[0048] Der Verarbeitungsschritt kann eine chemische Untersuchung umfassen.

[0049] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist auf ein Verfahren zum Analysieren einer Targetnu-
kleinsduresequenz gerichtet, die ein 3'-Ende und ein 5'-Ende aufweist. Die Targetnukleinsauresequenz wird zu
einer Vielzahl von Nukleinsduresonden in einem Array hybridisiert, das eine Oberflache und eine Vielzahl von
Nukleinsauresequenzsonden aufweist. Jede der Sonden umfasst einen spaltbaren Linker, der an die Oberfla-
che angelagert ist, und eine Nukleinsauresequenz, die ein 3'-Ende und ein endstandiges 5'-Phosphat aufweist,
wobei das 3'-Ende der Nukleinsduresequenz an den spaltbaren Linker angelagert ist. Ein Gemisch von
X-mer-Vorlaufern wird zu der Targetnukleinsauresequenz hybridisiert. Das Gemisch weist natlirliche und mas-
senmodifizierte X-mer-Vorlaufer auf, die eine minimale Lange von 3 Nukleotiden und eine minimale Gemisch-
bedeckungskomplexitat von 56 geteilt durch die Anzahl von gesonderten X-meren in dem Gemisch aufweisen.
Die Lange der X-mer-Vorlaufer kann fir jeden X-mer-Vorlaufer unabhangig ausgewahlt werden. Jeder der
X-mer-Vorlaufer in dem Gemisch wird durch eine einzelne chemische Spezies dargestellt. Die hybridisierten
X-mer-Vorlaufer, die benachbart zu dem endstandigen 5'-Phosphat angeordnet sind, werden mit der oberfla-
chengebundenen Sonde ligiert, um mit der daran angelagerten Targetnukleinsduresequenz einen Komplex
aus hybridisiertem Vorlaufer/Sonde zu bilden. Der Komplex wird an dem spaltbaren Linker gespalten und mit-
tels Massenspektrometrie analysiert.

[0050] Die Massenzahlkomplexitat (MNC) des Gemischs ist vorzugsweise grof3er als die Massenzahlkomple-
xitat jedes natirlichen Aquivalents des Gemisches.

[0051] Vorzugsweise weist das Gemisch oder der Satz von Teilgemischen eine Gemischbedeckungskomple-
xitat von zumindest etwa 1/2 auf, wenn das Gemisch zumindest 128 gesonderte X-mere enthalt, eine Gemisch-
bedeckungskomplexitdt von zumindest etwa 1/4, wenn das Gemisch zumindest 256 gesonderte X-mere ent-
halt, und eine Gemischbedeckungskomplexitat von zumindest etwa 1/8, wenn das Gemisch zumindest 512 ge-
sonderte X-mere enthalt.

[0052] Die Zusammensetzung des Gemisches kann bekannt sein.
[0053] Das Gemisch kann in zumindest zwei Reaktionsgemischen vorgesehen sein.
[0054] Zumindest manche der massenmodifizierten X-mer-Vorlaufer kénnen zumindest eine Massenmarke

oder zumindest eine chemische Modifizierung einer Internukleosidbindung, einer Zuckerhauptkette oder einer
Nukleosidbase aufweisen.
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[0055] Der hybridisierte X-mer-Vorlaufer kann unter Verwendung einer DNA-Ligase oder eines Kondensati-
onsmittels mit der Sonde ligiert werden. Das Kondensationsmittel ist vorzugsweise aus der Gruppe ausge-
wahlt, die aus Carbodiimiden und Cyanbromidderivaten besteht.

[0056] Der spaltbare Linker ist vorzugsweise ein photospaltbarer Linker oder ein chemischer spaltbarer Lin-
ker.

[0057] Die Komplexe werden vorzugsweise mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert.

[0058] Ein weiteres Ausflihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz gemaR Anspruch 9 zum
Durchfiihren des obigen Verfahrens. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrieben wurde, ein
Enzym, das eine DNA-Polymeraseaktivitat aufweist, und eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der Gruppe
ausgewahlt sind, die aus natlrlichen Kettenabbruch-Triphosphaten und massenmodifizierten Kettenab-
bruch-Triphosphaten besteht.

[0059] Ein weiteres Ausflihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz gemal Anspruch 9 zum
Durchfiihren des obigen Verfahrens. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrieben wurde, ein
Enzym, das eine DNA-Polymeraseaktivitat aufweist, eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der Gruppe aus-
gewahlt sind, die aus naturlichen und massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten und einer Vielzahl
von Verlangerungsnukleotid-Triphosphaten besteht.

[0060] Ein weiteres Ausflihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz gemaR Anspruch 9 zum
Durchfiihren des obigen Verfahrens. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrieben wurde, ein
Enzym, das eine DNA-Polymeraseaktivitat aufweist, und eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der Gruppe
ausgewahlt sind, die aus natirlichen Kettenabbruch-Triphosphaten und massenmodifizierten Kettenab-
bruch-Triphosphaten besteht.

[0061] Ein weiteres Ausflihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz gemal Anspruch 9 zum
Durchfiihren des obigen Verfahrens. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrieben wurde, ein
Enzym, das eine DNA-Polymeraseaktivitat aufweist, eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der Gruppe aus-
gewahlt sind, die aus naturlichen und massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten, einer Vielzahl von
Verlangerungsnukleotid-Triphosphaten und einer Nuklease besteht.

[0062] Ein weiteres Ausflihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz gemaR Anspruch 9 zum
Durchflihren eines oben beschriebenen Verfahrens. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrie-
ben wurde, eine DNA-Polymerase, eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der Gruppe ausgewabhlt sind, die aus
naturlichen und massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten, einer 5'-Exonuklease und einer Vielzahl
von Verlangerungsnukleotid-Triphosphaten und 5'-(a)-Phosphothioat-Analoga besteht.

[0063] Ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz zum Durchfiihren eines
Verfahrens, wie es oben beschrieben wurde. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrieben wur-
de, und eine DNA-Ligase.

[0064] Ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz zum Durchfiihren eines
Verfahrens, wie es oben beschrieben wurde. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrieben wur-
de, und ein Kondensationsmittel.

[0065] Ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz zum Durchfiihren eines
oben beschriebenen Verfahrens. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrieben wurde, eine
DNA-Ligase und ein Array, das eine Oberflache und eine Vielzahl von Nukleinsduresequenzsonden aufweist,
die einen spaltbaren Linker, der an der Oberflache angelagert ist, und eine Nukleinsduresequenz, die ein 3'-En-
de und ein endstandiges 5'-Phosphat aufweist, wobei das 3'-Ende der Nukleinsauresequenz an den spaltbaren
Linker angelagert ist, umfassen.

[0066] Ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz zum Durchfiihren eines
oben beschriebenen Verfahrens. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrieben wurde, ein Kon-
densationsmittel, ein Array, das eine Oberflache und eine Vielzahl von Nukleinsduresequenzsonden aufweist,
die einen spaltbaren Linker, der an der Oberflache angelagert ist, und eine Nukleinsduresequenz, die ein 3'-En-
de und ein endstandiges 5'-Phosphat aufweist, wobei das 3'-Ende der Nukleinsauresequenz an den spaltbaren
Linker angelagert ist, umfassen.
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0067] Fig. 1 ist eine Rekapitulation einer Targetsequenz mittels unterschiedlicher Arten von Satzen von kur-
zen X-meren.

[0068] Fig. 2 ist ein Diagramm, das die Schritte der Polymeraseverlangerungsuntersuchung (PEA — polyme-
rase extension assay) umreif3t.

[0069] Fig. 3 ist ein Diagramm, das die Schritte der Polymeraseverlangerungs- und -spaltungsuntersuchung
(PEA-CA - polymerase extension and cleavage assay) umreil3t.

[0070] Fig. 4 ist ein Diagramm, das die Schritte der Polymeraseverlangerungs- und -spaltungsuntersuchung
[l umreif3t.

[0071] Fig. 5 ist ein Diagramm, das die Schritte der X-mer-Ligation-Untersuchung (XLA — X-mer ligation as-
say) umreifdt.

[0072] Fig. 6 ist ein Diagramm, das die Schritte der arraybasierten X-mer-Ligation-Untersuchung (AXLA - ar-
ray-based X-mer ligation assay) umreif3t.

[0073] Fig. 7 ist ein Histogramm aller 16.384 7-mer-PEA-Produkte, die ausgehend von allen natirlichen und
einzeln optimierten massenmodifizierten 6-mer-Vorlaufern erzeugt werden.

[0074] Fig. 8 ein Flussdiagramm zur Optimierung von massenmodifizierten X-mer-Vorlaufern.

[0075] Fig. 9 ist ein Histogramm fir alle 16.384 7-mer-PEA-Produkte, die ausgehend von massemarkierten
ddNTPs erzeugt werden.

[0076] Fig. 10 zeigt die Auswirkung einer prozentualen Sequenzbedeckung eines 6-mer-Vorlaufer-Gemischs
auf die Auflésungsleistung von PEA bei definierten Erfolgsraten.

[0077] Eig. 11 ist eine Sequenz einer Region des menschlichen p53-Gens, das bekannte Mutationsstellen
aufweist.

[0078] Fig. 12 zeigt einen verschachtelten Satz von Uiberlappenden 7-mer-PEA-Produkten, der dem 62-Nuk-
leotid-Fragment der Wildtyp-p53-Sequenz entspricht.

[0079] Fig. 13 zeigt Massenspektren fir eine PEA-Analyse des Wildtyp- und des G2451C-p53-Mutanten in
dem 62-Nukleotid-Fragment unter Verwendung naturlicher X-mer-Vorlaufer.

[0080] Fiq. 14 zeigt binare transformierte und Binar-Differenz-Spektren fir eine PEA-Analyse des Wildtyp-
und des G2451C-p53-Mutanten unter Verwendung nattirlicher 6-mer-Vorlaufer.

[0081] Fig. 15 zeigt Massenspektren fiir eine PEA-Analyse von sechs p53-Mutationen unter Verwendung na-
turlicher 6-mer-Vorlaufer.

[0082] Fig. 16 zeigt Binar-Differenz-Spektra fir eine PEA-Analyse von sechs p53-Mutationen unter Verwen-
dung nattrlicher 6-mer-Vorlaufer.

[0083] Fig. 17 zeigt Massenspektren fir eine PEA-Analyse des Wildtyp- und des G2451C-p53-Mutanten in
dem 378-Nukleotid-Fragment unter Verwendung naturlicher 6-mer-Vorlaufer.

[0084] Fig. 18 zeigt Massenspektren fir eine PEA-Analyse des Wildtyp- und des G2451C-p53-Mutanten in
dem 378-Nukleotid-Fragment unter Verwendung der optimierten massenmodifizierten 6-mer-Vorlaufer.

[0085] Fig.19 zeigt einen Satz von halb-Uberlappenden 7-mer-PEACA-Produkten, die dem 62-Nukleo-
tid-Fragment der Wildtyp-p53-Sequenz entsprechen.

[0086] Fig. 20 zeigt Massenspektren fir eine PEACA-Analyse des Wildtyp- und des G2481A-p53-Mutanten
in dem 62-Nukleotid-Fragment unter Verwendung nattrlicher 6-mer-Vorlaufer.
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[0087] Fig. 21 zeigt Massenspektren fiir eine PEACA-Analyse von drei p53-Mutationen in dem 378-Nukleo-
tid-Fragment.

[0088] Fig. 22 zeigt Massenspektren fir eine XLA-Analyse des Wildtyp- und des G2481A-p53-Mutanten in
dem 62-Nukleotid-Fragment unter Verwendung nattrlicher 6-mer-Vorlaufer.

[0089] Fig. 23 zeigt Massenspektren fir eine XLA-Analyse des Wildtyp- und des G2481A-p53-Mutanten in
dem 378-Nukleotid-Fragment unter Verwendung naturlicher 6-mer-Vorlaufer.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung
Definitionen

[0090] In dieser Spezifikation und in den folgenden Patentanspriichen wird auf eine Anzahl von Begriffen Be-
zug genommen, die definitionsgeman die folgende Bedeutung aufweisen sollen:

Der Begriff ,Polynukleotid" oder ,Nukleinsaure" bezieht sich auf eine Verbindung oder Zusammensetzung, die
ein polymeres Nukleotid oder ein Nukleinsaurepolymer ist. Das Polynukleotid kann eine natirliche Verbindung
oder eine synthetische Verbindung sein. Das Polynukleotid kann von etwa 20 bis 5.000.000 oder mehr Nukle-
otide aufweisen. Die grof3eren Polynukleotide liegen allgemein im natlrlichen Zustand vor. In einem isolierten
Zustand kann das Polynukleotid etwa 30 bis 50.000 oder mehr Nukleotide, Ublicherweise etwa 100 bis 20.000
Nukleotide, haufiger 500 bis 10.000 Nukleotide, aufweisen. Somit ist es offensichtlich, dass eine Isolierung ei-
nes Polynukleotids aus dem natirlichen Zustand oft zu einer Fragmentierung fuhrt. Es kann nitzlich sein, lan-
gere Targetnukleinsduresequenzen, insbesondere RNR, vor einer Hybridisierung zu fragmentieren, um kon-
kurrierende intramolekulare Strukturen zu verringern.

[0091] Die Polynukleotide umfassen Nukleinsduren, und Fragmente derselben, von jeglicher Quelle in gerei-
nigter oder ungereinigter Form, einschlielich DNA (dsDNA und ssDNA) und RNA, einschliellich tRNA,
mRNA, rRNA, Mitochondrien-DNA und -RNA, Chloroplast-DNA und -RNA, DNA/RNA-Hybride oder Gemische
derselben, Gene, Chromosomen, Plasmiden, Cosmiden, der Genome von biologischem Material wie z. B. Mi-
kroorganismen, z. B. Bakterien, Hefen, Phagen, Chromosomen, Viren, Viroiden, Schimmelpilzen, Pilzen,
Pflanzen, Tieren, Menschen und dergleichen. Das Polynukleotid kann auch lediglich eine untergeordnete Frak-
tion eines komplexen Gemisches wie z. B. einer biologischen Probe sein. Ebenfalls enthalten sind Gene, z. B.
Hamoglobin-Gen fir Sichelzellenanamie, Zystische-Fibrose-Gen, Onkogene, cDNA und dergleichen.

[0092] Das Polynukleotid kann mittels Prozeduren, die in der Technik hinreichend bekannt sind, aus verschie-
denen biologischen Materialien gewonnen werden. Wo es angebracht ist, kann das Polynukleotid gespalten
werden, um ein Fragment zu erhalten, das eine Targetnukleotidsequenz enthalt, z. B. durch Scheren oder
durch eine Behandlung mit einer Restriktionsendonuklease oder anhand eines anderen Verfahrens einer stel-
lenspezifischen chemischen Spaltung.

[0093] Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung ist das Polynukleotid, oder ein aus dem Polynukleotid ge-
wonnenes gespaltenes Fragment, Ublicherweise zumindest teilweise denaturiert oder einstrangig, oder es wird
behandelt, damit es denaturiert oder einstrangig wird. Derartige Behandlungen sind in der Technik hinreichend
bekannt und umfassen z. B. eine Warme- oder Alkalibehandlung oder einen enzymatischen Aufschluss eines
Stranges. Beispielsweise kann dsDNA Uiber einen Zeitraum von etwa 1 bis 10 Minuten bei 90 bis 100°C erhitzt
werden, um ein denaturiertes Material zu erzeugen.

[0094] Die Nukleinsauren kénnen mittels in-vitro-Replikation und/oder mittels Amplifikationsverfahren wie z.
B. Polymerasekettenreaktion (PCR — polymerase chain reaction), der asymmetrischen PCR, der Ligaseketten-
reaktion (LCR - ligase chain reaction) und so weiter, erzeugt werden. Die Nukleinsauren kénnen entweder ein-
strangig oder doppelstrangig sein. Einstrangige Nukleinsduren sind bevorzugt, da sie keine komplementéaren
Strange aufweisen, die wahrend des Hybridisierungsschrittes des Verfahrens der Erfindung um die Oligonuk-
leotid-Vorlaufer konkurrieren.

[0095] Der Ausdruck ,Targetnukleinsauresequenz" bezieht sich auf eine Sequenz von Nukleotiden, die zu
identifizieren, zu erfassen oder auf andere Weise zu analysieren sind und die Ublicherweise in einem Abschnitt
eines Polynukleotids oder in einem ganzen Polynukleotid vorliegen. Bei der vorliegenden Erfindung kann die
Identitat der Targetnukleotidsequenz bekannt sein, muss aber nicht. Die Identitat der Targetnukleotidsequenz
kann bis zu einem Grad bekannt sein, der ausreichend ist, um eine Herstellung verschiedener Sequenzen, die
mit der Targetnukleotidsequenz hybridisierbar sind, und von Oligonukleotiden, z. B. Sonden und Primern, und
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anderen Molekilen zu ermdglichen, die zum Durchfuhren von Verfahren gemalR der vorliegenden Erfindung
und so weiter notwendig sind.

[0096] Ublicherweise enthalt die Targetsequenz von etwa 30 bis 5.000 oder mehr Nukleotide, vorzugsweise
50 bis 1.000 Nukleotide. Die Targetnukleotidsequenz ist allgemein ein Anteil eines groReren Moleklils, oder sie
kann im Wesentlichen das ganze Molekil sein, z. B. ein Polynukleotid, wie oben beschrieben wurde. Die Min-
destanzahl von Nukleotiden in der Targetnukleotidsequenz ist so gewahlt, um zu gewahrleisten, dass das Vor-
liegen eines Targetpolynukleotids in einer Probe ein spezifischer Indikator des Vorliegens von Polynukleotid in
einer Probe ist. Die maximale Anzahl von Nukleotiden in der Targetnukleotidsequenz wird normalerweise von
mehreren Faktoren geregelt: der Lange des Polynukleotids, von dem sie abgeleitet ist, der Tendenz eines der-
artigen Polynukleotids, wahrend der Isolierung mittels Scheren oder anderer Prozesse gebrochen zu werden,
der Effizienz jeglicher Prozeduren, die erforderlich sind, um die Probe fur eine Analyse zu praparieren (z. B.
Transkription einer DNA-Matrize zu RNA), und der Effizienz einer Identifikation, Erfassung, Amplifikation
und/oder einer anderen Analyse der Targetnukleotidsequenz, wo dies angebracht ist.

[0097] Der Begriff ,Oligonukleotid" bezieht sich auf ein Polynukleotid, Ublicherweise einstrangig, tblicherwei-
se ein synthetisches Polynukleotid, das jedoch auch ein natirlich vorkommendes Polynukleotid sein kann. Die
Lange eines Oligonukleotids wird allgemein durch die jeweilige Rolle desselben, z. B. Sonde, Primer, X-mer
und dergleichen, geregelt. Zum Herstellen eines Oligonukleotids kénnen verschiedene Techniken eingesetzt
werden. Derartige Oligonukleotide kdnnen mittels biologischer Synthese oder mittels chemischer Synthese er-
halten werden. Fir kurze Oligonukleotide (bis zu etwa 100 Nukleotiden) ist die chemische Synthese im Ver-
gleich zur biologischen Synthese haufig wirtschaftlicher. Zusatzlich zur Wirtschaftlichkeit liefert die chemische
Synthese eine zweckmaRige Art und Weise, Verbindungen von niedriger relativer Molekilmasse und/oder mo-
difizierte Basen wahrend spezifischer Syntheseschritte zu integrieren. Ferner ist die chemische Analyse sehr
flexibel bei der Wahl der Lange und der Region der Targetpolynukleotidbindungssequenz. Das Oligonukleotid
kann mittels standardmafiger Verfahren synthetisiert werden, z. B. mittels derjenigen, die bei kommerziellen
automatisierten Nukleinsauresynthetisierern verwendet werden. Die chemische Synthese einer DNA auf ei-
nem geeignet modifizierten Glas oder Harz kann zu einer kovalent an die Oberflache gebundenen DNA fiihren.
Dies kann Vorteile bezuglich des Waschens und des Handhabens der Probe bieten. Verfahren der Oligonuk-
leotid-Synthese umfassen Phosphotriester- und Phosphodiester-Verfahren (Narang u. a. (1979), Meth. Enzy-
mol 68: 90) und eine Synthese auf einem Trager (Beaucage u. a. (1981), Tetrahedron Letters 22: 1.859 —
1.862) sowie Phosphoramidit-Techniken (Caruthers, M. H., u. a., ,Methods in Enzymology", Bd. 154, S. 287 —
314 (1988)) und andere, die bei ,Synthesis and Applications of DNA and RNA", S.A. Narang, Herausgeber,
Academic Press, New York, 1987, und den darin enthaltenen Bezugnahmen auf andere Dokumente beschrie-
ben sind. Die chemische Synthese mittels eines photolithographischen Verfahrens von raumlich adressierba-
ren Arrays von Oligonukleotiden, die an Glasoberflachen gebunden sind, wird von A. C. Pease u. a., Proc. Nat.
Acad. Sci. USA (1994) 91: 5.022 — 5.026, beschrieben.

[0098] Der Begriff ,X-mer" bezieht sich auf ein Oligonukleotid, das eine definierte Lange aufweist, die bli-
cherweise eine Sequenz einer Lange von zumindest 3 Nukleotiden, vorzugsweise 4 bis 14 Nukleotiden und
Ublicherweise 5 bis 7 Nukleotiden ist.

[0099] Der Ausdruck ,X-mer-Vorlaufer", die manchmal als ,Oligonukleotid-Vorlaufer" bezeichnet werden, be-
zieht sich auf eine Nukleinsduresequenz, die zu einem Abschnitt der Targetnukleinsduresequenz komplemen-
tar ist. Die Oligonukleotid-Vorlaufer sind Sequenzen von Nukleosidmonomeren, die mittels Phosphorbindun-
gen (z. B. Phosphodiester, Alkyl- und Arylphosphat, Phosphorthioat, Phosphotriester) oder Nicht-Phos-
phor-Bindungen (z. B. Peptid, Sulfamat und andere) verbunden werden. Sie kénnen natirliche oder syntheti-
sche Molekile einer einstrangigen DNA und einer einstrangigen RNA mit kreisférmigen, verzweigten oder li-
nearen Formen sein und optional Bereiche bzw. Doménen umfassen, die in der Lage sind, stabile Sekundar-
strukturen (z. B. Stamm-und-Schleife- und Schleife-Stamm-Schleife-Strukturen) zu bilden. Die Oligonukleo-
tid-Vorlaufer enthalten ein 3'- und ein 5'-Ende. Der Begriff wird durch ein w bezeichnet.

[0100] Der Begriff ,Gemisch" bezieht sich auf ein physisches Gemisch von zwei oder mehr Substanzen. Der
Ausdruck wird durch Q bezeichnet.

[0101] Der Ausdruck ,Oligonukleotidsonde" bezieht sich auf ein Oligonukleotid, das verwendet wird, um sich
an einen Abschnitt eines Polynukleotids wie z. B. ein weiteres Oligonukleotid oder eine Targetnukleotidse-
quenz zu binden. Der Entwurf und die Herstellung der Oligonukleotidsonden hangen allgemein von der Se-
quenz ab, an die sie sich binden.
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[0102] Der Ausdruck ,Oligonukleotid-Primer" bezieht sich auf ein Oligonukleotid, das Ublicherweise bei einer
Kettenverlangerung auf einer Polynukleotidmatrize, beispielsweise bei einer Amplifikation einer Nukleinsaure,
eingesetzt wird. Der Oligonukleotid-Primer ist Gblicherweise ein synthetisches Nukleotid, das einstrangig ist,
eine Sequenz an seinem 3'-Ende enthalt, die in der Lage ist, mit einer definierten Sequenz des Targetpolynu-
kleotids zu hybridisieren. Normalerweise weist ein Oligonukleotid-Primer eine Komplementaritat von zumin-
dest 80 %, vorzugsweise 90 %, starker bevorzugt 95 %, am starksten bevorzugt 100 %, zu einer definierten
Sequenz oder einer Primer-Bindungsstelle auf. Die Anzahl von Nukleotiden in der hybridisierbaren Sequenz
eines Oligonukleotid-Primers sollte derart sein, dass Strenge-Bedingungen, die zum Hybridisieren des Oligo-
nukleotid-Primers verwendet werden, eine Ubermafige willkirliche nicht-spezifische Hybridisierung verhin-
dern. Ublicherweise ist die Anzahl von Nukleotiden in dem Oligonukleotid-Primer mindestens so groR wie die
definierte Sequenz des Targetpolynukleotids, namlich zumindest zehn Nukleotide, vorzugsweise zumindest 15
Nukleotide und allgemein von etwa 10 bis 200, vorzugsweise 20 bis 50, Nukleotide.

[0103] Der Ausdruck ,Nukleosid-Triphosphate" bezieht sich auf Nukleoside, die einen 5'-Triphosphat-Substi-
tuenten aufweisen. Die Nukleoside sind Pentosezuckerderivate von Stickstoffbasen entweder einer Purin-
oder einer Pyrimidinableitung, kovalent an den 1'-Kohlenstoff des Pentosezuckers gebunden, der Ublicherwei-
se eine Desoxyribose oder eine Ribose ist. Die Purinbasen umfassen Adenin (A), Guanin (G), Inosin (I) und
Derivate und Analoga derselben. Die Pyrimidinbasen umfassen Cytosin (C), Thymin (T), Uracil (U) und Deri-
vate und Analoga derselben. Nukleosid-Triphosphate umfassen Desoxyribonukleosid-Triphosphate wie z. B.
die vier Ublichen Desoxyribonukleosid-Triphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP und Ribonukleosid-Triphos-
phate wie z. B. die vier Ublichen Triphosphate rATP, rCTP, rGTP und rUTP. Der Begriff ,Nukleosid-Triphospha-
te" umfasst ferner Derivate und Analoga derselben, die beispielhaft durch diejenigen Derivate veranschaulicht
werden, die auf ahnliche Weise wie die nicht-abgeleiteten Nukleosid-Triphosphate erkannt und polymerisiert
werden.

[0104] Der Begriff ,Nukleotid" oder ,Nukleotidbase" oder ,Base" bezieht sich auf eine Base-Zucker-Phos-
phat-Kombination, die die monomere Einheit von Nukleinsdurepolymeren, d. h. DNA und RNA, ist. GemaR sei-
ner Verwendung in dem vorliegenden Dokument umfasst der Begriff modifizierte Nukleotide, wie sie nachfol-
gend definiert werden. Allgemein bezieht sich der Begriff auf jegliche Verbindung, die einen zyklischen Zucker
vom Furanosidtyp (B-D-Ribose in RNA und 3-D-2'-Desoxyribose in DNA) enthalt, der an der 5'-Position phos-
phoryliert ist und entweder eine Base vom Purintyp oder vom Pyrimidintyp aufweist, die Uber eine 3-Glyco-
sol-C1'-N-Bindung an die C-1'-Zucker-Position angelagert ist. Diese Begriffe sind austauschbar und werden
durch ein b bezeichnet. Das Nukleotid kann natlirlich oder synthetisch sein, einschliellich eines Nukleotids,
das massenmodifiziert wurde, einschlieBlich, unter anderem, Nukleotiden, die modifizierte Nukleoside mit mo-
difizierten Basen (z. B. 5-Methylcytosin) und modifizierten Zuckergruppen (z. B. 2'-O-Methylribosyl, 2'-O-Me-
thoxyethylribosyl, 2'-Fluorribosyl, 2'-Aminoribosyl und dergleichen) aufweisen.

[0105] Der Begriff ,DNA" bezieht sich auf Desoxyribonukleinsaure.
[0106] Der Begriff ,RNA" bezieht sich auf Ribonukleinsaure.

[0107] Der Begriff ,natirliches Nukleotid" bezieht sich auf diejenigen Nukleotide, die die fundamentalen Bau-
blécke einer zellularen DNA bilden, die definitionsgemal Desoxycytidylsdure (pdC), Desoxyadenylsadure
(pdA), Desoxyguanylsaure (pdG) und Desoxythymidylsdure (pdT) umfassen, und die die fundamentalen Bau-
blécke einer zellularen RNA bilden, die definitionsgemal Desoxycytidylsdure (pdC), Desoxyadenylsadure
(pdA), Desoxyguanylséure (pdG) und Desoxyuridylséure (pdU) umfassen. pdU wird als natiirliches Aquivalent
von pdT betrachtet.

[0108] Der Begriff ,nattrliche Nukleotidbase" bezieht sich auf Basen vom Purin- und Pyrimidin-Typ, die in zel-
luldrer DNA zu finden sind und Cytosin (C) , Adenin (A) , Guanin (G) und Thymin (T) umfassen, und die in zel-
luldrer RNA zu finden sind und Cytosin (C), Adenin (A), Guanin (G) und Uracil (U) umfassen. U wird als nattir-
liches Aquivalent von T betrachtet.

[0109] Der Ausdruck ,modifiziertes Nukleotid" bezieht sich auf eine Einheit in einem Nukleinsdurepolymer, die
eine modifizierte Base-, Zucker- oder Phosphatgruppe enthalt. Das modifizierte Nukleotid kann mittels einer
chemischen Modifikation des Nukleotids entweder als Teil des Nukleinsdurepolymers oder vor der Integration
des modifizierten Nukleotids in das Nukleinsaurepolymer hergestellt werden. Beispielsweise kdnnen die oben
erwahnten Verfahren zur Synthese eines Oligonukleotids eingesetzt werden. Bei einem anderen Lésungsan-
satz kann ein modifiziertes Nukleotid hergestellt werden, indem ein modifiziertes Nukleosid-Triphosphat wah-
rend einer Amplifikationsreaktion in die Polymerkette integriert wird. Beispiele modifizierter Nukleotide umfas-
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sen, im Sinne der Veranschaulichung und nicht der Einschrankung, Dideoxynukleotide, Derivate oder Analoga,
die biotinyliert, aminmodifiziert, alkyliert, mit Fluorophor markiert und dergleichen werden und ferner Phos-
phorthioat, Phosphit, ringatommodifizierte Derivate usw. umfassen.

[0110] Der Ausdruck ,Basenpaarung gemafl Watson-Crick" bezieht sich auf die Wasserstoffbriickenbindung
zwischen zwei Basen, wobei spezifische Muster von Wasserstoffbriickenbindungsdonatoren und -akzeptoren
die standardmaRigen Geometrien aufweisen, die bei ,Principles of Nucleic Acid Structure", Wolfram Saenger,
Springer-Verlag, Berlin (1984), definiert sind.

[0111] Der Ausdruck ,Basenpaarungsspezifizitat" einer Nukleotidbase b bezieht sich auf die Anzahl von na-
tarlichen Nukleotidbasen, mit denen die Base Watson-Crick-Basenpaare bildet. Der Begriff wird mit S, (b) an-
gegeben. Beispielsweise lautet das S, (b) fur die vier natlrlichen Nukleotide wie folgt: S, (A) = 1, S;,(G) = 1,
Spp(C) = 1und S (T) = 1.

[0112] Der Ausdruck ,naturliches Komplement eines Nukleotids" bezieht sich auf das naturliche Nukleotid, mit
dem ein Nukleotid am liebsten ein Basenpaar gemal den Watson-Crick-Basenpaarungsregeln bildet. Wenn
das Nukleotid mit gleicher Affinitat mit mehr als einem naturlichen Nukleotid Basenpaare bilden kann oder sich
in verschiedenen Umgebungen am liebsten mit verschiedenen natirlichen Nukleotiden paart, so wird das Nu-
kleotid als mehrere natirliche Nukleotidkomplemente aufweisend betrachtet.

[0113] Der Ausdruck ,natiirliches Aquivalent eines Nukleotids" bezieht sich auf das natiirliche Komplement
des naturlichen Komplements des Nukleotids. In Fallen, in denen ein Nukleotid mehrere naturliche Komple-
mente aufweist, wird es als mehrere natiirliche Aquivalente aufweisend angesehen.

[0114] Der Ausdruck ,natiirliches Aquivalent eines Oligonukleotid-Vorlaufers" bezieht sich auf einen Oligonu-
kleotid-Vorlaufer, bei dem jedes Nukleotid durch sein natiirliches Nukleotid-Aquivalent ersetzt wurde. In Féllen,
in denen ein oder mehr der urspriinglichen Nukleotide mehrere natiirliche Aquivalente aufweist bzw. aufwei-
sen, werden die Oligonukleotid-Vorlaufer als mehrere natiirliche Aquivalente aufweisend angesehen, wobei
Aquivalente aus allen méglichen Ersatzkombinationen ausgewéhlt werden. Der Ausdruck wird mit NE(w) an-
gegeben.

[0115] Der Begriff ,Nukleosid" bezieht sich auf eine Base-Zucker-Kombination oder ein Nukleotid, dem ein
Phosphatanteil fehlt.

[0116] Ein ,Kettenabbruch-Nukleosid-Triphosphat" ist ein Nukleosid-Triphosphat, das in der Lage ist, in einer
Kettenverlangerungsreaktion zu einem Oligonukleotid-Primer hinzugefiigt zu werden, jedoch nicht in der Lage
ist, einer Kettenverlangerung unterzogen zu werden. Beispiele, die lediglich veranschaulichend und nicht ein-
schrankend sind, umfassen die vier standardmaRigen Dideoxynukleotid-Triphosphate, massenmodifizierte Di-
deoxynukleotid-Triphosphat-Analoga, Thio-Analoga von natirlichen und massenmodifizierten Dideoxynukleo-
tid-Triphosphaten, Arabanose, 3'-Amino-, 3'-Azido-, 3'-Fluor-Derivate und dergleichen.

[0117] Der Ausdruck ,Dideoxynukleosid-Triphosphat" bezieht sich auf und umfasst die vier naturlichen Dide-
oxynukleosid-Triphosphate (ddATP, ddGTP, ddCTP und ddTTP fir DNA und ddATP, ddGTP, ddCTP und
ddUTP far RNA) und massenmodifizierten Dideoxynukleosid-Triphosphate. Der Begriff kann durch ddNTP an-
gegeben werden.

[0118] Der Ausdruck ,Verlangerungs-Nukleosid-Triphosphate" bezieht sich auf und umfasst naturliche Deso-
xynukleosid-Triphosphate, modifizierte Desoxynukleotid-Triphosphate, massenmodifizierte Desoxynukleo-
sid-Triphosphate, 5'(a)-Phosphothioat und 5'-N-(a-Phosphoramidat)-Analoga von natirlichen und massenmo-
difizierten Desoxy- und Ribonukleosid-Triphosphaten und dergleichen, z. B. diejenigen, die in der U.S.-Patent-
schrift Nr. 5,171,534 und in der U.S.-Patentschrift Nr. 5,547,835, wobei die relevanten Abschnitte derselben
durch Bezugnahme in das vorliegende Dokument aufgenommen sind, offenbart sind.

[0119] Der Ausdruck ,Nukleotidpolymerase" bezieht sich auf einen Katalysator, Ublicherweise ein Enzym,
zum Bilden einer Verlangerung eines Polynukleotids entlang einer DNA- oder RNA-Matrize, wobei die Verlan-
gerung dazu komplementar ist. Die Nukleotidpolymerase ist eine matrizenabhangige Polynukleotidpolymerase
und verwendet Nukleosid-Triphosphate als Baubl6cke zum Verlangern des 3'-Endes eines Polynukleotids, um
eine zu der Polynukleotidmatrize komplementéare Sequenz zu liefern. Ublicherweise sind die Katalysatoren En-
zyme, z. B. DNA-Polymerasen, beispielsweise prokaryotische DNA-Polymerase (1, Il oder Ill), T4-DNA-Poly-
merase, T7-DNA-Polymerase, E.coli-DNA-Polymerase (Klenow-Fragment, 3'-5'-Exo-), Revertase,
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Vent-DNA-Polymerase, Pfu-DNR-Polymerase, Tag-DNA-Polymerase, Bst-DNA-Polymerase und dergleichen,
oder RNA-Polymerasen, z. B. T3- und T7-RNA-Polymerasen. Polymeraseenzyme kdnnen von jeglicher Quelle
wie z. B. Zellen, Bakterien wie z. B. E. coli, Pflanzen, Tieren, Viren, thermophilen Bakterien usw., gewonnen
werden.

[0120] Eine ,Amplifikation" von Nukleinsduren oder Polynukleotiden ist jegliches Verfahren, das zur Bildung
von einer oder mehr Kopien eines Nukleinsaure- oder Polynukleotidmolekiils (exponentielle Amplifikation) oder
zur Bildung von einer oder mehr Kopien lediglich des Komplements eines Nukleinsdure- oder Polynukleotid-
molekils (lineare Amplifikation) fihrt. Amplifikationsverfahren umfassen die Polymerasekettenreaktion (PCR),
die auf wiederholten Denaturierungszyklen, Oligonukleotid-Primer-Tempern und Primer-Verlangerung anhand
einer thermophilen matrizenabhangigen Polynukleotidpolymerase beruht, was zur exponentiellen Zunahme
von Kopien der gewtlinschten Sequenz des durch die Primer flankierten Polynukleotidanalyten flihrt. Die zwei
verschiedenen PCR-Primer, die zu gegentberliegenden Strangen der DNA tempern, sind so positioniert, dass
das Polymerasekatalysierte Verlangerungsprodukt eines Primers als Matrizenstrang fiir den anderen dienen
kann, was zur Akkumulierung eines charakteristischen doppelstrangigen Fragments fiihrt, dessen Lange durch
den Abstand zwischen den 5-Enden der Oligonukleotid-Primer definiert wird. Die Reagenzien zum Durchfih-
ren einer derartigen Amplifikation umfassen Oligonukleotid-Primer, eine Nukleotidpolymerase und Nukleo-
sid-Triphosphate wie z. B. Desoxyadenosin-Triphosphat (dATP), Desoxyguanosin-Triphosphat (dGTP), Deso-
xycytidin-Triphosphat (dCTP) und Desoxythymidin-Triphosphat (dTTP). Andere Verfahren zur Amplifikation
umfassen eine Amplifikation eines einstrangigen Polynukleotids unter Verwendung eines einzigen Oligonukle-
otid-Primers, die Ligasekettenreaktion (LCR), die auf einer Nukleinsduresequenz basierte Amplifikation (NAS-
BA), das Q-Beta-Replikase-Verfahren und 3SR.

[0121] Die Begriffe ,Hybridisierung (Hybridisieren)" und ,Binden" im Kontext von Nukleotidsequenzen werden
in dem vorliegenden Dokument austauschbar verwendet. Die Fahigkeit zweier Nukleotidsequenzen, miteinan-
der zu hybridisieren, beruht auf dem Grad der Komplementaritat der beiden Nukleotidsequenzen, der wieder-
um auf dem Anteil ibereinstimmender komplementarer Nukleotidpaaren beruht. Je mehr Nukleotide in einer
gegebenen Sequenz zu einer anderen Sequenz komplementar sind, desto strenger kénnen die Bedingungen
fur die Hybridisierung sein, und desto spezifischer ist die Bindung der zwei Sequenzen. Eine erhdhte Strenge
wird erzielt, indem die Temperatur erhoht, das Verhaltnis von Hilfsldsungsmitteln erhoht, die Salzkonzentration
verringert wird und dergleichen.

[0122] Der Begriff ,komplementar", ,Komplement" oder ,komplementare Nukleinsauresequenz" bezieht sich
auf den Nukleinsdurestrang, der anhand der Watson-Crick-Basenpaarungsregeln auf die Basensequenz in ei-
nem anderen Nukleinsaurestrang bezogen ist. Allgemein sind zwei Sequenzen komplementar, wenn sich die
Sequenz des Einen in einer antiparallelen Richtung an die Sequenz des Anderen binden kann, wobei sich das
3'-Ende jeder Sequenz an das 5'-Ende der anderen Sequenz bindet, und jedes A, T(U), G und C einer Sequenz
anschlieBend mit T(U), A, C bzw. G der anderen Sequenz ausgerichtet wird. RNA-Sequenzen kénnen auch
komplementare G/U- oder U/G-Basenpaare umfassen.

[0123] Der Begriff ,Hybrid" bezieht sich auf ein doppelstrangiges Nukleinsduremolekdl, das durch eine Was-
serstoffbriickenbindung zwischen komplementaren Nukleotiden gebildet wird. Der Begriff ,Hybridisieren" be-
zieht sich auf den Prozess, anhand dessen einzelne Strange von Nukleinsduresequenzen durch eine Wasser-
stoffbriickenbindung zwischen komplementaren Nukleotiden doppelhelixférmige Segmente bilden.

[0124] Der Begriff ,massenmodifiziert" bezieht sich auf eine Nukleinsduresequenz, deren Masse entweder
durch eine interne Veranderung — d. h. durch eine Addition, eine Deletion oder eine Substitution eines chemi-
schen Anteils — ihrer chemischen Struktur oder durch eine externe Veranderung —d. h. durch die Addition eines
chemischen Anteils (Atom oder Molekdl), der kovalent angelagert wurde — ihrer chemischen Struktur verandert
wurde. Der chemische Anteil wird somit als Massemodifizierungsanteil bezeichnet.

[0125] Der Ausdruck ,Massenzahl eines Atoms" bezieht sich auf die Nukleonenzahl des haufigsten Isotops
des interessierenden Elements.

[0126] Die berichtete Masse fur alle Nukleinsduren (d. h. Nukleotide, Nukleotidvorlaufer, Oligonukleotide,
X-mer und X-mer-Produkte) wird unter Verwendung der Massenzahlen fiir die am haufigsten auftretenden Iso-
tope der konstituierenden Atome (d. h. C12, N14, H1, 016, P31, 1127) und eines Protonierungszustands, der
in einer wassrigen Lésung bei einem pH-Wert von 7 stabil ist, berechnet.

[0127] Der Ausdruck ,Massenzahl eines Oligonukleotid-Vorlaufers" bezieht sich auf die Summe der Massen-
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zahlen der konstituierenden Atome der Oligonukleotid-Vorlaufer. Der Ausdruck wird mit z(w) bezeichnet.

[0128] Der Ausdruck ,Massenzahlhistogramm eines Gemischs von Oligonukleotid-Vorlaufern" Q bezieht sich
auf eine Funktion h von den natiirlichen Zahlen bis zu den naturlichen Zahlen, die durch h(z) definiert sind,
wobei h(z) die Anzahl von Oligonukleotid-Vorlaufern in dem Gemisch Q ist, wofir gilt: z(w) = z.

[0129] Der Ausdruck ,durchschnittliche Mehrdeutigkeit eines Gemischs von Oligonukleotid-Vorlaufern" (A(Q))
bezieht sich auf die Summe der Quadrate der Werte des Massenzahlhistogramms des Gemischs von Oligo-
nukleotid-Vorlaufern geteilt durch die Anzahl von Oligonukleotid-Vorlaufern in dem Gemisch, und kann mathe-
matisch wie folgt ausgedriickt werden:

A@) = 1/ 183 h(z)?

[0130] Der Ausdruck ,Massenzahlkomplexitat" (MNC — mass number complexity) bezieht sich auf die Anzahl
von Oligonukleotid-Vorlaufern in dem Gemisch geteilt durch die durchschnittliche Mehrdeutigkeit des Ge-
mischs von Oligonukleotid-Vorlaufern, und kann mathematisch wie folgt definiert werden:

MNC(Q) = N/A(Q)

[0131] Der Ausdruck ,Oligonukleotid-Bedeckungskomplexitat" CC (w) kann mathematisch wie folgt ausge-
drickt werden:

CCo(w) = 1/ 4LH pr(bi)
i=1

wobei L die Anzahl von Nukleotidbasen in dem Oligonukleotid-Vorlaufer ist und b, die i-te Einheit des Oligonu-
kleotid-Vorlaufers darstellt.

[0132] Der Ausdruck ,Gemischbedeckungskomplexitat" (CC,,(Q)) bezieht sich auf die Summe der Bede-
ckungskomplexitaten jedes der Oligonukleotid-Vorlaufer in dem Gemisch und kann mathematisch wie folgt
ausgedruckt werden:

cc,@ = X cc.(o)

AL

[0133] Der Begriff ,Kategorisierung" bezieht sich auf die Einteilung eines Gemischs in definierte Teilsatzge-
mische, wobei jedes einzelne Oligonukleotid des Gemischs in zumindest einem Teilsatzgemisch erscheint.

[0134] Der Ausdruck ,zusammengesetzte Gemischbedeckungskomplexitat" bezieht sich auf die Bede-
ckungskomplexitat eines Satzes von Gemischen, die durch eine Kategorisierung erzeugt wird und gleich der
Gemischbedeckungskomplexitat des urspriinglichen, nicht-kategorisierten Gemisches ist.

[0135] Der Ausdruck ,zusammengesetzte Massenzahlkomplexitat" bezieht sich auf die Massenzahlkomple-
xitat eines Satzes von Gemischen, die anhand einer Kategorisierung erzeugt wird und die gleich der Summe
der Massenzahlkomplexitaten der Teilsatzgemische ist.

[0136] Der Ausdruck ,direkte Massenspektralanalyse" bezieht sich auf ein Verfahren einer Massenspektrala-
nalyse, das entweder die Targetnukleinsduresequenz selbst oder das Komplement der Targetnukleinsdurese-
quenz analysiert. Die Targetnukleinsduresequenz selbst oder ihr Komplement kann massenmodifiziert werden,
zusatzliche Nukleotidbasen modifiziert werden, zusatzliche Nukleotidbasen enthalten oder auf andere Weise
modifiziert sein, vorausgesetzt, dass die Targetnukleinsduresequenz oder ihr Komplement tatsachlich einer
Massenanalyse unterzogen wird. Jedoch umfasst der Ausdruck keine Massenspektralanalyse, bei der ein
Massenmarkierungsanteil, der das Vorhandensein einer Targetnukleinsduresequenz angibt, analysiert wird, z.
B. diejenigen indirekten Verfahren, die in der PCT-Anmeldung WO 95/04160 beschrieben sind.

[0137] Der Begriff ,Generizitat" oder ,generisch" bezieht sich, wenn er auf ein Verfahren angewendet wird,
auf ein Verfahren einer Massenspektralanalyse, das ohne Bezugnahme auf bestimmte Informationen ange-
wendet werden kann. Der Ausdruck ,positionsbezogene Generizitat" bezieht sich auf Massenspektralanaly-
se-Verfahren, die keine Vorab-Informationen tber das Vorliegen, die Position oder die Identitat von Mutationen
in der Targetnukleinsduresequenz erfordern. Der Ausdruck ,Targetgenerizitat" bezieht sich auf Massenspekt-
ralanalyse-Verfahren, die keine Vorab-Informationen Uber die Targetnukleinsaure erfordern.
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[0138] Der Begriff ,Trager" oder ,Oberflache" bezieht sich auf ein pordses oder nicht-poréses wasserunlésli-
ches Material. Die Oberflache kann eine beliebige einer Anzahl von Formen aufweisen, z. B. Streifen, Auflage,
Platte, Stab, Partikel, einschlief3lich Kiigelchen, und dergleichen. Der Trager kann hydrophil sein oder er kann
in der Lage sein, hydrophil gemacht zu werden, und umfasst anorganische Pulver wie z. B. Siliziumdioxid, Ma-
gnesiumsulfat und Aluminiumoxid; natirliche polymere Materialien, insbesondere zellulosische Materialien
und aus Zellulose gewonnene Materialien, z. B. faserhaltige Papiere, z. B. Filterpapier, chromatographisches
Papier usw.; synthetische oder modifizierte natirlich vorkommende Polymere, z. B. Nitrozellulose, Zellulosea-
cetat, Poly(vinylchlorid), Polyacrylamid, vernetztes Dextran, Agarose, Polyacrylat, Polyethylen, Polypropylen,
Poly(4-methylbuten), Polystyren, Polymethacrylat, Poly(ethylenterephthalat), Nylon, Poly(vinylbutyrat) usw.;
die entweder alleine oder in Verbindung mit anderen Materialien verwendet werden; Glas, das als Bioglass er-
haltlich ist, Keramik, Metalle und dergleichen. Naturliche oder synthetische Vereinigungen wie z. B. Liposome,
Phospholipidblaschen und Zellen kénnen ebenfalls verwendet werden. Ein Binden von Oligonukleotiden an ei-
nen Trager oder eine Oberflaiche kann anhand von hinreichend bekannten Techniken, die gemeinhin in der Li-
teratur zur Verfligung stehen, bewerkstelligt werden. Siehe z. B. A. C. Pease u. a., Proc. Nat. Acad. Sci. USA,
91:5.022 - 5.026 (1994).

[0139] Der Begriff ,Mutation" bezieht sich auf eine auf Nukleotide bezogene Variation zwischen zwei Polynu-
kleotiden, z. B. bei Einzelnukleotid-Polymorphien. Allgemein treten die Variationen von Individuum zu Individu-
um auf. Die Mutation kann eine Veranderung der Sequenz von Nukleotiden einer auf normale Weise konser-
vierten Nukleinsduresequenz sein, die zur Bildung einer Mutanten flihrt, wie sie von der normalen (unveran-
derten) oder Wildtyp-Sequenz unterschieden wird. Mutationen kdnnen allgemein in zwei allgemeine Klassen
unterteilt werden, namlich Basenpaar-Substitutionen und Frameshift-Mutationen. Die Letztgenannten beinhal-
ten die Einfligung oder Deletion von einem bis mehreren Nukleotidpaaren. Eine Differenz eines einzigen Nuk-
leotids kann bedeutend sein, um den Phanotyp von der Normalitat zur Abnormalitat zu verandern, z. B. im Fall
der Sichelzellenanamie.

Allgemeine Anmerkungen

[0140] Die vorliegende Erfindung liefert Verfahren und Reagenzien, um den Bedarf an empfindlicheren, ge-
naueren und einen hoheren Durchsatz ermdglichenden Analysen von Targetnukleinsduresequenzen zu de-
cken. Die Verfahren und Reagenzien kénnen generisch auf allgemein jegliche Targetnukleinsduresequenz an-
gewendet werden und erfordern keine Vorab-Informationen ber das Vorliegen, die Position oder Identitat von
Mutationen in der Targetnukleinsduresequenz.

[0141] Die Reagenzien der Erfindung, die fir eine direkte Massenspektralanalyse von Nukleinsauren nitzlich
sind, sind Gemische, die natiirliche und massenmodifizierte X-mer-Vorlaufer umfassen, die eine minimale Lan-
ge von drei Nukleotiden aufweisen. Die minimale Gemischbedeckungskomplexitat (CC,,) der Gemische ist 56
geteilt durch die Anzahl von gesonderten X-meren in dem Gemisch. Die Lange der X-mer-Vorlaufer kann fur
jeden X-mer-Vorlaufer unabhangig ausgewahlt werden. Jeder der X-mer-Vorlaufer in einem Gemisch wird
durch eine einzelne chemische Spezies dargestellit.

[0142] Die Verfahren und Reagenzien der vorliegenden Erfindung verringern die bei der Massenspektralana-
lyse einer Targetnukleinsduresequenz vorliegenden Mehrdeutigkeiten und erhéhen somit bei allen Anwendun-
gen, die die Massenspektrometrie verwenden, die Leistungsfahigkeit, die Sequenz der Targetnukleinsadure zu
analysieren. Diese Verringerung wird bewerkstelligt, indem ein Gemisch von natirlichen und massenmodifi-
zierten Oligonukleotid-Vorlaufern eingesetzt wird, die ein hohes Mal an Massen- und Bedeckungskomplexitat
aufweisen. Diese Verringerung kann durch eine ,Kategorisierung”, d. h. durch Verwenden von Teilsatzen der
Gemische in zumindest zwei Reaktionsgemischen, weiter verbessert werden. Die Ergebnisse der separaten
Abfragung bei den Teilsatzgemischen kdnnten anschlieRend kombiniert werden. Auf diese Weise wird das
Ausmal} einer Massenilberlappung zwischen X-mer-Produkten bei einer gegebenen Massenanalyse verrin-
gert, wahrend gleichzeitig ein hoher Grad an Gesamtbedeckungskomplexitdt des Targets aufrechterhalten
wird.

[0143] Die Gemische der Erfindung sind insofern generisch oder universell, als sie bei jeglicher Anwendung
verwendet werden kénnen, deren Ziel darin besteht, Sequenzinformationen einer Targetnukleinsaure zu be-
stimmen. Ferner kdnnen die Gemische ohne Bezugnahme auf jegliche Vorab-Informationen Gber die Target-
nukleinsduresequenz, einschliel3lich z. B. des Vorliegens, der Position oder der Identitat einer Mutation, ent-
worfen werden. Dies soll jedoch nicht implizieren, dass die Gemische beim Analysieren von Targetnukleinsau-
resequenzen nicht nutzlich waren, bei denen manche Informationen uber die Sequenz vorab bekannt sind.
Noch impliziert dies, dass Vorab-Informationen Uber das Target bei einer Analyse der sich ergebenden Mas-
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senspektra nicht sinnvoll eingesetzt werden kénnen.
Reagenzien der Erfindung
Oligonukleotid-Vorlaufer (X-mer-Vorlaufer)

[0144] Die Oligonukleotid-Vorlaufer-Reagenzien (X-mer-Vorlaufer-Reagenzien) der Erfindung sind Gemische
von naturlichen und massenmodifizierten X-mer-Vorlaufern, die eine Mindestlange von drei Nukleotiden und
eine Gemischbedeckungskomplexitat von etwa 7/8 aufweisen, wenn das Gemisch zumindest 56 gesonderte
X-mer-Vorlaufer enthalt. Wenn die durchschnittliche Lange des X-mer-Vorlaufers zunimmt, nimmt auch die An-
zahl gesonderter X-mere in den Gemischen der vorliegenden Erfindung zu, und die Gemischbedeckungskom-
plexitdt mag abnehmen. Die Untergrenze der Gemischbedeckungskomplexitat ist gleich 56 geteilt durch die
Anzahl von X-meren in dem Gemisch. Die Lange der X-mer-Vorlaufer kann fur jeden X-mer-Vorlaufer unab-
hangig ausgewahlt werden.

[0145] Die jeweilige Zusammensetzung des Gemischs wird von Fall zu Fall bestimmt und hangt von den An-
forderungen der gegebenen Anwendung ab. Die Zusammensetzung eines Gemischs wird durch die hierin dar-
gelegten Gleichungen definiert. Die Gemischbedeckungskomplexitat ist wie folgt definiert:

CCM(Q) = Z CCO(G))

Weg

wobei CC, die Oligonukleotid-Bedeckungskomplexitat jedes der Oligonukleotid-Vorlaufer in dem Gemisch ist
und wie folgt definiert ist:

L
cc, (@) = 1/ 4] Sy (b3)
i=1

wobei L die Anzahl von Nukleotidbasen in dem Oligonukleotid-Vorlaufer ist, S, die Basenpaarungsspezifizitat
ist und b, die i-te Einheit des Oligonukleotid-Vorlaufers darstellt.

[0146] Beispiele von Gemischen, die die oben beschriebenen Spezifikationen aufweisen, umfassen veran-
schaulichungs- und nicht einschrankungshalber: (1) ein Gemisch Q,, das aus 60 der méglichen 64 3-mere be-
steht (CC,,(Q,) = 7/8); (2) ein Gemisch Q,, das aus 128 der moglichen 256 4-mere besteht (CC,,(Q,) = 1/2); (3)
ein Gemisch Q,, das aus 256 der méglichen 1.024 5-mere besteht (CC,,(Q,) = 1/4); (4) ein Gemisch Q,, das
aus 512 der méglichen 4.096 6-mere besteht (CC,,(Q,) = 1/8); (5) ein Gemisch Q, das aus 1.024 der méglichen
4.096 6-mere besteht (CC,,(Q;) = 1/4); (6) ein Gemisch Q,4, das aus 48 5-meren und 512 6-meren besteht
(CC(Qg) = 11/64); (7) ein Gemisch Q,, das aus 128 5-meren, 512 6-meren und 128 7-meren besteht (CC,,(Q,)
= 33/128); (8) ein Gemisch Qg, das aus 256 5-meren, 1.000 6-meren und 96 7-meren besteht (CC,,(Q,) = 1/2) .

[0147] Beispiele von Gemischen, die den obigen Spezifikationen nicht entsprechen, umfassen veranschauli-
chungs- und nicht einschrankungshalber: (1) ein Gemisch Q,, das aus 64 der mdglichen 256 4-mere besteht
(CCu(Qg) = 1/4 < 56/64), (2) ein Gemisch Q,,, das aus 128 der mdglichen 1.024 5-mere besteht (CC,(Q,,) =
1/8 < 56/128), (3) ein Gemisch Q,,, das aus 384 6-meren und 128 7-meren besteht (CC,(Q,,) = 13/128 <
56/512), (4) ein Gemisch Q,,, das aus 64 5-meren, 256 6-meren und 64 7-meren besteht (CC,,(Q,,) = 33/256
< 56/384).

[0148] Aulerdem sind die Reagenzien der Erfindung Gemische von natirlichen und massenmodifizierten
X-mer-Vorlaufern, wobei die Massenzahlkomplexitat (MNC) des Gemischs groRer ist als die Massenzahlkom-
plexitat jedes natiirlichen Aquivalents des Gemisches. Die Massenzahlkomplexitat bezieht sich auf die Anzahl
von X-mer-Vorlaufern in dem Gemisch geteilt durch die durchschnittliche Mehrdeutigkeit des Gemischs von
X-mer-Vorlaufern, und kann mathematisch wie folgt definiert werden:

MNC(Q) = N/A(Q)
[0149] Die durchschnittliche Mehrdeutigkeit des Gemisches von X-mer-Vorlaufern (A(Q)) bezieht sich auf die
Summe der Quadrate der Werte des Massenzahlhistogramms des Gemischs von X-mer-Vorlaufern geteilt

durch die Anzahl von X-mer-Vorlaufern in dem Gemisch, und kann mathematisch wie folgt ausgedrtickt wer-
den:
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aA(Q) = 1/ N h(z)

[0150] Das Massenzahlhistogramm eines Gemisches von X-mer-Vorlaufern (h(z)) bezieht sich auf eine Funk-
tion h von den natirlichen Zahlen zu den durch h(z) definierten naturlichen Zahlen, wobei h(z) die Anzahl von
X-mer-Vorlaufern in dem Gemisch Q ist, wofur gilt: z(w) = z.

[0151] Ublicherweise betragt die MNC des Gemisches zumindest etwa das Doppelte, noch tiblicher zumin-
dest etwa das Zehnfache und am starksten bevorzugt zumindest etwa das Flnfzigfache der Massenzahlkom-
plexitat jeglichen natiirlichen Aquivalents des Gemisches. Beispielsweise weist das Gemisch aller natiirlichen
4.096 6-mere eine MNC von 53 auf (siehe nachfolgende Erérterung und Tabelle 1). Ein Gemisch, das alle
4.096 6-mere enthalt, die auf kombinatorische Weise synthetisiert werden, kann eine MNC von 348 aufweisen,
was etwa das 6,5-fache des natiirlichen Aquivalents ist. Ein anderes Gemisch, bei dem jedes X-mer individuell
synthetisiert wird, kann eine MNC von 559 aufweisen, was etwa das Zehnfache des natiirlichen Aquivalents
ist. Ein Gemisch, bei dem jedes der 4.096 6-mere eine eindeutige Masse besitzt, wirde eine MNC von 4.096
aufweisen, was etwa das 77-fache des natiirlichen Aquivalents ist.

[0152] Die bei dem Verfahren der Erfindung nitzlichen X-mer-Vorlaufer weisen eine Lange von zumindest
drei Nukleotideinheiten auf. Vorzugsweise weisen die X-mer-Vorlaufer eine Lange von zumindest vier Nukleo-
tideinheiten, starker bevorzugt zumindest funf Nukleotideinheiten und am starksten bevorzugt zumindest
sechs Nukleotideinheiten auf. Die Lange des X-mer-Vorlaufers kann fur jeden X-mer-Vorlaufer in dem Gemisch
unabhangig ausgewahlt werden. Somit ist es moglich, ein einziges Gemisch von X-mer-Vorlaufern zu haben,
die Langen von fiinf, sechs und sieben Nukleotiden aufweisen. Wie aus der obigen Erérterung hervorgeht, neh-
men der Wert der Gemischbedeckungskomplexitdt und somit die Anforderungen an dieselbe mit zunehmender
Lange des X-mer-Vorlaufers ab. In Fallen, in denen ein einziges Gemisch mehr als eine Lange besitzt, wird die
Bedeckungskomplexitat des Gemisches erhalten, indem die Bedeckungsindizes der einzelnen Oligonukleoti-
de summiert werden. Somit wiirde in diesem Fall der Beitrag jedes Oligonukleotids zu der Bedeckungskomp-
lexitat des Gemisches von seiner Lange abhangen: kirzere Oligonukleotide tragen mehr bei. Man sollte be-
achten, dass eine Verwendung von langen Oligonukleotide zu einem Verlust an Generizitat fihren kann. Nied-
rigere Gemischbedeckungskomplexitdtswerte mdégen nur dann verwendet werden, wenn ein Verlust an Gene-
rizitat toleriert werden kann. Ferner kdnnen die Reagenzien einen Satz von Gemischen von Oligonukleo-
tid-Vorlaufern umfassen. In diesem Fall kann die Gemischbedeckungskomplexitat eines beliebigen Angehori-
gen des Satzes niedriger als die oben beschriebene sein, solange die Gesamtkomplexitat des Gemisches der
obigen Beschreibung entspricht.

[0153] Die bei dem Verfahren der Erfindung nitzlichen X-mer-Vorlaufer kdnnen jeweils durch eine einzige
chemische Spezies dargestellt werden, statt durch eine Anzahl von Varianten von ahnlichen chemischen Spe-
zies dargestellt zu werden, z. B. die Leiter von Reporterprodukten, die verwendet werden, um die Nukleotidse-
quenz in dem Oligonukleotid darzustellen, das in der PCT-Anmeldung WO 95/04160 (Southern) beschrieben
ist. Somit besitzt jeder X-mer-Vorlaufer in dem Gemisch der Erfindung eine einzige Masse, wohingegen jedem
Oligonukleotid in dem Gemisch der WO 95/04160 ein Spektrum von Massen zugeordnet ist, die die interessie-
rende Nukleotidsequenz darstellen, wie oben erdrtert wurde. Es ist wichtig zu erkennen, dass der von Southern
offenbarte Massenmarkierung-Lésungsansatz spaltbare Massenmarken bzw. Massenmarkierungen verwen-
det, bei denen lediglich der markierte Abschnitt der markierten Oligonukleotide in dem Massenspektrometer
analysiert wird. Wie aus der Offenbarung des vorliegenden Dokuments hervorgeht, steht dies im Gegensatz
zur vorliegenden Erfindung, die sich auf ein Erzeugen eines Massenspektirums der Oligonukleotidprodukte
selbst stiitzt, die aus einem mittels eines Targets bewirkten enzymatischen Prozess resultieren. Uberdies ist
das Gemisch von massenmodifizierten X-meren bei der vorliegenden Erfindung so entworfen, dass jegliche
gegebene Oligonukleotidsequenz lediglich eine einzige Masse besitzt, d. h. eine einzige chemische Spezies
darstellt. Dies ist bei dem von Southern offenbarten Massenmarkierung-Lésungsansatz nicht der Fall. Auf-
grund des ,Leitermarke"-Entwurfs des Losungsansatzes von Southern ist jeder diskreten Oligonukleotidse-
quenz in dem Gemisch ein ,Spektrum" von Massenentitaten zugeordnet.

[0154] Um bei den Verfahren der vorliegenden Erfindung nutzlich zu sein, ist es wiinschenswert und oft not-
wendig, zu wissen, welche X-mer-Vorlaufer in dem Gemisch vorliegen. Jedoch ist es nicht absolut notwendig,
den Spiegel jedes X-mer-Vorlaufers zu kennen. Trotzdem ist es vorteilhaft, in der Lage zu sein, die Konzent-
ration jedes X-mers in dem Gemisch zu steuern, um Unterschiede bei Doppel-Thermostabilitdten zu kompen-
sieren (siehe nachfolgende Erdrterung).

[0155] Bei einem bevorzugten Ausflihrungsbeispiel bestehen die Vorldufer-X-mer-Gemische sowohl aus na-
turlichen als auch aus massenmodifizierten Nukleotiden. Die Identitat und die Position von massenmodifizier-
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ten Nukleotiden in den X-mer-Vorlaufern hangen von einer Anzahl von Faktoren ab. Diese umfassen: die ge-
wilinschte Gesamtmassenkomplexitat des X-mer-Vorlaufer-Gemischs, die gewlinschten thermodynamischen
Eigenschaften des X-mer-Vorlaufers, die Fahigkeit eines Enzyms oder eines Satzes von Enzymen (d. h. Poly-
merasen und Ligasen), massenmodifizierte Nukleotide in dem X-mer-Vorlaufer zu beherbergen, und die Ein-
schrankungen, die das jeweilige Syntheseverfahren des X-mer-Vorlaufer-Gemischs auferlegt.

[0156] Die X-mer-Vorlaufer kdnnen entweder durch eine interne Veranderung — d. h. durch eine Addition, De-
letion oder Substitution eines chemischen Anteils — ihrer chemischen Struktur oder durch eine externe Veran-
derung — d. h. durch die Addition eines chemischen Anteils (Atom oder Molekl), der kovalent angelagert wird
— ihrer chemischen Struktur massenmaodifiziert werden. Ein X-mer-Vorlaufer kann sowohl eine interne Veran-
derung als auch eine externe Veranderung, mehr als eine interne Veranderung, mehr als eine externe Veran-
derung oder eine bestimmte Kombination derselben aufweisen.

[0157] Geeignete interne Massenmodifizierungen umfassen zumindest eine chemische Modifizierung der In-
ternukleosidbindung, der Zuckerhauptkette oder der Nukleosidbase des X-mer-Vorlaufers. Beispiele von ge-
eigneten, intern massenmodifizierten X-mer-Vorlaufern umfassen, als Veranschaulichung und nicht als Ein-
schrankung, diejenigen, die 2'-Desoxy-5-methylcytidin, 2'-Desoxy-5-fluorcytidin, 2'-Desoxy-5-iodocytidin,
2'-Desoxy-5-fluoruridin, 2'-Desoxy-5-iodouridin, 2'-O-Methyl-5-fluoruridin, 2'-Desoxy-5-ioduridin, 2'-Deso-
xy-5(1-propynyl)uridin, 2'-O-Methyl-5(1-propynyl)uridin, 2-Thiothymidin, 4-Thiothymidin, 2'-Desoxy-5(1-propy-
nyl)cytidin, 2'-O-Methyl-5(1-propynyl)cytidin, 2'-O-Methyladenosin, 2'-Desoxy-2,6-diaminopurin, 2'-O-Me-
thyl-2,6-diaminopurin, 2'-Desoxy-7-deazadenosin, 2'-Desoxy-6methyladenosin, 2'-Desoxy-8-oxoadenosin,
2'-O-Methylguanosin, 2'-Desoxy-7-deazaguanosin, 2'-Desoxy-8-oxoguanosin, 2'-Desoxyinosin oder derglei-
chen umfassen.

[0158] Geeignete externe Massenmodifizierungen umfassen ein Massenmarkieren der X-mer-Vorlaufer oder
Dideoxy-Abbrecher. Externe Massenmodifizierungsanteile kénnen an das 5'-Ende des X-mers, an die Nukle-
otidbase (oder -basen), an die Phosphathauptkette, an die 2'-Position des Nukleosids (der Nukleoside), an die
endstandige 3'-Position und dergleichen angelagert werden. Geeignete externe Massenmodifizierungsanteile
umfassen beispielsweise ein Halogen, ein Azido, Nitro, Alkyl, Aryl, Schwefel, Silber, Gold, Platin, Quecksilber,
Massenanteile des Typs W-R, wobei W eine Bindungsgruppe ist und R ein Massenmodifizierungsanteil ist, und
dergleichen.

[0159] Die Bindungsgruppe W ist an der kovalenten Bindung zwischen dem Nukleotid oder Nukleosid und R
beteiligt und variiert je nach der Beschaffenheit der Molekdle. Funktionelle Gruppen, die normalerweise an den
Molekulen vorliegen oder eingefuhrt werden, werden zum Binden bzw. Verknupfen verwendet. Die Bindungs-
gruppen kénnen von einer Bindung an eine Kette von 1 bis 100 Atomen, Ublicherweise von etwa 1 bis 60 Ato-
men, vorzugsweise 1 bis 40 Atomen, starker bevorzugt 1 bis 20 Atomen, variieren, wobei Jede unabhangig
aus der Gruppe ausgewahlt ist, die normalerweise aus Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff, Schwefel, Stick-
stoff, Halogen und Phosphor besteht. Die Atome in der Kette kbnnen mit anderen Atomen als Wasserstoff sub-
stituiert werden. Als allgemeine Regel kann die Lange einer bestimmten Bindungsgruppe willkirlich ausge-
wahlt werden, um eine Zweckmafigkeit bezlglich der Synthese und der Integration jeglicher gewilinschten
Gruppe zu liefern. Die Bindungsgruppen kénnen aliphatisch oder aromatisch sein, obwohl bei Diazo-Gruppen
Ublicherweise aromatische Gruppen beteiligt sind. Die massenmodifizierende R-Gruppe kann aus der Bin-
dungsgruppe selbst bestehen, oder ein separater Massenmodifizierungsanteil kann anhand von Verfahren, die
Fachleuten bekannt sind, angelagert sein. Ubliche Funktionalitaten, die in den Bindungsgruppen vorliegen, die
eine kovalente Bindung zwischen dem Massenmodifizierungsanteil R und dem zu konjugierenden Molekdll bil-
den, umfassen Alkylamin, Amidin, Thioamid, Ether, Carbamat, Harnstoff, Thioharnstoff, Guanidin, Azo, Thioe-
ther und Carboxylat, Sulfonat und Phosphatester, Amide und Thioetter. Wenn beispielsweise ein Amin und
eine Carbonsaure oder ihr Stickstoffderivat oder ihre Phosphorsaure verbunden werden, entstehen Amide,
Amidine und Phosphoramide. Wenn Mercaptan und aktiviertes Olefin verbunden werden, entstehen Thioether.
Wenn ein Mercaptan und ein Alkylierungsmittel verbunden werden, entstehen Thioether. Wenn Aldehyd und
ein Amin unter Reduktionsbedingungen verbunden werden, entsteht ein Alkylamin. Wenn eine Carbonsaure
oder eine Phosphatsaure und ein Alkohol verbunden werden, entstehen Ester.

[0160] Fachleuten leuchten andere geeignete Massenmaodifizierungen ein, einschlie3lich derjenigen, die bei
Oligonucleotides and Analogues, A Practical Approach, F. Eckstein (Herausgeber), IRL Press, Oxford (1991);
in der U.S.-Patentschrift Nr. 5,605,798; und in der japanischen Patentschrift Nr. 59-131909, die durch Bezug-
nahme in das vorliegende Dokument aufgenommen sind, offenbart sind.

[0161] Ein vorrangiges Ziel der Erfindung besteht darin, entweder vollstandige Gemische oder Satze von Ge-
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mischen zu erzeugen, die die verfigbare Massenbandbreite des Massenspektrometers verwenden, mit dem
gleichzeitigen Ziel, eine Massenlberlappung zwischen Oligonukleotiden, die unterschiedliche Basenpaa-
rungsmuster (Sequenzen) aufweisen, zu verringern. Wie aus der Erérterung des vorliegenden Dokuments her-
vorgehen sollte, geben die Menge und die Art der Informationen, die bei einer gegebenen Analyse gesucht
werden, die Art des bendtigten X-mer-Gemisches an.

[0162] Als Nachstes werden drei Verfahren zum Synthetisieren von X-mer-Vorlaufer-Gemischen beschrie-
ben. Dies erfolgt der Veranschaulichung, nicht der Einschrankung halber. Jedes der hierin beschriebenen Ver-
fahren weist je nach dem Grad der synthetischen Steuerung der einzelnen Oligonukleotide, die erforderlich ist,
bestimmte Vorteile auf. Alle drei Verfahren verwenden standardmaRige Phosphoramiditchemien oder enzyma-
tische Reaktionen, die in der Technik bekannt sind. Es wird betrachtet, dass unterschiedliche Arten von mas-
senmodifizierten Nukleotid-Vorlaufer-Gemischen fir definierte Arten von Anwendungen synthetisiert werden
kénnen. Beispielsweise kann ein definiertes Gemisch, das problemlos und kostengtinstig herzustellen ist, fur
Untersuchungen vom Typ eines hohen Durchsatzes und einer niedrigen Auflésung verwendet werden. Kom-
plexere Gemische, die kostspieliger herzustellen sind, kénnen fir Anwendungen vom Typ einer héheren Auf-
I6sung reserviert werden.

[0163] Die X-mer-Vorlaufer kénnen mittels herkémmlicher Techniken synthetisiert werden, einschlief3lich Ver-
fahren, die eine Phosphoramidit-Chemie einsetzen, einschlief3lich sowohl 5'-bis-3'- als auch 3'-bis-5'-Synthe-
serouten. Beispielsweise sind zum Synthetisieren aller 6-mere 4.096 separate Synthesen notwendig. Eine Ver-
wendung eines automatisierten Roboter-Arbeitsplatzes erleichtert diesen Prozess. Dieses Verfahren ermog-
licht eine vollstandige synthetische Steuerung jedes einzelnen X-mer-Vorlaufers beziliglich der Zusammenset-
zung und Lange. Dies ist notwendig, um X-mer-Gemische zu erzeugen, die die gro3tmdogliche MNC aufweisen.
Eine individuelle Synthese ermdglicht ferner eine QC-Analyse jedes X-mers, was die Endproduktherstellung
unterstutzt. Einzelne Proben jedes X-mers aufzuweisen ermaoglicht ferner, dass definierte Teilsatzgemische er-
zeugt werden, um die Zusammensetzungsauflésung zu erhéhen. Ferner ermoglicht es, dass jedes X-mer in
einer festgelegten Konzentration in dem Gemisch vorliegt. Dies kann potentiell hilfreich dabei sein, unter-
schiedliche Warmestabilitaten, die fiur jedes X-mer/Target-Duplex erwartet werden, zu kompensieren.

[0164] Unter Verwendung einer standardmafigen Feststofftrager-Phosphoramidit-Chemie und einer definier-
ten Serie von 25 %igen Gemischen jedes Phosphoramidits vom Typ A, C, G und T kénnen die X-mer-Vorlaufer
parallel oder in einer Einzelsynthese hergestellt werden. Beispielsweise kann eine Synthese schrittweise
durchgefiihrt werden, wobei von einem 25 %igen Gemisch aus jeweils einem 3'-CPG-gebundenen 5'DMT-ge-
schitzten A-, G-, C- und T-Nukleosid ausgegangen wird. Fir die Synthese eines Gemisches aus allen 4.096
6-meren werden zur Verwendung bei jeder der fliinf Kondensationsreaktionen funf Flaschen hergestellt, die ein
25 %iges Gemisch jeweils eines Phosphoramidits vom Typ A, G, C bzw. T enthalten. Beispielsweise enthalt
die Flasche fir den ersten Kondensationsschritt ein 25 %iges Molaquivalent der Phosphoramidite, die
2'-O-Methyl-2,6-diaminopurin, 2'-O-Methylguanosin, 2'-Desoxy-5-iodocytidin und Thymidin entsprechen. Die
Flasche fir die zweite Kondensationsreaktion enthalt ein 25 %iges Molaquivalent der Phosphoramidite, die
2'-Desoxyadenosin, 2'-Desoxy-7-deazaguanosin, 2'-O-Methyl-5(1-propynyl)cytidin und 2'-Desoxy-5-fluoruridin
entsprechen. Ahnliche 25 %ige Gemische anderer Arten von modifizierten A-, G-, C- und T-Phosphoramiditen
werden fur die drei verbleibenden Kondensationsschritte erzeugt.

[0165] Obwohl dies von einem Standpunkt der Synthese aus betrachtet ein relativ einfacher Lésungsansatz
ist, erlegt er dem resultierenden abschlieBenden X-mer-Gemisch gewisse wechselseitige Massenabhangig-
keiten auf. Bei dem obigen Beispiel weisen alle 1.024 6-mer-Sequenzen, die ein A-Typ-Nukleotid in der zweiten
Position erfordern, in dieser Position ein 2'-O-Methyl-2,6-diaminopurin auf. Alle Sequenzen, die in der dritten
Position ein G erfordern, weisen ein 7-Deazaguanosin auf, und so weiter. Obwohl dieses Syntheseschema die
Mehrdeutigkeit relativ zur Verwendung von natiirlichen Basen insgesamt verringert, schranken die sich erge-
benden positionsbezogenen wechselseitigen Abhangigkeiten in dem Gemisch die Auflésungsleistung fiir die
abschlieRende Untersuchung ein. Dies geht aus den berechneten MNC-Werten fiir PEA, die in der Tabelle |
angegeben sind, hervor. Die MNC fiir das kombinatorische 6-mer-Gemisch ist betrachtlich gréRer als die fur
das natirliche 6-mer-Gemisch. Sie ist jedoch etwa um das Zweifache niedriger als die, die fur den einzeln op-
timierten Satz erhalten wird, der definitionsgemaR einzeln synthetisiert werden muss. Es ist jedoch wichtig zu
beachten, dass mehrere kombinatorische Synthesen durchgefuhrt werden kénnen, so dass bei jeder getrenn-
ten Synthese definierte Teilsatze der X-mere erzeugt werden. Die Produkte aus den getrennten Synthesen
werden anschlieBend zusammengemischt, um ein vollstdndiges Gemisch zu ergeben. Obwohl in einem gege-
benen Synthesegemisch immer noch eine definierte positionsbezogene wechselseitige Abhangigkeit vorliegt,
kann das gesamte kombinierte Gemisch eine gréRere Massenkomplexitat aufweisen als jedes einzelne oben
beschriebene kombinatorische Gemisch.
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[0166] Bei einem weiteren Lésungsansatz konnen die massenmodifizierten Oligonukleotide einzeln syntheti-
siert werden, wie in dem ersten Verfahren beschrieben ist, worauf eine chemische Modifikation ihrer 5'-Endun-
gen mit einer gewissen Art von Massenmarkenanteil folgt. Es ist lediglich eine geringe Anzahl von diskreten
Massenmarken notwendig, um die Massen eines sich ergebenden natirlichen Oligonukleotidgemischs tiber
die gesamte verwendbare Massenspektrometermassenbandbreite zu verteilen. Dieses Verfahren dhnelt dem
in der U.S.-Patentschrift Nr. 5,605,798, deren relevante Offenbarung durch Bezugnahme in das vorliegende
Dokument aufgenommen ist, Beschriebenen. Es ist zu beachten, dass die zuvor erwahnte Patentschrift zwar
eine ahnliche Synthese beschreibt, jedoch nicht die Verwendung von massenmarkierten Oligonukleotiden fur
die in der vorliegenden Erfindung beschriebene Art von Massensignaturanalyse beschreibt oder nahe legt.

Auswirkungen von X-mer-Modifikationen auf massenspektroskopische, thermodynamische und enzymatische
Eigenschaften

[0167] Die Zusammensetzung der X-mer-Vorlaufer beeinflusst direkt die Gesamtspezifitat und Empfindlich-
keit der Untersuchung. Die Kontrolle sowohl Gber deren Entwurf als auch tber deren Synthesemodus zu ha-
ben, ermoglicht aulerdem die Einbindung von Modifikationen, die bei deren Verwendung bei den Verfahren
der Erfindung helfen. Beispielsweise kann die Internukleosidbindung an der Phosphodiesterhauptkette der
X-mer-Vorlaufer modifiziert werden. Bei einem Ausflhrungsbeispiel ist bevorzugt, dass eine derartige chemi-
sche Modifikation die Phosphodiesterbindung widerstandsfahig gegeniiber einem Nukleaseaufschluss macht.
Geeignete Modifikationen umfassen ein Integrieren von nicht Bricken bildenden Thiophosphathauptketten,
5'-N-Phosphoamiditinternukleotidbindungen und dergleichen.

[0168] Die Massenmodifikation kann die thermodynamische Stabilitdt der Hybride, die zwischen dem
X-mer-Vorlaufer und dem Targetnukleinsauresequenzanalyten gebildet werden, erhéhen, um die thermodyna-
mische Stabilitat der Hybride in dem Gemisch zu normieren. Beispielsweise bildet 2,6-Diaminopurin stabilere
Basenpaare mit Thymidin, als Adenosin dies tut. Zusatzlich erhéht ein Integrieren von 2-Fluorthymidin die Sta-
bilitdét von A-T-Basenpaaren, wohingegen ein Integrieren von 5-Brom- und 5-Methylcytidin die Stabilitat von
G-C-Basenpaaren erhoht.

[0169] Die Massenmodifikation kann die thermodynamische Stabilitdt der Hybride, die zwischen dem
X-mer-Vorlaufer und dem Targetnukleinsauresequenzanalyten gebildet werden, verringern, um die thermody-
namische Stabilitat der Hybride in dem Gemisch zu normieren. A-T-Basenpaare kdnnen durch ein Integrieren
von 2'-Aminonukleosiden destabilisiert werden. Statt Guanosin kann auch Inosin verwendet werden, um
G-C-Basenpaare zu destabilisieren. Es hat sich gezeigt, dass die Integration von N-4-Ethyl-2'-desoxycytidin
die Stabilitat von G-C-Basenpaaren verringert. Ein Integrieren des Letztgenannten kann die Stabilitat einer be-
liebigen gegebenen Duplexsequenz in einem Umfang normieren, bei dem deren Stabilitdt von dem A-T- und
dem G-C-Gehalt unabhangig gemacht wird (Nguyen u. a., Nucleic Acids Res. 25, 3.095 (1997)).

[0170] Modifikationen, die die Fragmentierung des Oligonukleotids aufgrund der lonisierungsprozesse bei der
Massenspektrometrie verringern, kénnen ebenfalls eingefiihrt werden. Beispielsweise ist ein Losungsansatz
eine 7-Deaza-Modifikation von Purinen, um die N-glycosidische Bindung zu stabilisieren und somit die Frag-
mentierung von Oligonukleotiden wahrend des lonisierungsprozesses zu verringern (siehe z. B. Schneider und
Chait, Nucleic Acids Res. v23, 1.570 (1995)). Eine Modifikation der 2'-Position des Riboserings mit einer Elek-
tronen ziehenden Gruppe wie z. B. Hydroxyl oder Fluor kann verwendet werden, um die Fragmentierung zu
verringern, indem die N-glycosidische Bindung stabilisiert wird (siehe z. B. Tang u. a., J Am Soc Mass Spec-
trom, 8, 218 — 224, 1997).

Massenmarkierte Kettenabbruch-Nukleotide

[0171] Die Verwendung von Kettenabbruch-Nukleosid-Triphosphaten wie z. B. Dideoxynukleosid-Trisphos-
phaten bei der vorliegenden Erfindung fir das PEA-Verfahren unterscheidet sich grundlegend von der in der
Technik bekannten. Das vorliegende PEA-Verfahren verwendet Kettenabbruch-Nukleotide als Mittel zum ,Be-
werten" von Hybridisierungsereignissen zwischen der Targetnukleinsaure und einer Vielzahl von massenmo-
difizierten X-meren, indem es die Masse der resultierenden Verlangerungs- bzw. Erweiterungs- bzw. Extensi-
onsprodukte aus der Massenbandbreite der massenmodifizierten X-mer-Vorlaufer heraus verschiebt. Diese
spezifische Funktion gibt vor, dass die absolute Masse der Kettenabbruch-Nukleotide gréRer sein soll als die
Massenbandbreite, die durch den leichtesten und den schwersten massenmodifizierten X-mer-Vorlaufer in
dem Gemisch definiert wird. Beispielsweise liegt die Massenbandbreite fur ein X-mer-Vorlaufer-Gemisch, das
aus allen 6-X-meren zusammengesetzt ist, die aus den vier natlrlichen Desoxynukleotiden hergestellt sind,
zwischen 1.667 atomaren Masseneinheiten (amu) fur (Cg) und 1.907 amu fir (G;) . Dies ergibt eine Massen-
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bandbreitendifferenz von 240 amu. Die Massen der einzelnen naturlichen Dideoxynukleotide (die Monophos-
phatform minus der Masse eines Wassermolekiils) betragen 296, 312, 272 bzw. 287 amu fir pddA, pddG,
pddC bzw. pddT. Da also die absolute Masse jedes Dideoxynukleotids gréRer ist als die Massenbandbreite fur
das naturliche 6-mer-Gemisch, sind sie ausreichend zum Partitionieren der Massen der X-mer-Vorlaufer und
der X+1-mer-Verlangerungsprodukte. Wenn jedoch die Massenbandbreite der X-mer-Vorlaufer erhéht wird,
beispielsweise durch die Einfuhrung von Massenmodifikationen oder durch Verwendung von X-meren ge-
mischter Langen, dann ist es wiinschenswert, das Kettenabbruch-Nukleotid mit einer Massenmarke zu verse-
hen, so dass die Massen aller Verlangerungsprodukte grofer sind als die aller X-mer-Vorlaufer.

[0172] Beieinem Ausfuhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung kdnnen die massenmarkierten Dideoxynu-
kleosid-Triphosphate auch eine zusatzliche chemische Komponente besitzen, die die lonisierungseffizienz des
gewinschten verlangerten X-mers relativ zu den nicht-verlangerten X-mer-Vorlaufern oder jeglichen anderen
unerwiinschten Komponenten, die in dem Probengemisch vorliegen, erhéht. Ublicherweise wird die lonisie-
rungseffizienz zumindest um den Faktor 2 erhéht, noch Ublicher um den Faktor 4 und vorzugsweise um den
Faktor 10. Dort, wo also beispielsweise 6-mere als X-mer-Vorldufer verwendet werden, unterstutzt die obige
zusatzliche Komponente das Ermdéglichen der Analyse der 6-mer-Vorlaufer und der 7-mer-Verlangerungspro-
dukte. Exemplarisch fur derartige zusatzliche chemische Komponenten sind primare Amine, die als Protonie-
rungsstellen fungieren und somit einzelne positive lonenspezies fir eine MALDI-Analyse unterstitzen kénnen
(Tang u. a., 1997, supra). Es ist auch moglich, quaternare Amine zu integrieren, die eine feststehende positive
Ladung aufweisen. Diese Klasse von chemischen Gruppen kann unter Verwendung einer NHS-Esterchemie,
die der bei Gut u. a. in der WO 96/27681 offenbarten ahnelt, in nicht-spaltbare Massenmarken integriert wer-
den. Kurz gesagt wird der Succinimidester einer mit quaternarem Ammonium geladenen Spezies, z. B. Trime-
thylammoniumhexyryl-N-hydroxysuccinimidylester, mit einem Nukleosidderivat, das eine primare aliphatische
Aminogruppe aufweist, zur Reaktion gebracht. Ein geeignetes Nukleosid ist beispielsweise ein Terminator wie
z. B. die 3'-Aminoderivate der 2'-Desoxynukleoside. Andere geeignete Nukleoside waren die 5-[3-Ami-
no-1-propynyl]-pyrimidin- und 7-Deaza-[3-amino-1-propynyl]-purin-Derivate, die ahnlich denjenigen sind, die
verwendet werden, um die fluoreszierend markierten ddNTPs zu erzeugen, die von Prober u. a. (Science, 238,
336 (1987)) beschrieben sind.

Verfahren der Erfindung
Erzeugen von Kurzwortinhalt-Darstellungen von Targetnukleinsduren

[0173] Die Erfindung ist auf Verfahren und Reagenzien zum Rekapitulieren einer Targetnukleinsaure in Form
eines Satzes von Oligonukleotiden (X-meren), die zu der Targetsequenz komplementar sind, und zum Analy-
sieren des Satzes mittels Massenspektroskopie gerichtet. Der Satz von Oligonukleotiden stellt den ,Kurz-
wort"-Inhalt des Targets dar, der definierte Sequenzinformationen Uber das Target liefert. Der Satz von Oligo-
nukleotiden, die ein Target darstellen, kann einer von drei allgemeinen Typen sein (Fig. 1). Der verschachtelte
Satz von lberlappenden X-meren (Fig. 1a) ist dadurch gekennzeichnet, dass er eine umfassende Uberlap-
pung zwischen den X-meren in dem Satz aufweist. Der verschachtelte Satz von halb-Uberlappenden X-meren
(Fig. 1b) weist eine geringere Uberlappung unter den X-meren auf, wohingegen der nicht-liberlappende Satz
von X-meren (Fig. 1¢) keine Uberlappung aufweist. Bei allen drei Arten von Satzen muss die X-mer-Lange in
einem gegebenen Satz nicht konstant sein. Allgemein weisen die X-mere in dem verschachtelten Satz von
Uberlappenden X-meren eine Lange von etwa 3 bis etwa 18, Uiblicherweise etwa 5 bis etwa 14, Nukleotiden
auf. Fir diesen Satz umfasst die Uberlappung entlang der gesamten Lange der Targetnukleinsduresequenz
alle Nukleotide bis auf eines. Allgemein weisen die X-mere in dem verschachtelten Satz von halb-tberlappen-
den X-meren eine Lange von etwa 3 bis etwa 18, Ublicherweise etwa 5 bis etwa 14, Nukleotiden auf. Allgemein
weisen die X-mere in dem verschachtelten Satz von nicht-Uberlappenden X-meren eine Lange von etwa 3 bis
etwa 18, Ublicherweise etwa 4 bis etwa 14, Nukleotiden auf. Bei allen drei LOsungsansatzen erfassen die
X-mere die gesamte Lange der Targetnukleotidsequenz. Die tatsachliche Anzahl von erzeugten X-meren wird
allgemein durch die Lange der Targetnukleotidsequenz und das gewtinschte Ergebnis bestimmt. Die Anzahl
von X-meren sollte ausreichend sein, um die Ziele der definierten Anwendung zu erzielen. Wenn beispielswei-
se das Ziel darin besteht, eine Mutationserfassung durchzufiihren, dann werden ausreichend viele X-mere be-
nétigt, um das X-mer oder den Satz von X-meren, die die Mutation umfassen, zu unterscheiden.

Allgemeine Beschreibung der Verfahren
[0174] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Analysieren einer Targetnukleinsaurese-

quenz. Ein Gemisch von X-mer-Vorlaufern wird zu den Targetnukleinsauresequenzen hybridisiert. Das Ge-
misch umfasst natirliche und massenmodifizierte X-mer-Vorlaufer, die eine minimale Lange von drei Nukleo-
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tiden aufweisen. Das Gemisch weist eine Gemischbedeckungskomplexitat von etwa 7/8 auf, wenn das Ge-
misch zumindest 56 gesonderte X-mer-Vorlaufer enthalt. Mit zunehmender durchschnittlicher Lange des
X-mer-Vorlaufers nimmt auch die Anzahl von gesonderten X-meren in den Gemischen dieser Erfindung zu,
und die Gemischbedeckungskomplexitdt mag abnehmen. Die Untergrenze der Gemischbedeckungskomple-
xitat ist gleich 56 geteilt durch die Anzahl von X-meren in dem Gemisch. Die Lange der X-mer-Vorlaufer kann
fur jeden X-mer-Vorlaufer unabhangig ausgewahlt werden. Die Massenzahlkomplexitdt (MNC) des Gemisches
kann groRer sein als die jedes natiirlichen Aquivalentgemisches. Die Hybride werden verarbeitet, um die Mas-
se der X-mer-Vorlaufer-Abschnitte der Hybride in einer mittels einer Targetsequenz durchgefiihrten Reaktion
zu verandern, und das Produkt wird anhand der Massenspektrometrie analysiert. Die ersten zwei Schritte des
Verfahrens kdnnen in L6sung oder mit oberflachengebundenen Nukleinsauren wie z. B. in einem Array durch-
geflhrt werden. Losungsbasierte Systeme konnen bevorzugt sein, da sie durch standardmaRige Losungsmas-
sewirkungs- und -diffusionsprozesse geregelt sind.

Herstellung des X-mer-Gemisches:

[0175] Der erste Schritt des Verfahrens der Erfindung ist das Herstellen eines Gemisches aus natirlichen und
massenmodifizierten X-mer-Vorlaufern, die eine entsprechende Massenzahl und Bedeckungskomplexitat fur
die gegebene Anwendung aufweisen. Das X-mer-Vorlaufer-Gemisch kann auch die hierin beschriebenen At-
tribute beziglich lonisierung und thermodynamischer Eigenschaften besitzen. Der Entwurf und die Herstellung
des X-mer-Vorlaufer-Gemischs kann wie hierin beschrieben durchgefiihrt werden.

Verarbeitungsschritt

[0176] Der zweite Schritt des Verfahrens der Erfindung besteht darin, die Hybride zu verarbeiten, um die Mas-
se der X-mer-Vorlaufer-Abschnitte der Hybride gemaf der Beschreibung hierin zu verandern. Diese Verande-
rung kann entweder mittels einer enzymatischen oder einer chemischen Reaktion bewerkstelligt werden. Ge-
eignete enzymatische Techniken umfassen eine Polymeraseverlangerungsuntersuchung, eine Ligaseuntersu-
chung und dergleichen. Geeignete chemische Techniken umfassen eine Kondensation aktivierter X-mer-Vor-
laufer unter Verwendung von Carbodiimiden und Cyanbromidderivaten und dergleichen. Die folgende Erorte-
rung ist eine kurze Beschreibung mancher der verschiedenen Prozesse; eine ausfiihrlichere Erlauterung wird
nachstehend dargelegt.

Polymeraseverlangerungsuntersuchung

[0177] Fur die Polymeraseverlangerungsuntersuchung (PEA) werden die hybridisierten X-mer-Vorlaufer ver-
langert, indem unter Verwendung einer Nukleotidpolymerase ein einzelnes Nukleotid an dem 3'-Ende der hy-
bridisierten X-mer-Vorlaufer polymerisiert wird (siehe Eig. 2). Fur die Polymeraseverlangerungs- und -spal-
tungsuntersuchung (PEACA), eine Form der PEA, werden die hybridisierten X-mer-Vorlaufer zuerst verlangert,
indem ein oder mehr Nukleotide an dem 3'-Ende der hybridisierten X-mer-Vorlaufer unter Verwendung einer
Nukleotidpolymerase polymerisiert werden und durch AufschlieRen des Produktes mit einer 5'- bis 3'-Exonuk-
lease, — Endonuklease oder einem chemischen Reagensmittel, je nach den Besonderheiten des durchgefiihr-
ten Verfahrens, erneut verkirzt werden (siehe Eig. 3 und Fig. 4).

Ligaseuntersuchung

[0178] Fur die X-mer-Ligationsuntersuchung (XLA) werden benachbarte hybridisierte X-mer-Vorlaufer vor ei-
ner Analyse unter Verwendung einer Ligase miteinander ligiert (siehe Fig. 5). Es ist bevorzugt, dass die
X-mer-Vorlaufer eine ausreichende Lange aufweisen, um als gute Substrate zur Ligation durch die Ligase die-
nen, jedoch nicht zu lang sind, um als Schablonen fiur eine Ligation von komplementaren X-mer-Vorlaufern in
dem Reaktionsgemisch zu dienen. Man sollte beachten, dass, obwohl es zwar vorzuziehen ist, dass alle be-
nachbarten hybridisierten X-mer-Vorlaufer ligiert sind, dies kein Erfordernis ist.

[0179] Die Ligationsuntersuchung kann mit oberflachengebundenen Arrays durchgefiihrt werden (siehe
Fig. 6). Die Arrays weisen eine Oberflache und eine Vielzahl von an dieselbe angelagerten Oligonukleotidson-
den auf. Die Sonden enthalten:

(a) einen an die Oberflache angelagerten spaltbaren Linker; und

(b) eine Nukleinsduresequenz, die ein 3'-Ende und ein endstandiges 5'-Phosphat aufweist, wobei das

3'-Ende der Nukleinsduresequenz an den spaltbaren Linker angelagert ist.

[0180] Das Verfahren umfasst die folgenden Schritte:
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(1) Hybridisieren der Targetnukleinsauresequenz zu den Sonden;

(2) Hinzufligen des Gemisches aus X-mer-Vorlaufern zu der Targetnukleinsauresequenz;

(3) Ligieren der hybridisierten X-mer-Vorlaufer, die zu dem endstandigen 5'-Phosphat benachbart sind, mit
der oberflachengebundenen Sonde, um einen Komplex aus hybridisiertem Vorlaufer/Sonde zu bilden, wo-
bei die Targetnukleinsduresequenz daran angelagert ist;

(4) Spalten des Komplexes an dem spaltbaren Linker; und

(5) Analysieren des Komplexes in jedem Sondenmerkmal oder Satz von Merkmalen mittels Massenspekit-
rometrie.

Ausfuhrliche Beschreibung der Verfahren

[0181] Die folgende Beschreibung ist auf drei allgemeine Verfahren zum Erzeugen von Oligonukleotidsatzen
gerichtet, die den Kurzwortinhalt des Targets darstellen. Jedes Verfahren kann je nach den verwendeten Re-
agenzien einen oder mehr Typen von Oligonukleotidsatzen erzeugen. Diese Beschreibung erfolgt mittels Ver-
anschaulichung und stellt keine Einschrankung dar. Wie oben erwahnt wurde, wird das erste Verfahren als
~Polymeraseverlangerungsuntersuchung" (PEA) bezeichnet, das zweite wird als Polymeraseverlangerungs-
und -spaltungsuntersuchung (PEACA) bezeichnet, und das dritte wird als ,X-mer-Ligationsuntersuchung"
(XLA) bezeichnet.

[0182] Alle Verfahren beruhen auf Oligonukleotidgemischen (X-mer-Gemischen), die aus naturlichen
und/oder massenmodifizierten Nukleotiden zusammengesetzt sind. Man sollte verstehen, dass die unter-
schiedlichen Satze von Gemischen entworfen sein kénnen, um die unterschiedlichen Typen von Satzen zu er-
zeugen und somit verschiedene Mengen an Targetsequenzinformationen zu liefern. Durch eine Analyse der
Massenspitzen, die in den bei den obigen Verfahren erzeugten Massenspektren vorliegen, und mittels einer
Korrelation dieser Spitzen mit Informationen Gber die X-mer-Vorlaufer in dem Gemisch, die fur jedes Massen-
spektrum verantwortlich sind, und méglicherweise mit Vorab-Informationen tber die Targetsequenz werden die
aus dem Target gewlinschten Informationen ermittelt.

[0183] Die PEA ist ein generisches Verfahren zum Erzeugen von verschachtelten Satzen von Uberlappenden
und halbuberlappenden X-meren. Es gibt drei grundlegende Schritte bei diesem Verfahren (Eig. 2). Bei Schritt
1 darf ein Gemisch (oder ein Satz von Gemischen) von X-meren, die entweder alle mdglichen X-mer-Sequen-
zen oder Teilsatze derselben darstellen, an zufalligen Positionen entlang der Targetnukleinsduresequenz ge-
maR Watson-Crick-Basenpaarungsregeln hybridisieren. Bei Schritt 2 werden die hybridisierten X-mere unter
Verwendung einer Nukleotidpolymerase wie z. B. einer DNA- oder RNA-abhangigen DNA-Polymerase und ei-
nes Gemischs aus einem oder mehr Kettenabbruch-Nukleosid-Triphosphaten wie z. B. Dideoxynukleotid-Tri-
phosphaten (MT-ddNTPs) um ein einziges Nukleotid verlangert. Bei Schritt 3 werden die resultierenden ver-
langerten X-mere, d. h. X+1-mer-Verlangerungsprodukte, mittels Massenspektroskopie analysiert.

[0184] Das Ausmal der Uberlappung zwischen den X+1-mer-Produkten héngt von der Sequenzvollsténdig-
keit des abfragenden X-mer-Gemisches ab. Wenn beispielsweise alle 4.096 6-mere und alle vier ddNTPs in
dem abfragenden Gemisch vorliegen, so ist die maximale Uberlappung zwischen den resultierenden
7-mer-Produkten moglich. Das Bereitstellen eines Teilsatzes der 4.096 moglichen 6-mere und/oder eines Teil-
satzes der vier ddNTPs fiihrt zu einer geringeren Uberlappung zwischen den 7-mer-Produkten und potentiellen
Zwischenraumen in der Sequenzbedeckung.

[0185] Es ist auch wichtig, dass die Kettenabbruch-Nukleotide eine ausreichende Masse aufweisen, um das
X-mer-Vorlaufer-Gemisch und X+1-mer-Verlangerungsprodukte auf effektive Weise zu partitionieren. Es sollte
beachtet werden, dass, obwohl es vorzuziehen ist, dass alle der hybridisierten X-mer-Vorlaufer verlangert sind,
dies kein Erfordernis darstellt. Bei der vorliegenden Erfindung ist die Bestimmung um so genauer, je groer die
Anzahl von verlangerten hybridisierten X-mer-Vorlaufern ist.

[0186] Die Kombination von Reagenzien ist Bedingungen unterworfen, unter denen die X-mere zu der Tar-
getnukleinsaure hybridisieren und in der Gegenwart eines Kettenabbruch-Nukleosid-Triphosphats, das zu ei-
nem Nukleotid des Targets, das neben dem hybridisierten X-mer liegt, komplementar ist, um ein Nukleotid ver-
langert werden. Allgemein wird ein wassriges Medium verwendet. Es kdnnen auch andere polare Hilfslésungs-
mittel verwendet werden, Gblicherweise mit Sauerstoff angereicherte organische Lésungsmittel von 1 — 6, Uib-
licherweise von 1 — 4, Kohlenstoffatomen, einschlieRlich Alkoholen, Ethern und dergleichen. Ublicherweise lie-
gen diese Hilfsldsungsmittel, falls sie verwendet werden, zu weniger als etwa 70 Gewichtsprozent, noch ubli-
cher zu weniger als etwa 30 Gewichtsprozent, vor.

25/65



DE 699 27 343 T2 2006.06.22

[0187] Der pH-Wert fur das Medium liegt Ublicherweise im Bereich von etwa 4,5 bis 9,5, noch Ublicher im Be-
reich von etwa 5,5 bis 8,5, und vorzugsweise im Bereich von etwa 6 bis B. Es kdnnen verschiedene Puffer ver-
wendet werden, um den gewinschten pH-Wert zu erreichen und um den pH-Wert wahrend der Bestimmung
aufrechtzuerhalten. Veranschaulichende Puffer umfassen Borat, Phosphat, Carbonat, Tris, Barbital und der-
gleichen. Der jeweilige verwendete Puffer ist bei dieser Erfindung nicht kritisch, bei einzelnen Verfahren kann
jedoch ein Puffer gegenliber einem anderen bevorzugt sein.

[0188] Die Reaktion wird ausreichend lange durchgefiihrt, um die verlangerten X+1-mere zu erzeugen, die
ein Kettenabbruch-Nukleosid-Triphosphat enthalten. Allgemein betragt die Zeitdauer zum Durchfiihren des ge-
samten Verfahrens zwischen etwa 10 und 200 Minuten. Ublicherweise ist es wiinschenswert, den Zeitraum zu
minimieren.

[0189] Die Konzentration der Nukleotidpolymerase wird Ublicherweise empirisch bestimmt. Vorzugsweise
wird eine Konzentration verwendet, die ausreichend ist, um die meisten, wenn nicht alle, der Vorlaufer-X-mere,
die spezifisch zu der Targetnukleinsaure hybridisieren, zu verlangern (siehe unten). Die primaren Begren-
zungsfaktoren sind allgemein die Reaktionszeit und die Kosten des Reagens.

[0190] Die Anzahl der Targetnukleinsduremolekile kann lediglich 10° in einer Probe betragen, kann jedoch
allgemein zwischen etwa 10° und 10'%, noch Ublicher zwischen etwa 10° und 10" Molekiilen in einer Probe,
vorzugsweise zumindest 10™'* M in der Probe, variieren und kann 10~** bis 10 M, noch Ublicher 10" bis 10~
M, betragen. Allgemein sind die Reagenzien fur die Reaktion in Mengen vorgesehen, um eine Verlangerung
der hybridisierten X-mere zu erzielen. Die Anzahl jedes X-mer-Vorlaufer-Molekiils betragt allgemein 10 und
tblicherweise etwa 10 bis etwa 10", vorzugsweise etwa 10" bis etwa 10" fir eine Probengrofe, die etwa
10 Mikroliter betragt. Die Konzentration jedes X-mer-Vorlaufers kann gemaf seiner Thermostabilitat angepasst
werden, wie oben erdrtert wurde. Das absolute Verhaltnis von Target zu X-mer-Vorlaufer soll empirisch be-
stimmt werden. Die Konzentration der Kettenabbruch-Nukleosid-Triphosphate in dem Medium kann je nach
der Affinitat der Nukleosid-Triphosphate fir die Polymerase variieren. Vorzugsweise liegen diese Reagenzien
in einer Uberschiissigen Menge vor. Die Nukleosid-Triphosphate liegen iblicherweise zu etwa 10~ bis etwa
10 M, vorzugsweise etwa 107 bis 10° M, vor.

[0191] Je nach der verwendeten Art der Polymerase, den Konzentrationen von Target und X-meren und den
thermodynamischen Eigenschaften der X-mere in dem Gemisch kann die Reaktionstemperatur im Bereich
zwischen etwa 0°C und etwa 95°C liegen. Beispielsweise kdnnen bei 40 nM Targetnukleinsduresequenz, 40
nM 6-mer und 7 nM Bst Polymerase zwischen 20 % und 50 % des 6-mers in zwei Stunden bei 5°C verlangert
werden, je nach der Sequenz des 6-mers. Ahnliche Verlangerungseffizienzen werden bei 20°C erreicht, was
darauf hinweist, dass die Verlangerungseffizienz nicht allein von der Thermodynamik der Wechselwirkung zwi-
schen X-mer und Target abhangig ist. Wichtig ist, dass es nutzlich sein kann, die Inkubationstemperatur zy-
klisch zu durchlaufen. Ein zyklisches Durchlaufen kénnte helfen, eine strukturierte Region des Targets fiir eine
X-mer-Bindung und anschlieRende Verlangerung freizulegen sowie den Stoffumsatz der Verlangerungspro-
dukte zu erleichtern. Somit kénnte die Gesamtempfindlichkeit der PEA deutlich erhdht werden, indem ermdg-
licht wird, dass ein gegebenes Targetmolekiil als Schablone fiir mehrere X-mer-Bindungs- und anschlieRende
Verlangerungsreaktionen agiert. Gemaf diesem Aspekt der Erfindung kann ein Zyklus etwa 0,1 bis 5 Minuten
lang, noch Ublicher etwa 0,5 bis 2 Minuten, bei einer Temperatur von etwa 75°C bis etwa 95°C durchgeflihrt
werden, und ein weiterer Zyklus kann etwa 1 bis 20 Minuten lang, noch ublicher etwa 5 bis 15 Minuten lang,
bei einer Temperatur von etwa 5°C bis etwa 45°C ausgefiihrt werden. Die Anzahl der Zyklen kann etwa 2 bis
etwa 20 oder mehr betragen. Aligemein sind die Zyklustemperaturen und die Zyklusdauer ausgewahlt, um eine
Optimierung der Verlangerung des hybridisierten X-mers einer gegebenen Lange zu liefern.

[0192] Die Reihenfolge des Kombinierens der verschiedenen Reagenzien, um die Kombination zu bilden,
kann variieren. Ublicherweise wird die das Targetpolynukleotid enthaltende Probe mit einer vorab hergestellten
Kombination von Kettenabbruch-Nukleosid-Triphosphaten und Nukleotidpolymerase kombiniert. Die X-mere
kénnen in der hergestellten Kombination enthalten sein oder kdnnen spater hinzugegeben werden. Jedoch
kdnnen eine gleichzeitige Hinzufligung aller obigen Stoffe sowie andere schrittweise oder nacheinander erfol-
gende Hinzufligungsreihenfolgen eingesetzt werden, vorausgesetzt, dass alle oben beschriebenen Reagenzi-
en vor dem Beginn der Reaktionen kombiniert werden.

[0193] Die PEACA ist ein weiteres generisches Verfahren zum Erzeugen von verschachtelten Satzen von
Uberlappenden und halbliberlappenden X-meren. Bei diesem Verfahren gibt es vier grundlegende Schritte
(Eig. 3). Bei Schritt 1 darf ein Gemisch von X-meren, die entweder alle méglichen X-mer-Sequenzen oder Teil-
satze derselben darstellen, an zuféalligen Positionen entlang der Targetnukleinsauresequenz gemal Wat-
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son-Crick-Basenpaarungsregeln hybridisieren. Bei Schritt 2 werden die hybridisierten X-mere unter Verwen-
dung einer Nukleotidpolymerase und eines Gemisches von einem oder mehr nattrlichen Nukleotid-Triphos-
phaten (dNTPs) und natirlichen oder massenmarkierten Dideoxynukleotid-Triphosphaten (ddNTPs) verlan-
gert. Bei Schritt 3 wird ein Abschnitt des 5'-Terminus der X-mer-Verlangerungsprodukte mittels enzymatischer
oder chemischer Spaltung beseitigt. Bei Schritt 4 werden die resultierenden X-mer-Verlangerungsprodukte mit-
tels Massenspektroskopie analysiert.

[0194] Die PEACA ist dazu entworfen, X-mer-Verlangerungsprodukte zu erzeugen, wo die Produktlange
durch die Targetsequenz und die Identitat der dNTPs und Kettenabbruch-Nukleotide (d. h. ddNTPs), die in dem
Reaktionsgemisch vorliegen, definiert wird. Das AusmalR der potentiellen Uberlappung zwischen den
X-mer-Produkten hangt nicht nur von der Lange ab, sondern auch von der Bedeckungskomplexitat des
X-mer-Vorlaufer-Gemisches. Eine Verwendung von X-mer-Vorlaufer-Gemischen, die eine hdhere Bede-
ckungskomplexitat aufweisen, fiihrt zu einer gréReren Uberlappung zwischen den Verlangerungsprodukten.
Wenn alle vier dNTPs und ein einzelnes Kettenabbruch-Nukleotid (d. h. ddNTP) in dem Reaktionsgemisch vor-
liegen, so erhéht ein Erhéhen des dNTP/ddNTP-Molarverhaltnisses nicht nur die Lange der Verlangerungspro-
dukte, sondern fiihrt auch zu einer gréReren potentiellen Uberlappung zwischen den Verlangerungsprodukten.
Umgekehrt ergeben kleinere dNTP/ddNTP-Verhaltnisse kirzere Verlangerungsprodukte und eine geringere
potentielle Uberlappung.

[0195] Bei der PEACA (Fig. 3) wird eine Spaltung eines Teils des 5'-Endes durch ein spezifiziertes Nukleotid
in dem X-mer-Vorlaufer definiert. Die PEACA weist den zusatzlichen Vorteil auf, dass sie die Beseitigung eines
bestimmten Teils des 5'-Endes der X-mer-Produkte unter Verwendung eines enzymatischen oder chemischen
Prozesses ermdglicht. Eine derartige Eigenschaft kdnnte genutzt werden, um PEACA-Produkte zu erzeugen,
die die gleiche Lange aufweisen, wenn mit X-mer-Gemischen gemischter Langen begonnen wird. Dies kdnnte
ermdglichen, dass die an A/T reicheren X-mer-Vorlaufer langer als diejenigen sind, die reich an C/G sind (um
Unterschiede bezlglich der Thermostabilitdt zu kompensieren), auf eine Spaltung hin jedoch PEACA-Produkte
mit identischen oder ahnlichen Langen erzeugen. Uberdies ist der 5'-Terminus des X-mers einer Fehl-Hybridi-
sierung mit dem Target ausgesetzt und weniger anfallig fur eine Priifung durch die Polymerase. Somit kdnnte
die PEACA-Spaltungsreaktion verwendet werden, um fehlerhafte Informationen vor einer Massenanalyse zu
beseitigen.

[0196] Bei der zweiten Version der PEACA (PEACA I, Fig. 4) wird eine Spaltung durch ein festgelegtes Nu-
kleotid definiert, das wahrend des Verlangerungsprozesses integriert wird. Bei dieser Version wird kein Teil des
X-mer-Vorlaufers in dem abschlielienden X-mer-Produkt zurlickgehalten. Zusatzlich dazu, dass sie davon ab-
hangig ist, welche der dNTPs und ddNTPs in dem Reaktionsgemisch vorliegen, kann die Produktlange auch
durch Variieren des molaren Verhaltnisses von dNTP/ddNTP definiert werden, wenn beide Formen eines ge-
gebenen Nukleotids in einem Reaktionsgemisch vorliegen. Beispielsweise ergeben Werte eines gréferen
dNTP/ddNTP-Verhaltnisses im Durchschnitt Idngere Verlangerungsprodukte. Umgekehrt ergeben kleinere
dNTP/ddNTP-Verhaltnisse kiirzere Verlangerungsprodukte.

[0197] Die Bedingungen zum Durchfuhren der PEACA-Verlangerungsreaktionen sind ahnlich denen, die
oben fir die PEA beschrieben wurden. Der Puffer-pH-Wert, die lonenstarke, die Hinzufligung von Tensiden,
die Temperatur (und ein zyklisches Durchlaufen derselben), die Polymerasekonzentration, die X-mer-Konzen-
tration, die Targetkonzentration und die dNTP/ddNTP-Konzentrationen und -Verhaltnisse werden allesamt op-
timiert, um eine maximale Spezifitat, Verlangerungseffizienz und einen maximalen Informationsgehalt zu errei-
chen.

[0198] Die folgenden Beispiele des Bewirkens einer Spaltung eines bestimmten Teils des 5'-Endes werden
als Nachstes veranschaulichungshalber und nicht einschrankungshalber beschrieben. Bei einem Lésungsan-
satz kann ein eine Spaltung definierendes Nukleotid verwendet werden. Das eine Spaltung definierende Nuk-
leotid kann ein Ribonukleotid sein, das anfallig fur eine Spaltung mittels einer Endoribonuklease, z. B. Ribonu-
klease A, oder durch eine chemische Base wie z. B. Ammonium oder Hydroxid und dergleichen, ist. Das die
Spaltung definierende Nukleotid kann ein Nukleotid sein, das eine 5'-N-Phosphoamidit-Internukleotidbindung
bildet, die mittels einer Saure, z. B. Trichloressigsaure oder verdiinnte HCI, gespalten werden kann. Wenn das
X-mer ausschlieRlich aus Ribonukleotiden besteht, kann eine Desoxyribonuklease verwendet werden, z. B.
DNasel.

[0199] Der Spaltungspunkt kann auch durch ein Nukleotid oder einen Satz von Nukleotiden definiert sein, die

eine Spaltung mittels eines definierten Reagens oder Enzyms blockieren. Beispielsweise kann das X-mer aus
Triphosphatbindungen an dem 3'-Terminus und naturlichen Phosphodiesterbindungen an dem 5'-Terminus be-
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stehen. Eine Spaltung des X-mers mit einer 5'- bis 3'-Exonuklease, die empfindlich gegenuber Thiophosphaten
ist, z. B. T7-Gen-6-Protein, verschlechtert das X-mer bis zu dem Punkt der Triphosphatbindung.

[0200] Die Bedingungen zum Durchfiihren der Spaltung sind diejenigen, die in der Technik fiir die obigen En-
zyme allgemein bekannt sind. Kurz gesagt sind diese Bedingungen eine Inkubation des Enzyms in einem ent-
sprechenden Puffer, der ein divalentes Metallion enthalten kann (falls erforderlich). Geeignete 5'- bis 3'-Exo-
nukleasen, d. h. diejenigen Enzyme, die Nukleotide jeweils immer einzeln vom Ende eines Polynukleotids von
dem 5'- zu dem 3'-Ende spalten, umfassen z. B. DNA-Polymerase und T7-Gen 6. Geeignete Endonukleasen,
d. h. diejenigen Enzyme, die Bindungen in einer Nukleinsaure spalten, umfassen z. B. Desoxyribonuklease |,
Ribonuklease A oder dergleichen. Geeignete chemische Reaktionen fiir einen chemischen Aufschluss umfas-
sen z. B. diejenigen Reagenzien zum Durchflhren einer basen- oder sdurekatalysierten Hydrolyse von Phos-
phatestern und dergleichen wie z. B. Chlorwasserstoffsaure, Trifluoressigsaure und dergleichen. Die Bedin-
gungen zum Durchfiihren der obigen enzymatischen oder chemischen Reaktionen sind Fachleuten hinrei-
chend bekannt und werden hier nicht wiederholt.

[0201] XLA ist ein weiteres generisches Verfahren zum Erzeugen verschachtelter Satze von Uberlappenden
und halbuberlappenden X-meren. Bei diesem Verfahren gibt es drei grundlegende Schritte (Fig. 5). Bei Schritt
1 darf ein Gemisch von X-meren, die entweder alle mdglichen X-mer-Sequenzen oder Teilsatze derselben dar-
stellen, an zufalligen Positionen entlang der Targetnukleinsauresequenz gemafly Watson-Crick-Basenpaa-
rungsregeln hybridisieren. Bei Schritt 2 werden die X-mere, die nebeneinander hybridisieren, unter Verwen-
dung eine Ligase, z. B. einer DNA-Ligase, die die Bildung eine Phosphodiesterbindung unterstitzt, um zwei
benachbarte Basen in separaten Oligonukleotiden zu verbinden, enzymatisch miteinander ligiert. Derartige Li-
gasen umfassen z. B. T4-DNA-Ligase, Tag-DNA-Ligase, E.coli-DNA-Ligase und dergleichen. Alternativ dazu
kdnnen benachbarte X-mer-Vorlaufer unter Verwendung eines Kondensationsmittels chemisch ligiert werden.
Geeignete Kondensationsmittel umfassen z. B. Carbodiimide, Cyanbromidderivate und dergleichen. Bei
Schritt 3 werden die resultierenden ligierten nX-mer-Produkte mittels Massenspektroskopie analysiert.

[0202] Das AusmaR der Uberlappung zwischen den nX-mer-Produkten hangt von der Sequenzvollstandigkeit
des abfragenden X-mer-Gemisches ab. Wenn beispielsweise alle 4.096 6-mere in dem abfragenden Gemisch
vorliegen, so ist die maximale Uberlappung zwischen den resultierenden nX-mer-Produkten méglich. Das Be-
reitstellen eines Teilsatzes der 4.096 méglichen 6-mere fiihrt zu einer geringeren Uberlappung zwischen den
nX-mer-Produkten.

[0203] Die Bedingungen zum Durchfiihren der Reaktionen sind bei diesem Lésungsansatz ahnlich den oben
beschriebenen. Der pH-Wert flir das Medium liegt Ublicherweise im Bereich zwischen etwa 4,5 und 9,5, noch
Ublicher im Bereich zwischen etwa 5,5 und 8,5 und vorzugsweise im Bereich von etwa 6 bis 8.

[0204] Die Reaktion wird ausreichend lange durchgefiihrt, um das gewlnschte ligierte Produkt zu erzeugen.
Allgemein betragt der Zeitraum zum Durchfiihren des gesamten Verfahrens zwischen etwa 10 und 200 Minu-
ten. Es ist Ublicherweise wiinschenswert, den Zeitraum zu minimieren.

[0205] Je nach der Art der verwendeten Ligase, den Konzentrationen von Target und X-meren und den ther-
modynamischen Eigenschaften der X-mere in dem Gemisch kann die Reaktionstemperatur von 0°C bis 95°C
variieren. Wie im Fall von PEA und PEACA kann es vorteilhaft sein, die Inkubationstemperatur zyklisch zu
durchlaufen, um die strukturierte Region des Targets fir eine X-mer-Bindung und anschlieRende Ligation frei-
legen zu helfen sowie den Stoffumsatz der ligierten Produkte zu erleichtern.

[0206] Die Konzentration der Ligase wird Ublicherweise empirisch bestimmt. Vorzugsweise wird eine Konzen-
tration verwendet, die ausreichend ist, um die meisten, wenn nicht alle, Vorlaufer-X-mere, die spezifisch zu der
Targetnukleotidsequenz hybridisieren, zu ligieren. Die wichtigsten einschrankenden Faktoren sind allgemein
die Reaktionszeit und die Kosten des Reagens.

[0207] Die Konzentration jedes X-mer-Vorlaufers ist allgemein so, wie dies oben fir die PEA beschrieben wur-
de, und kann gemal seiner Thermostabilitat angepasst werden, wie oben erdrtert wurde. Das absolute Ver-
haltnis von Target zu X-mer-Vorlaufer soll empirisch bestimmt werden.

[0208] Der Umfang der Phosphorylierung des 5'-Terminus des X-mer-Gemisches kann das Ausmalf} der Li-
gation (Gesamtzahl ligierter Produkte) und die Lange von Ligationsprodukten (Wert von n) beeinflussen. Das
Ausmal} und die Lange der Ligation kann auch dadurch gesteuert werden, dass eine Modifizierung an dem
3'-Terminus des X-mer-Gemisches eingeflihrt wird, die die Ligation blockiert. Bei einem Losungsansatz werden
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zwei Satze von X-mer-Gemischen zusammen in einem einzigen Ligationsreaktionsgemisch verwendet. Die
X-mere in dem ersten X-mer-Gemisch besitzen einen 5'-phosphorylierten Terminus und einen 3'-blockierten
Terminus (p--y), wohingegen die X-mere in dem zweiten X-mer-Gemisch sowohl 5'- als auch 3'-Hydroxyltermini
(o--0) aufweisen. Dies fiihrt dazu, dass lediglich 2X-mer-Ligationsprodukte die Form o--o/p--y aufweisen. Ein
Blockieren des 3'-Terminus kann beispielsweise dadurch bewerkstelligt werden, dass eine Gruppe verwendet
wird, die keiner Kondensation unterzogen werden kann, z. B. eine unnatiirliche Gruppe wie z. B. 3'-Phosphat,
ein 3'-endstandiges Dideoxy, ein Polymer oder eine Oberflache oder ein anderes Mittel zum Hemmen einer
Ligation. Dieser Lésungsansatz weist grol3e informationstechnische Vorteile auf, da die zwei Satze gemeinsam
optimiert werden kénnen.

[0209] Die Verwendung von modifizierten X-meren, um den Umfang und die Lange der Ligation zu steuern,
kann mit der Integration einer lonisierungsmarke zum Zweck einer erhdhten lonisierungseffizienz kombiniert
werden. Die X-mere in dem ersten X-mer-Gemisch besitzen einen 5'-phosphorylierten Terminus und einen
3'-blockierten und -markierten Terminus (p--z). Die X-mere in dem zweiten X-mer-Gemisch weisen sowohl| 5'-
als auch 3'-Hydroxyltermini auf (o--0). Dies fuhrt dazu, dass lediglich 2X-mer-Ligationsprodukte die Form
0--0/p--z aufweisen. Die durch z dargestellte Gruppe kann aus einer einzelnen Funktionalitat bestehen, die den
doppelten Zweck sowohl des Blockierens als auch des lonisierungsmarkierens erfillt, z. B. eine Quaterna-
res-Ammonium-Gruppe, die tUber das 3'-Hydroxyl verbunden ist, oder sie kann getrennte Funktionalitaten dar-
stellen, z. B. ein 3'-endstandiges Dideoxy zum Blockieren mit einer separaten lonisierungsmarke, die an die
Nukleosidbase angelagert ist.

[0210] PEA, PEACA und XLA besitzen eine Anzahl winschenswerter Attribute. Erstens sind sie alle 16sungs-
basierte Systeme und werden durch standardmaflige Losungsmassenwirkungs- und Diffusionsprozesse gere-
gelt. Dies steht im Gegensatz zu keine Unterstlitzung erfahrenden oberflachenbasierten Arrayhybridisierungs-
systemen, wo die Sonde physisch an der Oberflache angebracht ist und nicht in der Lage ist, zu diffundieren,
wodurch die Kinetik der Hybridisierung verlangsamt wird. Im Gegensatz zu oberflachengebundenen Arrays be-
steht ein Kennzeichen der vorliegenden Erfindung darin, dass eine hohe Vielzahl von Oligonukleotiden entlang
der Targetsequenz bindet. Dies erhoht wahrscheinlich die Gesamteffizienz der X-mer-Bindungs- und der an-
schlieRenden enzymatischen Reaktion. Da die X-mer-Vorlaufer kurz sind, ist es auflerdem weniger wahr-
scheinlich, dass sie intramolekulare Strukturen bilden.

[0211] Zweitens nutzen PEA, PEACA und XLA hochspezifische enzymatische Prozesse. Im Fall von PEA
und PEACA dient der hohe Grad an Spezifitat der Polymerase flr perfekte Duplexe im Wesentlichen dazu, den
Hybridisierungsprozess ,Korrektur zu lesen”, indem lediglich diejenigen Primer verlangert (und somit fiir eine
Erfassung markiert) werden, die zu der richtigen Targetsequenz hybridisierten. Es ist wahrscheinlich, dass die-
ses ,Korrekturlesen" die Gesamtspezifitat der Untersuchung tiber diejenige, die mittels Hybridisierungsverfah-
ren ohne Unterstltzung erzielt werden kann, hinaus erhdht. Es ist wahrscheinlich, dass bei der XLA durch das
Ligaseenzym auch sowohl die Hybridisierungseffizienz als auch die Hybridisierungsspezifitat erhéht werden.

[0212] Drittens kdnnen PEA, PEACA und XLA im Gegensatz zu Oberflachenbasis-Arrayhybridisierungssys-
temen, die sich auf die Erfassung des Hybridisierungsereignisses selbst stiitzen, sogar Gbergangsweise sta-
bile Primer-Target-Wechselwirkungen beziglich einer Erfassung markieren. Die Lebensdauer der Wechselwir-
kung zwischen den X-mer-Vorlaufern und dem Target muss nur lang genug sein, dass sie durch die Polyme-
rase oder Ligase erkannt wird und dass die Polymerase oder Ligase ansprechend darauf agiert. Dies ermog-
licht, dass eine gegebene Targetsequenz als Schablone fir mehrere Vorlaufer-Bindungs- und anschlieRende
-Verldngerungs- oder -Ligationsreaktionen fungiert. Dieses zyklische Durchlaufen und die Fahigkeit, Uber-
gangsereignisse zu erfassen, kann die Gesamterfassungssensibilitdt der Verfahren iber die, die unter Verwen-
dung von oberflachenbasierten Hybridisierungsuntersuchungen ohne Unterstlitzung erzielt werden kann, hin-
aus erhohen. Wie oben erdrtert wurde, kdnnte diese Art des zyklisch Durchlaufens einer Reaktion extern er-
leichtert werden, indem die Temperatur wahrend der Verlangerungs- oder Ligationsreaktion kiinstlich zyklisch
durchlaufen wird.

[0213] SchlieBlich weisen die Verlangerungs- oder Ligationsprodukte, die sich aus Verfahren ergeben, eine
Massenbandbreite auf, die grofRer ist als die der Vorlaufer-X-mere. Somit sollten die Spektralspitzen, die sich
aus nicht zur Reaktion gebrachten Vorlaufern ergeben, nicht die Massenspektralsignatur gewiinschter Verlan-
gerungs- oder ligierter Produkte stéren. Im Fall von PEA und PEACA wird ferner in Betracht gezogen, dass
massenmarkierte ddNTPs verwendet werden kénnen. Dies ermdglicht eine gréRere Untersuchungsflexibilitat
und ermdglicht ein Multiplexieren des Massenanalyseschrittes. Ferner wird in Betracht gezogen, dass lonisie-
rungsmarken durch einen 5'- oder 3'-Linker in die X-mer-Vorlaufer integriert werden, direkt in die Base oder
den Zucker oder in die Kettenabbruch-Nukleotide. Diese Attribute sollten die Gesamtempfindlichkeit der Un-
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tersuchungen erhéhen helfen und Trennschritte vereinfachen und mdglicherweise eliminieren helfen, was eine
Automatisierung der Untersuchung und einen Probendurchsatz erleichtert.

[0214] Die ersten drei hierin beschriebenen Verfahren sind auf ein Abfragen von Targets frei in Lésung ge-
richtet. Es wird jedoch auch in Betracht gezogen, dass die XLA-Methodologie in Verbindung mit oberflachen-
gebundenen Oligonukleotiden, z. B. Arrays von Oligonukleotiden, verwendet werden kann, um die Gesamtau-
flésungsleistung von Arraysystemen zu erhdhen. Die Arrays beinhalten allgemein eine Oberflache, die ein Mo-
saik von verschiedenen Oligonukleotiden enthalt, die einzeln zu diskreten, bekannten Bereichen der Oberfla-
che lokalisiert sind. Derartige geordnete Arrays, die eine grof3e Anzahl von Oligonukleotiden enthalten, wurden
als Hilfsmittel flir einen hohen Durchsatz umfassende Analysen von Genotyp und Genexpression entwickelt.
Oligonukleotide, die auf einem Feststofftrager synthetisiert werden, erkennen eindeutig komplementare Nuk-
leinsauren mittels Hybridisierung, und Arrays kénnen entworfen werden, um spezifische Targetsequenzen zu
definieren, Genexpressionsmuster zu analysieren oder spezifische allelische Variationen zu identifizieren.

[0215] Die vorliegende Erfindung kann unter Verwendung von an einen Trager angelagerten Oligonukleotiden
praktiziert werden. Unter Bezugnahme auf Fig. 6 kénnen bei der vorliegenden Erfindung Arrays von Oligonu-
kleotiden wie z. B. DNA-Arrays erzeugt werden, so dass die DNA-Sonden durch eine Art photo- oder chemisch
spaltbaren Linker an ihrem 3'-Terminus an die Oberflache angelagert werden. Der Linker kann mittels Licht-,
chemischer, Oxidations-, Reduktions-, saurelabiler, basenlabiler und enzymatischer Verfahren spaltbar sein.
Diese oberflachengebundenen Sonden weisen auch 5'-endstandiges Phosphat auf. Beispiele fir photospalt-
bare Linker sind diejenigen, die auf der o-Nitrobenzylgruppe beruhen, z. B. die in der WO 96/04160 beschrie-
benen, usw. Beispiele von Linkern, die mittels Reduktion spaltbar sind, sind diejenigen, die eine Dithioat-Funk-
tionalitat aufweisen und die mittels milder Reduktionsmittel wie z. B. Dithiothreitol oder 3-Mercaptoethanol ge-
spalten werden kénnen. Beispiele von sdurelabilen spaltbaren Linkern sind diejenigen, die eine 5'-N-Phospho-
amidit-Internukleotidbindung oder ein abasisches Nukleotid als Komponente des Linkers enthalten, usw. Bei-
spiele von basenlabilen spaltbaren Linkern sind diejenigen, die ein Ribonukleotid als Komponente des Linkers
enthalten, usw.

[0216] Unter Bezugnahme auf Fig. 6 beinhaltet die arraybasierte X-mer-Ligationsuntersuchung (AXLA) vier
Schritte. Bei Schritt 1 wird die Targetprobe unter Bedingungen, die mit der oben beschriebenen Ligationsreak-
tion kompatibel sind, zu den oberflachengebundenen Sonden des Arrays hybridisiert. Die Targetnukleinsaure
kann entweder nicht gekennzeichnet sein oder mit z. B. einer fluoreszierenden Kennzeichnung (an diesen Stel-
len ist jeweils das Band oder Geréat defekt) gekennzeichnet sein, und so weiter. Bei Schritt 2 werden die Ge-
misch-X-mere (nicht-phosphoryliert) zu dem Array hinzugegeben, und man Iasst sie gemal Watson-Crick-Ba-
senpaarungsregeln entlang dem Target willkiirlich hybridisieren. Bei Schritt 3 werden diejenigen X-mere, die
benachbart zu den oberflachengebundenen Oligonukleotiden hybridisieren, unter Verwendung einer DNA-Li-
gase ligiert, wie oben beschrieben. Da lediglich die oberflachengebundenen Oligonukleotide 5'-endstandige
Phosphate aufweisen, erfolgt eine Ligation lediglich zwischen denjenigen 6-mer-X-meren, die neben einer
DNA-Sonde hybridisiert werden, und nicht zwischen 6-mer-X-meren, die an anderen Positionen entlang dem
Target nebeneinander hybridisiert werden. Bei Schritt 4 werden die ligierten X-mere anschlieRend von der
Oberflache abgespalten und unter Verwendung von Massenspektroskopie Merkmal um Merkmal (oder Merk-
malssatz) analysiert. Die Bedingungen zum Durchfiihren der Ligationsreaktionen sind bei diesem Losungsan-
satz ahnlich den oben beschriebenen.

[0217] Der Oligonukleotid-Spaltungsschritt und der matrixunterstiitzte lonisierungsschritt kdnnen gleichzeitig
durchgefiihrt werden. Obwonhl dies eine Systemkompatibilitdt zwischen den Bedingungen erfordert, die zur Hy-
bridisierung, zur Oligonukleotid-Photospaltung und zur Matrixbildung und -ionisierung erforderlich sind, wird
dadurch das Erfordernis, das gespaltene Produkt aus einem Reaktionsgefal® wie z. B. einem Mikrotitergefa
in ein anderes zu transferieren, eliminiert. Uberdies wird dadurch das Potential, dass ein ligiertes Produkt nach
dem Photospaltungsschritt, jedoch vor der Analyse, von einem Merkmal in ein anderes diffundiert, minimiert.

[0218] Bei dem obigen Modus wird die Massenzahlkomplexitat (MNC, siehe nachfolgende Erdrterung) durch
die MNC des X-mer-Vorlaufer-Gemischs (siehe nachfolgende Erérterung), multipliziert mit dem tatsachlichen
Merkmalszahlwert des Arrays, gegeben. In dieser Situation flihrt ein Anordnen aller 6-mer-Oligonukleotide
(4.096 Merkmale) zu einem Array und ein Durchfiihren einer XLA mit einem X-mer-Gemisch zu einem effekti-
ven Gesamtmerkmalszahlwert einer ausreichenden GréRRe zu einer De-Novo-Sequenz von mehr als 1 kB
DNA-Fragmenten. Dieses Verfahren kann auch mit nicht-einheitlichen Arrayarchitekturen kombiniert werden,
um den Informationsgehalt der Untersuchung weiter zu erh6hen. Derartige nichteinheitliche Arrayarchitekturen
umfassen veranschaulichungshalber und nicht einschrankungshalber die Integration, an definierten Positionen
in den X-meren, entweder von universellen Basen, die mit allen vier naturlichen Basen ein Paar bilden, oder
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degenerierten Basen, die mit einem definierten Teilsatz von natirlichen Basen ein Paar bilden. Die Attribute
dieser Architekturtypen bezliglich oberflachenbasierter Hybridisierungsarraysysteme wurden bereits beschrie-
ben (Pevzner P.A. u. a., J. Biomolecular Structure Dynamics 9, 399 (1991)).

Entwurf von Vorlaufer-X-mer-Gemischen

[0219] Die Leistungsfahigkeit jeder oben beschriebenen Art von Untersuchung hangt von Charakteristika der
zum Abfragen der Targetnukleinsdure verwendeten X-mer-Gemische ab. Wie oben erortert wurde, ist ein ho-
her Massenuberlappungsgrad zwischen X-meren, die eine unterschiedliche Sequenz aufweisen, eine unaus-
weichliche Konsequenz dessen, dass X-mere aus lediglich vier Bausteinen bestehen (siehe Histogramm der
Fig. 7a). Die Reagenzien der vorliegenden Erfindung sind dazu entworfen, die Mehrdeutigkeiten zu verringern
und somit die Leistungsfahigkeit bei allen Anwendungen, die Massenspektrometrie verwenden, um die Se-
quenz der Targetnukleinsaure zu analysieren, zu erhdhen. Diese Verringerung wird bewerkstelligt, indem ein
Gemisch (Q) von naturlichen und massenmodifizierten X-mer-Vorlaufer-X-meren verwendet wird, die eine
hohe Massenzahlkomplexitat (MNC (Q)) und Bedeckungskomplexitat (CC,,(Q)) aufweisen. Ferner sind die Ge-
mische der Erfindung insofern generisch oder universell, als sie bei jeglicher Anwendung verwendet werden
kdnnen, deren Ziel darin besteht, Sequenzinformationen einer Targetnukleinsdure zu bestimmen. Ferner kon-
nen die Gemische ohne Bezugnahme auf etwaige Vorab-Informationen Uiber die Targetnukleinsauresequenz,
einschlieBlich z. B. des Vorliegens, der Position oder der Identitat einer Mutation, entworfen werden. Jedoch
soll dies nicht implizieren, dass die Gemische nicht nitzlich darin waren, Targetnukleinsduresequenzen zu
analysieren, bei denen manche Informationen Uber die Sequenz vorab bekannt waren, oder dass Vorab-Infor-
mationen bei der Interpretation der Massenspektren nicht hilfreich waren.

[0220] Fur spezifische Anwendungen (z. B. Mutationserfassung) kann die Leistungsfahigkeit einer Untersu-
chung in der Lange einer Targetnukleinsaure, innerhalb derer das Problem (bei diesem Beispiel Erfassung ei-
ner Mutation) mit einer gegebenen Erfolgsrate von z. B. 95 % gel6dst werden kann, gemessen werden. Mit zu-
nehmender Leistungsfahigkeit der Untersuchung nimmt auch die Lange zu, die mit einer gegebenen Erfolgs-
rate analysiert werden kann. Dasselbe gilt fur die Erfolgsrate, mit der gegebene Langen analysiert werden kén-
nen. Ein guter Maf3stab der Nitzlichkeit ist die DNA-Lange, die an einem automatisierten DNA-Gel-Elektropho-
rese-Sequenzierer analysiert werden kann, Ublicherweise etwa 500 Basen. Somit ist ein vernlnftiges Ziel die
Analyse von 500 Basentargets mit einer Erfolgsrate > 95 %.

[0221] Um die theoretische Leistungsfahigkeit der Untersuchung zu bestimmen, genugt es, das X-mer-Mas-
senspektrum fir typische Targets, entweder in einer willktrlich gezogenen DNA-Sequenz oder einer genomi-
schen DNA, die aus genomischen Datenbanken gezogen ist, zu simulieren und zu testen, ob die gewiinschten
Informationen aus dem Ergebnis extrahiert werden kénnen. Dies ist jedoch ein zeitaufwendiger Vorgang, ins-
besondere wenn viele alternative Untersuchungsentwiirfe betrachtet werden. Somit wird als Maf der Untersu-
chungsleistungsfahigkeit eine Vertretungsmalzahl erstellt, die nachfolgend beschrieben wird. Die Untersu-
chung wird anschlieend unter Verwendung dieser Vertretungsmalzahl optimiert. Eine endgiiltige Analyse
wird mittels Untersuchungssimulationen durchgefihrt.

[0222] Die zur Optimierung verwendete Malzahl ist die oben definierte durchschnittliche Mehrdeutigkeit
(A(Q)). (A(Q)) wird gegeben, indem das Histogramm der Massen der mdglichen Produkt-X-mere in jedem der
Reaktionsgemische berechnet wird und indem anschlieRend die durchschnittliche Anzahl von Produkten, die
mit jedem einzelnen Produkt verwechselt werden kdnnen, berechnet wird. Wenn die Produkte eine Lange N
aufweisen und das Histogramm flr ein Gemisch i h,(m) Zahlwerte bei einer Masse m aufweist (d. h. h,(m) mdg-
liche Produkte in diesem Gemisch weisen eine Masse m auf), so lautet die durchschnittliche Mehrdeutigkeit
sumi(summ(hi(m)?(4"))). Der Optimierungsprozess kann als Versuch angesehen werden, die Histogramme so
stark wie mdglich abzuflachen und zu verbreitern (siehe Fig. 7b und Fig. 7c¢) .

[0223] Hier sollte erwahnt werden, dass, wenn eine vollstandige Bestimmung des Kurzwortinhalts gewlinscht
wird, die Histogramme keine Spitzen aufweisen durfen, die gréRer sind als Eins. In diesem Fall sollte das Op-
timierungsprotokoll darauf ausgerichtet sein, die maximale Spitzenhdhe des Histogramms zu verringern, statt
(A(Q)) zu verringern. Die fur eine vollstandige Kurzwortauflésung bendétigten Gemische werden anschlie3end
erzeugt, indem aus jeder Masse ein einzelnes Oligonukleotid ausgewahlt wird und diese in separate Gemische
platziert werden. Dies ermdglicht, dass die Erfassung einer bestimmten Masse bei der Analyse eines Gemi-
sches eindeutig dem gewahlten X-mer zugeordnet wird. Die Anzahl von Gemischen wird somit durch die ma-
ximale Spitzenhohe dieses abschlielRenden Histogramms gegeben.

[0224] Die Massenzahlkomplexitat (MNC), die eine Angabe der Leistungsfahigkeit der Untersuchung ist, wird
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bestimmt, indem (A(Q)) in die Gesamtanzahl méglicher Produkte aufgeteilt wird. Dies ist eine sinnvolle Maf3-
nahme, wenn Untersuchungen verglichen werden, bei denen sich die Anzahl der Produkte unterscheidet. Un-
sere Simulationen haben gezeigt, dass eine auf diese Weise berechnete MNC monoton auf die theoretische
Leistungsfahigkeit in Bezug darauf, Mutationen zu erfassen, sowohl den Typ als auch die Position von Mutati-
onen zu identifizieren und eine Genotypisierung einzelner Nukleotid-Polymorphien durchzufihren, bezogen
ist. Somit ist es angemessen, mit dieser Vertretungsmafzahl zu optimieren. Als Hinweis weisen oberflachen-
gebundene Sondenarrays aller n-mer-Oligonukleotide immer eine Mehrdeutigkeit von 1 und einen effektiven
Merkmalszahlwert auf, der gleich der Anzahl von Oligonukleotidsonden ist.

[0225] Wie oben angegeben wurde, besteht das Hauptziel des Entwurfsprozesses darin, die durchschnittli-
che Mehrdeutigkeit (A(Q)), die oben definiert wurde, zu verringern. Wenn bei einem einzelnen Reaktionsge-
misch von 6-meren nur natirliche Basen verwendet werden, so werden die Mehrdeutigkeit und die MNC unter
Verwendung der oben gegebenen Formel festgelegt (MNC = 53), und sie sind aquivalent zu den Informationen,
die mittels einer einheitlichen Fragmentierung des Targets erhalten werden kdnnten. Modifizierte Basen, z. B.
5-lodcytidin, 5-Fluoruridin und 2'-O-Methylguanosin, kénnen verwendet werden, um Oligonukleotide von der
Mehrdeutigkeit zu befreien, indem bestimmte Basen selektiv durch ihre Modifikationen ersetzt werden. Wenn
wir beispielsweise naturliche Basen als ACGT und einen Satz von Modifikationen als A*G*C*T* bezeichnen,
so kann das Oligonukleotid A*TATATT anhand von Masse von dem Oligonukleotid TATATAT unterschieden
werden. Angesichts der Einschrankungen der verfligbaren Phosphoramiditbasen, der synthetischen Strategie,
des Ausmalies der Ligation oder Polymeraseverlangerung, der Lange der Vorlaufer-Oligonukleotide und der
Anzahl von Reaktionsgemischen ist die Optimierung somit ein Prozess des Auswahlens der entsprechenden
Substitutionen.

[0226] Fig. 8 zeigt ein Diagramm eines Optimierungsprozesses fir PEA, bei dem die X-mer-Vorlaufer-X-mere
einzeln synthetisierte 6-mere sind. Bei dem Prozess werden die X-mere unter Verwendung eines Kettenab-
bruch-Nukleosid-Triphosphats, das ein natiirliches Dideoxynukleotid ist, um ein einziges Nukleotid verlangert,
um den 7-mer-Kurzwortinhalt des Targets unter Verwendung eines einzigen Reaktionsgemisches zu rekapitu-
lieren. Der Optimierungsvorgang ist darauf ausgerichtet, einen kompletten Satz von 6-mer-Vorlaufern zu er-
zeugen, um das Massenhistogramm der resultierenden 7-mer-Produkte zu verbreitern und abzuflachen.

[0227] Zu Veranschaulichungszwecken folgt man dem Algorithmus der Eig. 8 unter Verwendung von zwei
Adenylatderivaten (A), namlich 2'-Desoxyadenosin und 2'-O-Methyl-2,6-diaminopurin, die eine Masse von 330
bzw. 375 aufweisen, zwei Cytidylatderivaten (C), namlich 2'-Desoxycytidin und 2-Desoxy-5-iodcytidin, die eine
Masse 306 bzw. 434 aufweisen, zwei Guanylatderivaten (G), namlich 2'-Desoxyguanosin und 2'-O-Methylgu-
anosin, die eine Masse 346 bzw. 376 aufweisen, und zwei Thymidylat- (T-) Derivaten 2'-Desoxythymidin und
2'-Desoxy-5-ioduridin, die eine Masse 321 bzw. 433 aufweisen.

[0228] Man beginne, indem man ein Gemisch aller natlirlichen 6-mere betrachtet. Das Massenhistogramm
des Gemischs wird anschlieBend berechnet, und die Massen werden nach Spitzengréf3e (Frequenz) geordnet.
Aus der Spitze, die die hochste Frequenz aufweist (gréRte Anzahl von 6-meren bei einer gegebenen Masse)
wird ein X-mer ausgewahlt, und fur dieses X-mer werden unter Verwendung des oben beschriebenen Satzes
von Reagenzien alternative Massen berechnet. Das X-mer wird anschlieRend der alternativen Masse, die die
geringste Frequenz in dem Massenhistogramm aufweist, neu zugewiesen, vorausgesetzt, dass diese Neuzu-
weisung zu einem flacheren Histogramm fuhrt. Wenn kein X-mer aus der héchsten Spitze neu zugewiesen
werden kann, dann werden X-mere aus fortschreitend kleineren Spitzen ausgewahlt und getestet. Wenn ein
X-mer erfolgreich lokalisiert und neu zugewiesen wurde, wird das gesamte Massenhistogramm neu berechnet,
und der Vorgang wird wiederholt, bis gemaf den beschriebenen Kriterien keine X-mere mehr neu zugewiesen
werden kénnen.

[0229] Infolge des obigen Optimierungsprozesses wird bei den verwendeten Molekiilen eine durchschnittli-
che Mehrdeutigkeit von weniger als 30 beobachtet. Dies wird berechnet, indem die Formel fur die oben be-
schriebene durchschnittliche Mehrdeutigkeit auf das in Fig. 7b und ¢ angegebene abschlieRende Massenhis-
togramm angewendet wird. In diesem Fall enthalt jede Spitze in dem Massenhistogramm etwa 30 von den ins-
gesamt moglichen 16.384 7-meren (siehe Fig. 7b und c). Dies flihrt zu einer MNC von etwa 559 (siehe Tabelle
), die unter Verwendung der oben angegebenen und beschriebenen Gleichungen berechnet wird.

[0230] Der Wert fir MNC entspricht gemaf Simulationen der Fahigkeit, eine Einzelpunktmutation in etwa 0,9
kB eines einstrangigen DNA-Targets mit einer Erfolgsrate von 95 % zu erfassen (siehe Tabelle I). In diesem
Sinn kann man davon sprechen, dass ein derartiges Gemisch Informationen liefert, die zu einem oberflachen-
gebundenen Hybridisierungsarray, das 559 Merkmale aufweist, aquivalent sind. Der Vorteil der vorliegenden
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Erfindung besteht darin, dass die PEA-Untersuchung generisch ist, wohingegen Arrays in ihrer praktischen
Verwendung nicht generisch sind. Das bedeutet, dass jegliche 0,9kB-Targetsequenz fir Punktmutationen un-
ter Verwendung einer PEA und des oben beschriebenen 6-mer-Vorlaufer-Gemischs mit einer durchschnittli-
chen Erfolgsrate von 95 % abgefragt werden kann.

[0231] Fur die PEA fuhrt jegliche Aufteilung von Produkten in unterschiedliche Reaktionsgemische ferner zu
einer Abnahme der Mehrdeutigkeit um etwa die Anzahl verwendeter Gemische. Ein besonders einfacher L6-
sungsansatz ist der folgende: 4 verschiedene Reaktionsgemische werden hergestellt, von denen jedes alle
X-mer-Vorlaufer und lediglich einen der 4 natirlichen Dideoxynukleotid-Terminatoren enthalt. Die Spitzen in
den vier Massenspektren kdnnen anschlieend 7-meren, die in dem jeweiligen Extender enden, absolut zuge-
wiesen werden. Bei diesem Lésungsansatz wird die MNC um den Faktor 4 auf den Wert 2.075 erhéht. Eine
MNC dieses Wertes ermdglicht eine Mutationserfassung bei 1,6 kB eines doppelstrangigen heterozygoten
PCR-Produkts (siehe Tabelle I). Derselbe Effekt kann erzielt werden, indem vier massenmarkierte Dideoxynu-
kleotid-Terminatoren in einer einzigen Reaktion verwendet werden (siehe Fig. 9). In diesem Fall sind die Mas-
senmarken dazu entworfen, Massenspektren der erweiterten 7-mer-Produkte gemaf der Identitat des inte-
grierten 3'-endstandigen Dideoxynukleotids zu trennen.

[0232] Die Massenmehrdeutigkeit kann durch ,Kategorisieren”, d. h. Abfragen des Targets mit einzelnen Teil-
satzen der Gemische und anschlieRendes Kombinieren des Ergebnisses jeder Abfrage wahrend der Analyse,
weiter verringert werden. Das Gemisch kann mittels Partitionieren kategorisiert werden, so dass jedes einzelne
X-mer in einem einzigen Teilgemisch vorliegt. Alternativ dazu kann das Gemisch derart kategorisiert werden,
dass ein gegebenes X-mer eventuell in mehr als einem Teilsatzgemisch vorliegt.

[0233] Die Gemische oder Teilsatzgemische der Erfindung kdnnen entworfen sein, um die Mehrdeutigkeit des
Massenspektrums der Targetnukleinsequenz auf ein beliebiges gewlinschtes Maf zu verringern. Das Mal} der
Mehrdeutigkeit kann auf ein minimales Mal verringert werden, so dass der vollstadndige Kurzwortinhalt jegli-
cher Targetnukleinsauresequenz ermittelt werden kann.

[0234] Zusatzlich zur Massenzahlkomplexitat hangt die Auflésungsfahigkeit und Generizitéat der PEA von der
Bedeckungskomplexitat (CC,,(Q)) des X-mer-Gemisches ab. Die Simulationen zeigen, dass X-mer-Gemische,
die betrachtlich weniger aufweisen als die theoretische Maximale CC,,(Q), eine betrachtliche Auflésungsleis-
tungsfahigkeit und Generizitat beibehalten. Wie in Fig. 10 gezeigt ist, kbnnen aus dem optimierten 6-mer-Ge-
misch bis zu 50 % der insgesamt 4.096 6-mere entfernt werden, ohne dass dies eine bedeutende Auswirkung
auf die Targetlange hat, bei der eine einzelne Mutation mit einer gegebenen Erfolgsrate erfasst werden kann.
Wahrend zusatzliche X-mere aus dem Gemisch entfernt werden, fallt die Leistungsfahigkeit der Untersuchung
stark ab. Dieser Effekt ist auf das Gleichgewicht zuriickzufihren, das zwischen zwei Aspekten erreicht werden
muss: es muss eine ausreichend grof3e Anzahl der gesamten X-mere vorliegen, um eine Bedeckungsgeneri-
zitat aufrechtzuerhalten, und gleichzeitig muss die Gesamtanzahl der vorliegenden X-mere ausreichend klein
gehalten werden, um eine Masseniberlappung zu verringern. Wie erwartet, ist fir hdhere Erfolgsraten ein gro-
Rerer Prozentsatz der gesamten X-mere erforderlich. Es wird erwartet, dass sehr hohe Erfolgsraten (> 99 %)
erzielt werden kénnen, indem das Target mit zwei separaten Gemischen abgefragt wird, die gleichzeitig opti-
miert wurden, um orthogonale Informationen zu liefern.

[0235] Fur XLA héangt die Leistungsfahigkeit der Untersuchung auch von der MNC und CC,,(Q) des
X-mer-Vorlaufer-Gemisches ab. Wie in Tabelle | gezeigt ist, liefert die XLA, die ein sequenzvollstandiges
6-mer-Gemisch verwendet, das aus natirlichen Nukleotiden besteht, eine MNC von etwa 200. Wenn jedoch
eine XLA unter Verwendung des modifizierten 6-mer-Gemisches durchgefiihrt wird, das fir die PEA optimiert
wurde, ist die MNC um etwa das Zweifache auf etwa 400 erhdéht. Man sollte beachten, dass die optimalen
(MNC-) Histogrammcharakteristika der X-mer-Vorlaufer fir PEA und XLA unterschiedlich sind. Allgemein ist
das optimale Histogramm des X-mer-Vorlaufers fir PEA flach, wohingegen das optimale X-mer-Histogramm
fur XLA eher bimodal ist und eine Neigung hin zu den Enden der Massenbandbreite aufweist. Dies ist darauf
zurlickzufiihren, dass der Effekt der Ligation der X-mer-Vorlaufer darin besteht, zu bewirken, dass sich das His-
togramm der Produkte sich zur Mitte der Massenbandbreite hin konzentriert, und somit, dass sich die MNC
verringert. Um dieser Tendenz entgegen zu wirken und somit die MNC zu erhéhen, ist es hilfreich, zu bewirken,
dass sich das X-mer-Vorlaufer-Histogramm sich zu der unteren und der oberen Massengrenze hin neigt.

[0236] Wie im Fall von PEA kann die zusammengesetzte MNC fir XLA erh6ht werden, indem das Target mit
einer Vielzahl von definierten Teilsatzen von X-mer-Gemischen abgefragt wird. Fur XLA ist jedoch die optimale
Kategorisierung von X-mer-Vorlaufern problematischer, da jeder Vorlaufer die Gelegenheit haben muss, mit
jedem anderen Vorlaufer zu ligieren, um die Generizitat der Untersuchung aufrechtzuerhalten. Wenn also S
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Satze von X-mer-Vorlaufern gemacht werden und die Untersuchungsreaktion X-mer-Paare ligiert, so missen
S(S-1)/2 Reaktionsgemische erzeugt werden.

[0237] Wie aus der obigen Erorterung hervorgeht, variiert der genaue Optimierungsprozess je nach der Art
der Untersuchung und den Einzelheiten der gesuchten Informationen. Unter bestimmten Umstanden kann eine
erschopfende Liste aller X-mer-Vorlaufer-Satze erstellt werden, und die Besten kénnen ausgewahlt werden.
Beispielsweise kann diese Strategie realistisch verwendet werden, wenn die nachstehend beschriebene kom-
binatorische Synthesestrategie fiir 6-mer-Vorlaufer verwendet wird, da die Gesamtanzahl mdglicher Vorlaufer-
satze 22Y/6! betragt, was eine Zahl ist, die innerhalb einer Uberschaubaren Zeit umfassend analysiert werden
kann. In komplizierteren Fallen wird ein Optimierungsalgorithmus wie der fiir die PEA beschriebene verwendet.

[0238] Eine potentielle Schwierigkeit, die sich ergeben kann, ist das Vorliegen von Isotopspitzen in dem Spek-
trum, die sich aus der Isotopenzusammensetzung des Molekiils ergeben, was die Menge an bestimmten Iso-
topen fiir einzelne Atome in dem Molekil bedeutet. Beispielsweise besteht natirlicher Kohlenstoff aus 99 %
Kohlenstoff-12 und 1 % Kohlenstoff-13. Ein typisches 7-mer-Oligonukleotid weist etwa 70 Kohlenstoffatome
auf und erzeugt somit zwei nahezu gleichstarke Spitzen, die eine atomare Masseneinheit auseinanderliegen.
Eine Art und Weise, dieses Problem anzugehen, besteht darin, sich auf hochentwickelte Datenanalyseverfah-
ren zu stltzen, um die Isotopspitzen zu entfalten. Dies wirde ein Berechnen und/oder empirisches Bestimmen
der wahren Massenverteilung moglicher X-mer-Verlangerungsprodukte unter Verwendung der nattrlichen Iso-
topenhaufigkeit beinhalten. Diese Informationen werden anschlieRend verwendet, um die Uberlappung zwi-
schen verschiedenen X-mer-Isotopspitzen zu entfalten. Eine zusatzliche Art und Weise, diesem Problem zu
begegnen, besteht darin, die X-mer-Vorlaufer derart in Teilsatzgemische zu partitionieren, dass in einem Teil-
satz nur geradzahlige reine Verlangerungs- oder Ligationsprimarmassen entstehen kénnen und in dem ande-
ren Teilsatz lediglich ungeradzahlige Primdrmassen entstehen kénnen. Somit kénnen die vorherrschenden
N+1-Isotopspitzen (die hauptsachlich auf Kohlenstoff-13 zurtickzufiihren sind) nicht eine andere Primarspitze
stéren, da in dem gegebenen Teilsatzgemisch keine Primarmasse erzeugt werden kann. Alternativ dazu kén-
nen die X-mer-Vorlaufer unter Verwendung von gereinigtem Kohlenstoff-12 hergestellt werden. Bei diesem L&-
sungsansatz kénnten die grundlegenden Nukleosidbausteine aus Bakterien oder Hefe isoliert werden, die in
Medien kultiviert werden bzw. wird, die einen angereicherten oder reinen C-12-haltigen Nukleosid-Vorlaufer
oder eine eben solche Kohlenstoffquelle enthalten (siehe z. B. Crain, P.F., Methods Enzymol. 193, 782 (1990),
Nikonowica, D. P u. a., Nucleic Acids Res. 20, 4.501 (1992), Hall, K.B., Methods Enzymol. 261, 542 (1995),
Macallan u. a., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 95, 708 (1998)). Unter Verwendung standardmafiger Protokolle
koénnte das Nukleosid anschlieRend in geeignete Phosphoramidite zum Zweck einer automatisierten Synthese
umgewandelt werden (siehe z. B. Oligonucleotides and Analogues, A Practical Approach, F. Eckstein (Heraus-
geber), IRL Press, Oxford (1991)). Ein ahnlicher Lésungsansatz kénnte mit den Isotopenspitzen verwendet
werden, die durch die Verwendung von massenmodifizierten oder ionisierungsmarkierten Nukleotiden einge-
fuhrt werden. Die Massen- oder lonisierungsmarken kénnten aus isotopisch angereicherten Vorlaufern herge-
stellt werden oder kdnnten alternativ dazu teilweise oder ganzlich aus Elementen bestehen, die in der Natur
zum grof3en Teil als ein Isotop vorkommen, z. B. Fluor, Phosphor oder lod.

Analyseschritt

[0239] Die Reaktionsgemische bzw. gereinigten X-mer-Produkte werden anschlielend mittels Massenspek-
trometrie analysiert. Die Einzelheiten der Analyse sind in der Technik bekannt und werden hier nicht wiederholt.
Geeignete Massenspektrometer sind bei Methods in Enzymology, B. Karger & W. Hancock (Herausgeber),
Academic Press, San Diego, V270 (1996) und Methods in Enzymology, J. McCloskey (Herausgeber), Acade-
mic Press, San Diego, V193 (1990) beschrieben. Diese umfassen matrixunterstutzte Laserdesorption/-ionisie-
rung (,MALDI"), Elektrospray- (,ESI"-), lonenzyklotronresonanz-(,ICR"-), Fourier-Transformations-Typen und
verzogerte lonenextraktion und Kombinationen oder Variationen der obigen. Geeignete Massenanalysatoren
umfassen magnetische Sektorfeldinstrumente/Magnetische-Ablenkung-Instrumente in/bei Einzel-Quadrupol,
Tripel-Quadrupol (,MS/MS"-Quadrupol), Fourier-Transformations- und Flugzeit- (,TOF"-) Konfigurationen und
dergleichen.

[0240] Es wird in Betracht gezogen, dass die Reaktionsprodukte vor einer Massenspektralanalyse unter Ver-
wendung von Techniken wie z. B. Hochdruckflliissigchromatographie (HPLC), Kapillarelektrophorese und der-
gleichen gereinigt werden kénnen (siehe Eig. 5). Umkehrphasen-HPLC kann verwendet werden, um die ver-
langerten oder ligierten X-mer-Produkte gemaf der Hydrophobie zu trennen. Die resultierenden HPLC-Frakti-
onen kénnen anschlielfend mittels Massenspektrometrie analysiert werden. Derartige Techniken kénnen die
Auflésungsleistungsfahigkeit der beanspruchten Verfahren betrachtlich erhéhen.
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[0241] Fur eine Analyse mittels MALDI oder dergleichen ist es oft wiinschenswert, die X-mer-Vorlaufer oder
X-mere zu modifizieren, um der Analyse wiinschenswerte Charakteristika zu verleihen. Beispiele derartiger
Modifikationen umfassen diejenigen, die durchgefiihrt werden, um die Laserenergie zu verringern, die erfor-
derlich ist, um das X-mer zu verflichtigen, um die Fragmentierung zu minimieren, um vorwiegend einfach ge-
ladener lonen zu erzeugen, um das Ansprechverhalten der gewlinschten Oligonukleotide ungeachtet der Zu-
sammensetzung oder Sequenz zu normieren, um die Spitzenbreite zu verringern und um die Empfindlichkeit
und/oder Selektivitat des gewiinschten Analyseprodukts zu erhéhen. Beispielsweise kann ein Modifizieren der
Phosphodiester-Hauptkette der X-mere mittels Kationenaustausch aufgrund einer Heterogenitat der Kationen,
die pro Nukleotideinheit gebunden sind, nitzlich beim Eliminieren einer Spitzenverbreiterung sein. Alternativ
kann die geladene Phosphodiester-Hauptkette der X-mere neutralisiert werden, indem Phosphorthioat-Inter-
nukleotid-Briicken eingefiihrt werden und das Phosphorthioat mit Alkyliodid, lodacetamid, B-lodethanol oder
2,3-Epoxy-1-propanol alkyliert wird, um eine neutrale alkylierte Phosphorthioat-Hauptkette zu bilden. Derartige
Alkylierungsprozeduren konnen in Kombination mit einem lonisierungsmarkierungsschema verwendet wer-
den, wie es beispielsweise in der WO 96/27681 ausfuhrlich beschrieben ist.

[0242] Ferner kann es nutzlich sein, Nukleotidbasen zu integrieren, die die Empfindlichkeit in Bezug auf De-
purination (Fragmentierung wahrend der Massenspektrometrie) verringern, z. B. N7- oder N9-Deazapurinnu-
kleotide, RNA-Bausteine, Oligonukleotidtriester und Nukleotidbasen, die Phosphorthioatfunktionen aufweisen,
die wie oben beschrieben alkyliert werden kénnen, und dergleichen.

Datenanalyse

[0243] Nachdem ein Massenspektrum erhalten wird, wird eine Analyse durchgefihrt, um die durch die jewei-
lige Anwendung definierten Informationen zu liefern. Beispielsweise erfordert eine Mutationserfassung ledig-
lich eine qualitative Analyse der Daten, da diese Arten von Anwendungen allgemein ein Vergleichen der Mas-
senspektren zwischen einer Referenzsequenz und einer unbekannten Variante derselben beinhalten. Wenn
Unterschiede bezlglich Massenspitzen vorliegen, dann liegt bei der unbekannten Variante irgendein Mutati-
onstyp (oder Sequenzdifferenztyp) vor.

[0244] Eine Mutationsidentifikation erfordert eine anspruchsvollere Analyse. Wie dies auch bei der Mutations-
erfassung der Fall ist, beinhaltet eine Mutationsidentifikation allgemein einen Vergleich zwischen einer Refe-
renzsequenz und einer unbekannten Variante. Um jedoch die genaue Position und Identitat einer heterozygo-
ten Mutation in der Variantensequenz zu identifizieren, wird der folgende Prozess angewendet. Zuerst werden
Spitzen identifiziert, die in dem Probenmassenspektrum auftreten, jedoch nicht im Wildtyp-Spektrum. Als
Nachstes werden aus der Liste aller mdglichen Produktgemisch-X-mere diejenigen identifiziert, deren Massen
mit den neuen Spitzen Ubereinstimmen. Dann werden mdgliche Mutationsstellen identifiziert, die dazu flihren
wirden, dass jedes der identifizierten Produktgemisch-X-mere vorliegt. Wenn die Art der Mutation bekannt ist
(z. B. Substitution), so kénnen viele mdgliche Mutationsstellen zurtickgewiesen werden, und somit kdnnen vie-
le X-mere zuriickgewiesen werden. SchlieRlich wird das theoretische Spektrum jeder Mutation auf Uberein-
stimmung mit dem beobachteten Spektrum getestet.

[0245] Anspruchsvollere Prozesse kénnen verwendet werden, um Mehrdeutigkeiten aufzulésen, die auf Un-
terschiede bezlglich Verlangerungs- oder Ligationseffizienzen, lonisierungseffizienzen und Isotopeneffekten
zurtickzufiihren sind. Je nach der CC,, und der MNC des X-mer-Vorlaufer-Gemisches kénnen unter Verwen-
dung von Algorithmen, die denjenigen ahneln, die fiir das Sequenzieren unter Verwendung von Oligonukleoti-
darrays entwickelt wurden, De-Novo-Sequenzinformationen erhalten werden (siehe z. B.: Pevzner, P.A., J. Bi-
omolecular Structure Dynamics 7, 63 (1989), Pevzner P.A. u. a., J. Biomolecular Structure Dynamics 9, 399
(1991), Ukkonen, E., Theoretical Computer Science 92, 191 (1992)).

Bausatze der Erfindung

[0246] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf Bausatze, die nitzlich dafiir sind, ein
Verfahren gemaf der Erfindung auf zweckmaRige Weise durchzufiihren. Um die Vielseitigkeit der vorliegenden
Erfindung zu verbessern, kdnnen die Reagenzien in einer verpackten Kombination, in demselben oder sepa-
raten Behaltern vorgesehen sein, so dass das Verhaltnis der Reagenzien eine betrachtliche Optimierung des
Verfahrens vorsieht. Die Reagenzien kdnnen jeweils in separaten Behaltern vorliegen, oder es kdnnen ver-
schiedene Reagenzien in einem oder mehr Behaltern kombiniert sein, je nach der Stabilitdt der Reagenzien
und der Reaktionsfreudigkeit der Reagenzien untereinander.

[0247] Bei einem Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch aus natirlichen und massenmodifi-
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zierten X-mer-Vorlaufern, die eine minimale Lange von 3 Nukleotiden und eine minimale Gemischbedeckungs-
komplexitat von 56 geteilt durch die Anzahl gesonderter X-mere in dem Gemisch aufweisen. Die Lange der
X-mer-Vorlaufer kann fur jeden X-mer-Vorlaufer unabhangig ausgewahlt werden. Jeder der X-mer-Vorlaufer in
dem Gemisch wird durch eine einzige chemische Spezies dargestellt. Das Gemisch weist eine Massenzahl-
komplexitat (MNC) auf, die groRer ist als die jedes natiirlichen Aquivalents.

[0248] Bei einem anderen Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde, ein Enzym, das eine Nukleotidpolymeraseaktivitat aufweist, und eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus
der Gruppe ausgewahlt sind, die aus natirlichen Kettenabbruch-Triphosphaten besteht.

[0249] Bei einem anderen Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde, ein Enzym, das eine Nukleotidpolymeraseaktivitat aufweist, und eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus
der Gruppe ausgewahlt sind, die aus massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten besteht.

[0250] Bei einem anderen Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde, ein Enzym, das eine Nukleotidpolymeraseaktivitat aufweist, eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der
Gruppe ausgewahlt sind, die aus naturlichen Kettenabbruch-Triphosphaten und Verlangerungs-Nukleotid-Tri-
phosphaten besteht.

[0251] Bei einem anderen Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde, ein Enzym, das eine Nukleotidpolymeraseaktivitat aufweist, eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der
Gruppe ausgewahlt sind, die aus massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten und Verlangerungs-Nu-
kleotid-Triphosphaten besteht.

[0252] Bei einem anderen Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde, ein Enzym, das eine Nukleotidpolymeraseaktivitat aufweist, eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der
Gruppe ausgewahlt sind, die aus natlrlichen Kettenabbruch-Triphosphaten, Verlangerungs-Nukleotid-Triphos-
phaten und einer Nuklease besteht.

[0253] Bei einem anderen Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde, ein Enzym, das eine Nukleotidpolymeraseaktivitat aufweist, eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der
Gruppe ausgewahlt sind, die aus massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten, Verlangerungs-Nukleo-
tid-Triphosphaten und einer Nuklease besteht.

[0254] Bei einem anderen Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde, ein Enzym, das eine Nukleotidpolymeraseaktivitat aufweist, eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der
Gruppe ausgewahlt sind, die aus natirlichen Kettenabbruch-Triphosphaten, Alpha-Thiophosphat-Nukleo-
tid-Triphosphaten und einer 5'-Exonuklease besteht.

[0255] Bei einem anderen Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde, ein Enzym, das eine Nukleotidpolymeraseaktivitat aufweist, eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der
Gruppe ausgewahlt sind, die aus massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten, Alpha-Thiophos-
phat-Nukleotid-Triphosphaten und einer 5'-Exonuklease besteht.

[0256] Bei einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde und eine DNA-Ligase.

[0257] Bei einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel umfasst ein Bausatz ein Gemisch wie es oben beschrieben
wurde und ein Kondensationsmittel.

[0258] Ein weiteres Ausflihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein Bausatz zum Durchflihren eines
Verfahrens, wie es oben beschrieben wurde. Der Bausatz umfasst ein Gemisch, wie es oben beschrieben wur-
de, eine DNA-Ligase und ein Array, das eine Oberflache und eine Vielzahl von Nukleinsauresequenzsonden
umfasst, die einen an die Oberflache angelagerten spaltbaren Linker und eine Nukleinsduresequenz umfas-
sen, die ein 3'-Ende und ein endstandiges 5'-Phosphat aufweist, wobei das 3'-Ende der Nukleinsauresequenz
an den spaltbaren Linker angelagert ist.

[0259] Bei einem Aspekt umfasst ein Bausatz ein Kondensationsmittel, ein Array, das eine Oberflache und

eine Vielzahl von Nukleinsauresequenzsonden umfasst, die einen an die Oberflache angelagerten spaltbaren
Linker und eine Nukleinsauresequenz umfassen, die ein 3'-Ende und ein endstandiges 5'-Phosphat aufweist,
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wobei das 3'-Ende der Nukleinsduresequenz an den spaltbaren Linker angelagert ist.

[0260] Der Bausatz kann ferner andere separat gepackte Reagenzien zum Durchflihren des Verfahrens so-
wie Hilfsreagenzien usw. umfassen. Die relativen Mengen der verschiedenen Reagenzien in den Bausatzen
koénnen stark variiert werden, um Konzentrationen der Reagenzien zu liefern, die die Reaktionen, die wahrend
des vorliegenden Verfahrens eintreten missen, im Wesentlichen optimieren. Unter entsprechenden Umstan-
den kann bzw. kénnen ein oder mehr der Reagenzien in dem Bausatz als Trockenpulver, das Ublicherweise
lyophilisiert ist, einschlieBlich Bindemitteln, vorgesehen sein, die auf eine Auflésung hin eine Reagenslésung
liefern, die die geeigneten Konzentrationen zum Durchfiihren eines Verfahrens gemaf der vorliegenden Erfin-
dung aufweist. Der Bausatz kann ferner eine schriftliche Beschreibung eines Verfahrens geman der vorliegen-
den Erfindung, wie es oben beschrieben wurde, umfassen.

[0261] Die Reagenzien, Verfahren und Bausatze der Erfindung sind unter anderem nutzlich bei der Mutati-
onserfassung, Mutationsidentifikation, Polymorphieanalyse, Genotypisierung, De-Novo-Sequenzierung, Neu-
sequenzierung, Genexpressionsprofilerstellung, cDNA-Clusterbildung und dergleichen.

[0262] Man sollte verstehen, dass die obige Beschreibung den Schutzumfang der Erfindung veranschauli-
chen und nicht einschranken soll. Fachleuten auf dem Gebiet, auf das sich die Erfindung bezieht, werden an-
dere Aspekte, Vorteile und Modifikationen innerhalb des Schutzumfangs der Erfindung einleuchten. Die folgen-
den Beispiele sind dargelegt, um Fachleuten Beispiele an die Hand zu geben, wie das Verfahren und die Pro-
dukte der Erfindung hergestellt und genutzt werden kénnen, und sollen den Schutzumfang dessen, was die
Erfinder als ihre Erfindung ansehen, nicht einschranken.

Beispiele

[0263] Die folgenden drei Beispiele beziehen sich auf die oben beschriebenen Verfahren, die eine Region der
menschlichen p53-Gen-Sequenz als Targetnukleinsdure verwenden. Eig. 11 zeigt eine 62- und eine 378-Nu-
kleotid-Region des p53-Gens mit bekannten Mutationsstellen, die in Fettdruck angegeben sind. Fur alle Ana-
lysen wird das Komplement der in Eig. 11 angegebenen Sequenzen verwendet. Alle Beispiele sind Simulatio-
nen. Somit sind die Besonderheiten beziiglich der Reaktionsbedingungen (d. h. Puffer, X-mer- und Targetkon-
zentrationen, Polymerase- oder Ligasetyp usw.) hier nicht relevant. Eine Interpretation dieser Beispiele hangt
lediglich von der Massenkomplexitat und der Bedeckungskomplexitat der X-mer-Vorlaufer, der Targetlange
und -sequenz und der Art der verwendeten Untersuchung ab. Alle Beispiele gehen davon aus, dass die Reak-
tionen so verlaufen, wie sie in dem ganzen Text beschrieben und in den Figuren angegeben sind. Wichtig ist,
dass davon ausgegangen wird, dass in der Tat lediglich diejenigen X-mere, die exakte Komplemente der Tar-
getsequenz sind, verlangert (im Fall von PEA & PEACA) oder ligiert (im Fall von XLA) werden. Der Hauptzweck
aller Beispiele besteht darin, die theoretische Leistungsfahigkeit jeder Untersuchung bezuglich der Art von
Massenspektren und des Informationsgehalts, die bzw. den jede Untersuchung erzeugen wirde, zu veran-
schaulichen.

Beispiel 1 (PEA)

[0264] Unter Verwendung des 62-Nukleotid-p53-Fragments als Target, aller vier natirlichen ddNTPs und ei-
nes sequenzvollstdndigen Satzes (4.096) von 6-meren, die aus den vier naturlichen Nukleotiden bestehen,
wird eine PEA durchgefihrt. Fig. 12 gibt den Satz von 56 iberlappenden X-mer-Verlangerungsprodukten an,
die fur die Wildtyp-p53-Targetsequenz erwartet werden. Die Massenspektren der 7-mer-Produkte, die dem
Wildtyp und der einzigen G2481C-Mutante entsprechen, sind in Fig. 13 angegeben. Die Integrierte-Diffe-
renz-Spektren in Fig. 13 offenbaren, welche Massen sich zwischen dem Wildtyp und der Mutante unterschei-
den. Positive-Differenz-Spitzen entsprechen Massen, die beim Wildtyp, jedoch nicht bei der Mutante vorliegen,
wohingegen Negative-Differenz-Spitzen Massen in der Mutante, jedoch nicht im Wildtyp entsprechen. Diese
Spektraldaten werden dann wie oben beschrieben interpretiert.

[0265] Jedoch ist es wichtig zu betonen, dass die in den Integrierte-Differenz-Spektren offenbarten Informa-
tionen davon ausgehen, dass die Hybridisierungs-, Verlangerungs-, lonisierungs- und Erfassungsschritte fir
alle X-mere mit gleicher Effizienz erfolgen. Da es unwahrscheinlich ist, dass dieses Quantisierungsniveau der
Fall ist, auch nicht bei einer guten Optimierung, werden die einzelnen Spektraldaten auf eine binare Form re-
duziert (Eig. 14). Diese Art der Transformation erfordert dann lediglich, dass die obigen Schritte einen definier-
ten Schwellenpegel erfillen. Obwohl diese Eliminierung der quantitativen Beschaffenheit der Daten die Ge-
samtleistungsfahigkeit der Untersuchung schmalert, offenbaren die resultierenden Binardifferenzspektren
trotzdem Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der Mutante (Eig. 14). Fig. 15 gibt die aus der PEA resul-
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tierenden Massenspektren fir alle drei méglichen Mutationen an den Positionen 2481 und 2482 in dem 62-Nu-
kleotid-p53-Fragment an. Wie in Fig. 16 gezeigt ist, sind die Binardifferenzspektren ausreichend leistungsfa-
hig, um alle sechs Mutationen zu offenbaren.

[0266] Wenn die C2481A-Mutation mittels einer PEA in dem 378-Nukleotid-p53-Fragment abgefragt wird, of-
fenbaren die resultierenden Binardifferenzspektren lediglich eine einzige Massendifferenz (Fig. 17). Wenn je-
doch dieselbe Abfrage unter Verwendung des oben beschriebenen einzeln optimierten massenmodifizierten
6-mer-Gemisches durchgefihrt wird, offenbaren die resultierenden Differenzspektren sechs Massendifferen-
zen (Fig. 18). Dies veranschaulicht die erhéhte Leistungsfahigkeit, die dieser Untersuchung zur Verfligung
steht, wenn an den Vorlaufern Massenmodifikationen vorgenommen werden.

[0267] Es sollte betont werden, dass das obige Ergebnis generisch ist — die Auswahl von X-mer-Vorlaufern
wurde ohne Verwendung von Informationen Gber das bestimmte zu analysierende Target getroffen. Wie in Ta-
belle 1 angegeben ist, offenbaren PEA-Analysen, die das einzeln optimierte 6-mer-Gemisch verwenden, zu-
mindest eine Binarmassendifferenz fiir eine einzige Mutation in einem 890-Nukleotide langen Target mit einer
Erfolgsrate von 95 %. Wenn eine héhere Erfolgsrate gewlinscht wird, wird eine kiirzere Targetlange, die abge-
fragt werden kann, verwendet (siehe Fig. 10). Langere Targets oder héhere Erfolgsraten sind unter Verwen-
dung einer PEA zuganglich, wenn das Target entweder mit einem orthogonalen Satz von X-mer-Gemischen
oder mit jedem ddNTP in einer separaten Reaktion abgefragt wird (siehe Tabelle 1).

Beispiel 2 (PEACA)

[0268] Das 62-Nukleotid-p53-Fragment wird abgefragt, indem vier separate PEACA-Analysen durchgefihrt
werden, wobei jede einen definierten Satz von X-meren, dNTPs und ddNTPs enthalt. Eine Reaktion (A) enthalt
alle 6-mere, die die Form X, X,X,;rA, XX, (wobei rX ein Ribonukleotid ist), dGTP, dCTP, dTTP und ddATP auf-
weisen. Desgleichen enthélt die (G)-Reaktion alle 6-mere, die die Form X, X,X,rG,X,X, (wobei rG ein Ribonu-
kleotid ist), dATP, dCTP, dTTP und ddGTP aufweisen, und so weiter. Das erwartete Ergebnis dieses Prozesses
ist ein Satz von halb-Uberlappenden X-mer-Produkten, die variable Langen aufweisen (Fig. 19). Die resultie-
renden zusammengesetzten Massenspektren (wobei alle vier Reaktionen vermischt sind) sowohl fiir den Wild-
typ als auch die einzige C2481A-Mutante sind in Eig. 20 angegeben. Die Binardifferenzspektren offenbaren
sieben Massenspitzendifferenzen, die auf die gegebene Mutation hinweisen.

[0269] Es ist wichtig zu beachten, dass das PERCA-Verfahren zu 4-mer-Spaltungsprodukten (X, X,X,A,,
XX X5G,, X X, X,C, und X, X, X,T,) fuhrt, die nicht auf die Targetsequenz hinweisen. Somit sind alle informati-
ven Informationen in den Binardifferenzspektren auf diejenigen Massen beschrankt, die 5-meren und grofier
(> 1.550 amu) entsprechen. Sogar unter diesem Vorbehalt liegen ausreichend Massendifferenzen vor, um die
Mutation zu identifizieren.

[0270] Alle drei Mutationen bei Position 2481 in dem 378-Nukleotid-p53-Fragment werden ebenfalls unter
Verwendung dieser bestimmten Version der Analyse offenbart (Eig. 21).

[0271] Diese Ergebnisse sind generisch; die PEACA kann unter Verwendung von naturlichen X-mer-Vorlau-
fern eine einzelne Mutation in einem 380 Nukleotide langen Target mit einer Erfolgsrate von 95 % erfassen
(siehe Tabelle ). Die Auflésungsleistungsfahigkeit der PEACA kann erhoht werden, indem an den Positionen
X5 und X, spezifische Massenmodifikationen integriert werden. Eine gréBere Leistungsfahigkeit kann erzielt
werden, indem das definierte rX weiter zu dem 5'-Terminus hin, z. B. bei X;, platziert wird, und indem definierte
Massenmodifikationen an Positionen X,, X; und X; integriert werden.

Beispiel 3 (XLA)

[0272] Das 62-Nukleotid-p53-Fragment wird abgefragt, indem eine XLA durchgeflihrt werden, bei der ein
6-mer-Gemisch verwendet wird, das aus natirlichen Nukleotiden gebildet ist. Fig. 22 gibt die einzelnen Mas-
senspektren fur die Wildtypsequenz und die C2481A-Mutante an. Die Binardifferenzspektren offenbaren finf
Massenspitzendifferenzen, die auf die gegebene Mutation hinweisen. Dieselbe Mutation kann mittels XLA in
dem 378-Nukleotid-Fragment erfasst werden, jedoch offenbaren die resultierenden Binardifferenzspektren le-
diglich drei Massendifferenzen (Eig. 23). Wie oben eroértert und in Tabelle 1 gezeigt ist, kann die Leistungsfa-
higkeit der XLA durch Verwendung von massenmodifizierten X-mer-Gemischen erhdht werden.

[0273] Alle in der vorliegenden Spezifikation erwdhnten Verdffentlichungen und Patentanmeldungen sind
durch Bezugnahme in das vorliegende Dokument aufgenommen, so als ob jede einzelne Veroffentlichung oder

38/65



DE 699 27 343 T2 2006.06.22

Patentanmeldung spezifisch und einzeln als durch Bezugnahme aufgenommen angegeben ware.

[0274] Obwohl die vorstehende Erfindung zu Zwecken eines klaren Verstandnisses veranschaulichungshal-
ber und beispielhaft einigermallen ausfihrlich beschrieben wurde, wird Fachleuten angesichts der Lehren die-
ser Erfindung ohne weiteres einleuchten, dass an derselben bestimmte Anderungen und Modifikationen vor-
genommen werden kénnen, ohne von der Wesensart oder dem Schutzumfang der beigefligten Patentanspri-
che abzuweichen.
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[0275] Berichtete Werte sind aus in dem Text beschriebenen Berechnungen oder Simulationen abgeleitet.
Die Werte in den letzten drei Spalten beziehen sich auf die Nukleotidlangen, innerhalb derer das Problem mit
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einer 95%igen Erfolgsrate geldst werden kann. Die MNC ist im Text definiert. Mutationsidentifikation bezieht
sich auf die Fahigkeit, sowohl die Identitat als auch die Position der Mutation in einer ansonsten bekannten
Sequenz zu ermitteln. * Die berichteten Werte fur diese Untersuchungsbedingungen sind lediglich Schatzun-
gen, da erst noch vollstandige Simulationen durchgefiihrt werden missen. + Die Satze von Vorlaufern, die
massenmaodifizierte Nukleotide enthalten, waren aus den vier natirlichen Nukleotiden und den folgenden De-
rivaten zusammengesetzt: 2'-O-Methyl-2,6-diaminopurin, 5-lodcytidin, 2'-O-Methylguanosin und 5-loduridin.
Mutationserfassung bezieht sich auf die Fahigkeit, Unterschiede bei Massensignaturen zwischen einem Wild-
typ und einer einzelnen Mutante desselben zu erfassen. 4 Man sollte beachten, dass alternativ dessen, vier
separate Reaktionen (1 firr jedes ddNTP) durchzufiihren, eine einzige Reaktion durchgefiihrt werden kdnnte,
wenn massenmarkierte ddNTPs so entworfen waren, dass sie alle 7-mer-Verlangerungsprodukte in vier dis-
krete Regionen der Massenspektren trennen, je nach der endstéandigen ddNTP, die wie oben und in Fig. 9 be-
schrieben hinzugefiigt wird.

Patentanspriiche

1. Ein Gemisch oder Satz von Teilgemischen, das beziehungsweise der natirliche und massenmodifizierte
X-mer-Vorlaufer umfasst,
wobei die X-mer-Vorlaufer eine minimale Lange von 3 Nukleotiden aufweisen,
wobei die Gemischbedeckung eine minimale Gemischbedeckungskomplexitat oder eine zusammengesetzte
Mischbedeckungskomplexitat von 56 geteilt durch die Anzahl gesonderter X-mer-Vorlaufer in dem Gemisch
aufweist,
wobei die Massenzahlkomplexitat des Gemischs hoher ist als die Massenzahlkomplexitat irgendeines anderen
natiirlichen Aquivalents des Gemischs,
wobei die Lange unabhangig fir jeden X-mer-Vorlaufer ausgewahlt ist und
wobei jeder der X-mer-Vorldufer in dem Gemisch eine eindeutige Masse aufweist.

2. Ein Gemisch gemal Anspruch 1, bei dem die X-mer-Vorlaufer eine definierte isotope Zusammenset-
zung aufweisen.

3. Ein Gemisch gemal Anspruch 1 oder 2, bei dem das Gemisch oder der Satz von Teilgemischen eine
Gemischbedeckungskomplexitat von zumindest etwa 1/2 aufweist, wenn das Gemisch zumindest 128 geson-
derte X-mere enthalt, eine Gemischbedeckungskomplexitat von zumindest etwa 1/4 aufweist, wenn das Ge-
misch zumindest 256 gesonderte X-mere enthalt, und eine Gemischbedeckungskomplexitat von zumindest
etwa 1/8 aufweist, wenn das Gemisch zumindest 512 gesonderte X-mere enthalt.

4. Ein Gemisch gemal einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem die X-mer-Vorlaufer eine lonisie-
rungsmarke aufweisen.

5. Ein Gemisch gemafl einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem die Zusammensetzung des Ge-
mischs bekannt ist.

6. Ein Gemisch gemal einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem zumindest manche der massen-
modifizierten X-mer-Vorlaufer zumindest eine Massenmarke oder zumindest eine chemische Modifizierung ei-
ner Internukleosidbindung, einer Zuckerhauptkette oder einer Nukleosidbase aufweisen.

7. Ein Verfahren zum Analysieren einer anvisierten Nukleinsauresequenz, das folgende Schritte umfasst:
(1) Hybridisieren eines Gemischs oder Satzes von Teilgemischen, das beziehungsweise der natirliche und
massenmodifizierte X-mer-Vorlaufer aufweist, zu einer anvisierten Nukleinsaure,
wobei das Gemisch eine minimale Gemischbedeckungskomplexitat oder eine zusammengesetzte Mischbede-
ckungskomplexitat von 56 geteilt durch die Anzahl von gesonderten X-mer-Vorlaufern in dem Gemisch auf-
weist,
wobei die Lange fur jeden X-mer-Vorlaufer unabhangig ausgewahlt ist,
wobei jeder der X-mer-Vorldufer in dem Gemisch eine eindeutige Masse aufweist,
wobei die X-mer-Vorlaufer ein 3'-Ende und ein 5'-Ende aufweisen,

(2) Verarbeiten der Hybride, um die Masse der X-mer-Vorldufer-Abschnitte der Hybride in einer anvisierten,
durch die Sequenz bewirkten Reaktion zu verandern; und
(3) Analysieren des Produkts des Schritts (2) mittels Massenspektrometrie.

8. Ein Verfahren gemafl Anspruch 7, bei dem die anvisierte Nukleinsduresequenz ein 3'-Ende und ein
5'-Ende aufweist und zu einer Vielzahl von Nukleinsduresonden in einem Array hybridisiert wird, das folgende

43/65



DE 699 27 343 T2 2006.06.22

Merkmale aufweist:

(a) eine Oberflache; und

(b) die Vielzahl von Nukleinsauresonden, die Folgendes umfassen:

(i) einen spaltbaren Linker, der an der Oberflache angelagert ist; und

(i) eine Nukleinsauresequenz, die ein 3'-Ende und ein endstandiges 5'-Phosphat aufweist, wobei das 3'-Ende
der Nukleinsduresequenz an dem spaltbaren Linker angelagert ist;

und wobei der Verarbeitungsschritt folgende Schritte umfasst:

Ligieren der hybridisierten X-mer-Vorlaufer, die neben dem endstandigen 5'-Phosphat angeordnet sind, mit der
oberflachengebundenen Sonde, um einen Komplex aus hybridisiertem Vorlaufer/Sonde zu bilden, wobei die
anvisierte Nukleinsauresequenz an demselben angelagert ist; und

Spalten des Komplexes an dem spaltbaren Linker.

9. Ein Bausatz zum Ausflihren eines Verfahrens zum Analysieren einer anvisierten Nukleinsduresequenz,
der folgende Merkmale aufweist:
a. das Gemisch gemaf Anspruch 1; und
b. das Enzym, das eine Nukleotidpolymerase-Aktivitat aufweist; und
c. eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus nattrlichen Kettenabbruch-Tri-
phosphaten und massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten besteht; oder
b. ein Enzym, das eine DNA-Polymerase-Aktivitat aufweist;
c. eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus nattrlichen Kettenabbruch-Tri-
phosphaten und massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten besteht;
d. eine Vielzahl von Verlangerungs-Nukleotid-Triphosphaten; oder
b. ein Enzym, das eine DNA-Polymerase-Aktivitat aufweist;
c. eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus nattrlichen Kettenabbruch-Tri-
phosphaten und massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten besteht;
d. eine Nuklease; und optional
e. eine Vielzahl von Verlangerungs-Nukleotid-Triphosphaten; oder
b. eine DNA-Polymerase;
c. eine Vielzahl von Nukleotiden, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus nattrlichen Kettenabbruch-Tri-
phosphaten und massenmodifizierten Kettenabbruch-Triphosphaten besteht;
d. eine 5'-Exonuklease; und
e. eine Vielzahl von Verlangerungs-Nukleotid-Triphosphaten und 5'-(a)-Phosphothioat-Analoga; oder
b. eine DNA-Ligase; und optional
c. eine Nuklease; oder
b. ein Kondensationsmittel.

10. Ein Bausatz gemaR Anspruch 9, der ferner folgendes Merkmal aufweist:
ein Array, das folgende Merkmale aufweist:
(a) eine Oberflache; und
(b) eine Vielzahl von Nukleinsauresequenzsonden, die Folgendes umfassen:
(i) einen spaltbaren Linker, der an der Oberflache angelagert ist; und
(i) eine Nukleinsauresequenz, die ein 3'-Ende und ein endstandiges 5'-Phosphat aufweist, wobei das 3'-Ende
der Nukleinsduresequenz an dem spaltbaren Linker angelagert ist.

Es folgen 21 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIGUR 3
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FIGUR 7A
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FIGUR 8
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INITIALISIERE P=Prax

¥
STELLE S_max auf die Anzahl von
Oligonukleotiden in Spitze (P) ein

INITIALISIERE S=1

WAHLE OLIGO(S) AUS
SPITZE(P) AUS P=p-1

v
BESTIMME ALTERNATIVE
MASSEN VON OLIGO(S)

NEIN

Y
WAHLE MASSEN |
GEW/NIEDRIGSTE NEIN
HISTOGRAMMSPITZE 1

SPITZE ZUMINDEST 2
WENIGER ALS DIE
SPITZE(P)?

JA . JA

MODIFIZIERE OLIGO(S) ZU :
GEWAHLTER MASSE ERLEDIGT ;

.
T
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FIGUR 9
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FIGUR 11

62-NUKLEOTID-FRAGMENT DES WILDTYP-P53-GENS UND 6 BEKANNTER MUTATIONEN:

P53 wt
Atg?gtaacag:tcctgcatqggcccCatgaaccccnaccccatccccaccatcatcacactg(SEQUENZKENNNR,”

PS3 2481-6
AtgtgraacagttccegeatgggcCaCatgaacCeGAGGeccatcctcaccatcatcacactg (SEQUENZKENNNR. 2)

PS3_2481-1
AtgtgraacagttcctgeatgggetetatgaacTGRAGGCCcatcctecaccatcatcacacty (SEQUENZKENNNR. 3)

PS3_2481-2
AtgtgtaacagttcctgcatgggeGitatgaacGGRALEcccatectcaccatcatcacacty (SEQUENZKENNNR. 4)

P53 2881-5
AtgtgtaacagttcctgcatgggcetCatgsacAGGAGGcccatectcaccatcatcacacty (SEQUENZKENNNR. 5)

PS3 24a82-3
AtgtgtaacagttcctgeatgggetttatgaacCAGAGGCCcatectcaccatcatcacacty (SEQUENZKENNNR. 6)

PS3 2482-5
AtgtgtaacagttcctycatgggetecatgaacCTGAGGCccatectcaccatcatcacacty (SEQUENZKENNNR. 7)

P53 2482-6
Acd?qcaacagttcc:gca:ggchGCa:gaaccCanscccca:cctcaccatcatcacactg {SEQUENZKENNNR. 8)

378-NUKLEOTID-FRAGMENT DES WILDTYP-P53-GENS

CaqtcacagcacatgacqgaqqttgtqaggCGCtgcccccaccatgagcgb:gctcaga:agcqa:qgtccggcccc:cctcagcacct
catccgagtggaaqqaaa:ttchtgtqqagtatttgqatqacaqaaacac:t:ccgacatagtchgtqg:qccctatgagccgcc:q
aggttqgctccqactg:accaccatccactacaactacatgtqtaacagttcctgca:gggcccca:qaaccccncccccatccccacc
azcaccacactqgaagaccccagtggcaatc:accgggacqgnacagc:ttgAggcgccrgttcqtgcctqtcctqqgagagacccccg
cacagaggaagagaatetccge (SEQUENZKENNNR. 9)

740-NUKLEOTID-FRAGMENT DES WILDTYP-P53-GENS

caqggcagctacgqtt:ccgcctgggcc::ttqcattctgggacagccaaqtc:chacttgcacgtacccccctqccctcaacaaqat
qttctgccaaccqgccaaqacctqccc:gtqcagctg:qggttga:tccacacccccgcccggcacccgcgtccchccatqqccatct
acaagcaqtcacaqcacatgacggaggt:q:gaggCGCtgcccccaccatgachctgctcagacagcgatgqtctqgcccctcctcag
catcttatccgachgaaggaaa:t:gcg:gtggaqtatttggacgacagaaacact::tcgacatagtqtggtggtqcccta:qa9cf
qcctgaqgt:gqccc:gactg:accaccatccac:acaactacatg:qtaacagttcctgcacqgchGCatqaacCGcaGGcccatC~
tcaccaccatcacactggaagactccagtqqtaatctactqqgacggaacaqct:tqaggtgccrv:ttq:gcc:qtcctngaqaqnc
Ccccgcacagaqqaagaqaatccccqcaaqalag9ggagcctcaccacgagctgcccccaggqageactaachagcac:gcccaacaa
caccagctcctc:ccccagccaaagaagaaaccac:gqatqqagaatatttcacccttcagatccgtgggcq:gagcqctthlqaﬁqt
tccgagagetgaatgaggecteggaacs (SEQUENZKENNNR. 10)
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FIGUR 12

ACACATTCTCARCEACGTACCCCCCSTACTTGGCCTCSSSSTAGIASTSSTAGTASTSTSAC (SEQUENZKENNNR. 11)
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TGTGTAA
GTGTAAC
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GTAACAG
TRACAGT
AACAGT?
ACAGTTC
CAGTTCZ
AGTTCCT
GTTCCZS
TTCCIGT
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CCTGTAT
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TGCATGG
GCATGGG
CATGGGS
ATGGGCG
TGGGLGS
GGGCGST
GGCGas
GCGGTAT

CGGCARTS

GGTATGA
CATGAA
SATGAAC
ATGAACC
TGARACCG
GAACCGG
AACCGGA
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CCGGAGS
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GAGGIIS
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P53-WILDTYP

FIGUR 13
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FIGUR 14

P53-WILDTYP

MASSE
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P53 G2482A (2448-2510)
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P53 C2481A (2448-2510)

FIGUR 15
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FIGUR 17
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FIGUR 18
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FIGUR 19

TACACATIGTCAAGGACGTACCCGUCETACTICGCCTCCGGETAGGAGTGGTAGTAGTGTGAC (SEQUENZKENNNR. 11)

A
TGTGTA
A
CA
GTTCCTGCA

CCCATCCTCACCATCATCACACTG (SEQUENZKENNNR. 12)

GAACCGGAGGCCCAT (SEQUENZKENNNR. 13)
coT
CASCAT
CAT
CACAST
G
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FIGUR 20
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FIGUR 21
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FIGUR 22
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FIGUR 23
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