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Beschreibung
|. GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung bezieht sich im allgemeinen auf die Gebiete der Enzymologie und der Nukleinsaurea-
naloga. Insbesondere bezieht sich die Erfindung auf die Matrizenabhangige Ligation von PNA-DNA Chiméren
und Oligonukleotiden mit Ligaseenzymen.
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[ll. HINTERGRUND

[0002] Die kovalente Verknipfung von Nukleinsauresonden durch Ligaseenzyme ist eines der nitzlichsten
Werkzeuge, das Molekularbiologen zur Verfiigung steht. Wenn zwei Sonden an eine Matrizen-Nukleinsaure
angelagert werden, wobei die beiden Sonden benachbart und zwischen ihnen keine Licken sind, dann kann
durch ein Ligaseenzym eine Phosphodiesterbindung gebildet werden (Whiteley, 1989). Die Ligationsbindung
wird zwischen einem 5'-Ende einer Sonde und dem 3'-Terminus der anderen Sonde gebildet.

[0003] Die Vorgange der Anlagerung und der Ligation erfordern jeweils ein hohes Malk an Genauigkeit, d.h.
Komplementaritat zwischen den Sequenzen der ligierenden Sonden und der Matrizen-Nukleinsaure. Beide Er-
eignisse sind dann ineffizient, wenn Fehlpaarungen bei der Basenpaarung auftreten. Im allgemeinen kann die
DNA-Ligase zwei benachbarte Sonden nur dann verknipfen, wenn diese eine denaturierte Matrizen-Nuklein-
saure, wie ein PCR-Produkt, perfekt komplementieren (Landegren, 1988; Nickerson, 1990). Auch eine einzige
Nukleotid-Fehlpaarung an oder nahe bei der Ligationsstelle der Sonden verhindert die Ligation der angelager-
ten Sonden.

[0004] Assays fur die Oligonukleotid-Ligation weisen die Anwesenheit spezifischer Sequenzen in der
Ziel-DNA-Probe nach. So beruhen z.B. Assays zur Allel-Unterscheidung auf Sonden, die die komplementéaren
Sequenzen der allelen Formen zum Target darstellen. Die Ligation an eine allgemeine, zweite, zum Ziel kom-
plementare Sonde zeigt die Anwesenheit einer polymorphen Stelle an (Whiteley, 1989; Landegren, 1988). Das
Fehlen von Ligation zeigt das Fehlen einer polymorphen Stelle an. Die Ligation kann durch nachweisbare Mar-
kierungen auf der allelischen Sonde und elektrophoretische Auftrennung der Ligationsprodukte nachgewiesen
werden (Grossman, 1994).

[0005] Die Matrizen-abhangige Ligation einer PNA-DNA Chimare wurde auch gezeigt (Uhimann, 1998).

[0006] Es ist wiinschenswert, optimierte Sonden und Verfahren zur Anlagerung und Ligation bereitzustellen.
Solche Verfahren wirden Assays und Test verbessern, die von hdherer Prazision und Genauigkeit profitieren
warden.

IV. ZUSAMMENFASSUNG

[0007] Die Erfindung bezieht sich auf chimare Molekile von PNA und DNA Monomereinheiten und deren Ver-
wendung in Ligationsverfahren zur Erzeugung von Ligationsprodukten. Die Erfindung beruht teilweise auf der
Entdeckung, dass ein Ligaseenzym eine PNA-DNA chimare Sonde und eine zweite Sonde Uber einen weiten
Bereich von experimentellen Bedingungen und Variablen ligieren kann. Erfindungsgeméafie PNA-DNA Chima-
ren umfassen wenigstens zwei Reste, die kovalent miteinander verknupft sind, vorzugsweise: i) ein aufeinan-
derfolgender Rest von 3 bis 15 PNA-Monomereinheiten, und ii) ein aufeinanderfolgender Rest von wenigstens
2 Nukleotiden. Der Nukleotidrest hat einen ligierbaren Terminus, so dass die PNA-DNA Chimare an eine zweite
Sonde ligiert werden kann.

[0008] In einem ersten Aspekt stellt die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Matrizen-abhangigen
Ligationsprodukts bereit durch Ligieren einer PNA-DNA chiméaren Sonde, die in Anwesenheit einer Ligase und
eines Ligationsreagenzes an eine Matrizen-Nukleinsaure angelagert ist, an eine zweite Sonde, die benachbart
an die chimare Sonde an die Matrizen-Nukleinsdure angelagert ist. Die zweite Sonde ist in der Lage, die Ma-
trizen-abhangige Ligation zu unterstitzen. Die zweite Sonde ist eine PNA-DNA Chiméare oder ein Oligonukle-
otid. Die zweite Sonde kann 5 bis 100 Monomereinheiten oder Nukleotide (nt) lang sein. Vorzugsweise ist die
zweite Sonde 10 bis 30 nt lang. Die chiméare Sonde und die zweite Sonde kénnen zusammen 10 bis 100 nt
lang sein.

[0009] In einer veranschaulichenden Ausflihrungsform der Erfindung hat die PNA-DNA Chimare die Formel:
P.-L-N,

[0010] Wobei jedes P unabhangig ein PNA-Monomer ist, x ist eine ganze Zahl von 3 bis 15, L stellt eine ko-
valente Verknupfung dar zwischen P und N, jedes N ist unabhangig ein Nukleotid, y ist eine ganze Zahl von 2
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bis 15, und das Ende N weist entweder eine 3'-Hydroxyl- oder eine 5'-Hydroxylgruppe auf.

[0011] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der PNA-Rest, d.h. P, der PNA-DNA Chimére eine 2-Ami-
noethylglycin-Peptidnukleinsaure.

[0012] Der DNA-Rest, d.h. Ny der PNA-DNA Chiméare kann aus 2'-Desoxynukleotiden (DNA), Ribonukleoti-
den (RNA) und modifizierten Zuckern oder Internukleotidverkniipfungen davon bestehen, insbesondere jene,
die eine grolerer Spezifitat, Affinitat, Hybridisierungsrate und chemische Stabilitat verleihen.

[0013] Die Chimare und/oder die zweite Sonde kénnen mit einer nicht-radioaktiven Sonde markiert sein, so
dass das Ligationsprodukt nicht-radioaktiv markiert ist. In Ausfiihrungsformen, die eine markierte PNA-DNA
Chimare verwenden, kann die PNA-DNA Chimare markiert sein an: (i) einer Nukleobase, z.B. an den 7-Deaza
oder an den C-8 Positionen einer Purin- oder einer Deazapurinnukleobase, oder an der C-5 Position einer Py-
rimidinnukleobase; (i) an einem Zucker; (iii) am PNA-Gerust; oder (iv) an einer Amino-, einer Sulfid-, einer Hy-
droxyl- und/oder an einer Carboxylgruppe. Vorzugsweise ist die Chimare am Aminoterminus des PNA-Rests
markiert. In Ausfiihrungsformen, in denen ein markiertes Oligonukleotid verwendet wird, wird das Oligonukle-
otid vorzugsweise am Ende markiert, das der Ligationsstelle gegenuber liegt, 3' oder 5'. Alternativ dazu kann
das Oligonukleotid an einer Nukleobase markiert sein, kann aber auch an anderen Positionen markiert sein,
vorausgesetzt, die Markierung beeinflusst die Hybridisierungsaffinitat oder — spezifitat oder die Ligaseeffizienz
nicht negativ. Markierungen kénnen Fluoreszenzfarbstoffen, Fluoreszenzunterdriickern, Hybridisierungsstabi-
lisatoren, Energietransfer-Farbstoffpaaren, Modifikatoren der elektrophoretischen Mobilitat, chemilumineszie-
renden Farbstoffen, Aminosauren, Proteinen, Peptiden, Enzymen und Affinitatsliganden sein. Vorzugsweise
ist die Markierung nach Anregung mit Licht nachweisbar, z.B. Laserquellen bei infraroten, sichtbaren oder ul-
travioletten Anregungswellenlangen.

[0014] Die PNA- und DNA-Reste der chimaren Sonde sind kovalent miteinander verknipft. Die Bindung, L,
zwischen den PNA- und DNA-Resten kann eine Bindung sein, z.B. die Carbonyl-Stickstoff-Bindung in einer
Amidgruppe, wobei die Reste ohne dazwischenliegende Atome oder mit einem Multi-Atomlinker verkntipft wer-
den. Die Verknlpfung kann eine Phosphodiestergruppe oder eine Phosphoramidatgruppe umfassen.

[0015] Die Matrize oder Ziel-Nukleinsaure kann jede Nukleinsaure/jedes Nukleinsaureanalog sein, das matri-
zengerichtete-Nukleinsauresynthese vermitteln kann. Beispiele fir geeignete Matrizen-Nukleinsduren umfas-
sen z.B. genomische DNA, DNA-Verdauprodukte, DNA-Fragmente, DNA-Transkripte, Plasmide, Vektoren, vi-
rale DNA, PCR-Produkte, RNA und synthetische Nukleinsduren. Die Matrizen-Nukleinsdure kann auch ein Me-
taphasen- oder ein Interphasenchromosom sein. Vorzugsweise wird das Chromosom vor der PNA-DNA Chi-
marenhybridisierung und Ligation denaturiert. Matrizen-Nukleinsduren kdnnen einzel- oder doppelstrangig
sein und kénnen je nach Anwendung von 20-30 als auch viele Millionen Nukleotide (nt) oder Basenpaare (bp)
lang sein. Die Matrizennukleinsdure, die PNA-DNA Chimare oder die zweite Sonde kénnen auf einem festen
Substrat immobilisiert sein. Ligationen kdnnen durchgefiihrt werden, wobei eine der Sonden oder die Matrize
an einen festen Trager oder eine Oberflache angeheftet ist.

V. KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0016] Eig.1. Strukturen von PNA und PNA-DNA Chimaren mit: (Eig. 1A) zwei 2'-Desoxynukleotiden, und
(Fig. 1B) drei 2'-Desoxynukleotiden. B ist eine Nukleobase.

[0017] Fig. 2. Strukturen von Linkerreagenzien und Verknlpfungen: (Fig. 2A) Linkerreagenzien zur Bildung
von Amid- und Phosphodiesterbindungen, (Fig. 2B) bis-Amidbindung von 2-(2-Aminoethoxy) Ethoxyessigsau-
re, und (Fig. 2C) Amid, Phosphatbindung von 2-(2-Aminoethoxy)ethanol.

[0018] Fig. 3. Allgemeines Ligationsschema: (Fig. 3A) zwischen einer 3'-Hydroxyl-PNA-DNA Chimare und
einem 5'-Phosphatoligonukleotid, dass an eine DNA-Matrize hybridisiert ist, zur Bildung eines PNA-DNA Liga-
tionsprodukts, und (Fig. 3B) Sondensequenzen und eine 38 nt lange DNA Matrize mit genauer Ubereinstim-
mung fur Ligationsexperimente.

[0019] Fia.4. Gescannte Bilder von PAGE Analysen von Ligationsexperimenten: (Eig. 4A oben) mit T4
DNA-Ligase und (Fig. 4A unten) ohne Ligase; und (Eig. 4B) quantitative Abschatzung der Ligation durch Den-
sitometrie, SpotDenso Programm.

[0020] Fig.5. Gescannte Bilder von PAGE Analysen von Ligationsexperimenten mit T4 DNA-Ligase:
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(Fig. 5A) SYBR-Grun gefarbtes Gelbild; und (Fig. 5B) Schema der Ligat6ion von PNA, PNA-DNA Chimare,
und DNA an 5'-Phosphatoligonukleotide, die an eine DNA-Matrize mit 38 nt Lange hybridisiert sind.

[0021] Fig. 6. Gescanntes Bild von PAGE Analysen von PNA-DNA Chimare Ligasereaktionen, die Wildtyp-
und mutierte Sequenzen nachweisen. Die Spezifitat der PNA-DNA chiméaren Sonde: Oligonukleotidligation
verglichen mit der Oligonukleotid:Oligonukleotid-Ligation.

[0022] Fig. 7. MALDI-TOF Massenspektroskopienanalyse der Ligationsreaktionsprodukte (Fig. 7A) ohne Li-
gase und (Fig. 7B) mit Ligase.

[0023] Fig. 8. Oligonukleotid-Ligationsassay (OLA) mit PNA-DNA chimaren Sonden. (Fig. 8A) Nachweis der
Art eines Lokus mit verschiedenen Farbstoffmarkierungen; (Fig. 8B) Multiplex-OLA mit fehlgepaarten Basen
am 5'.Phosphat von Oligonukleotiden verschiedener Lange und/oder Mobilitadtsmodifikatoren; (Fig. 8C) Multi-
plex-OLA mit fehlgepaarter Base am 3'-Ende von PNA-DNA Chimaren verschiedener Lange und/oder Mobili-
tatsmodifikatoren.

[0024] Fig. 9. Oligonukleotid-Ligationsassay mit PNA-DNA chimaren Sonden zur Unterscheidung von Muta-
tionen im menschlichen CFTR Loci: (Fig. 9A) menschliche pCFTR621G-T: Exon 4; (Fig. 9B) menschliche
pCFTR1078delT: Exon 7; (Eig. 9C) menschliche pCFTRG551D; Exon 11 (Grof3buchstaben -PNA, kleine Buch-
staben -DNA); (Eig. 9D) OLA mit ONA,,,.-DNAs, .. am CFTR Lokus 621G-T. Sichtbarmachung und Aufzeich-
nung unter UV-Licht (oben) und mit SYBR-Grln-Farbung (unten).

VI. AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN

[0025] Es wird nun ausfuhrlich auf die bevorzugten Ausfihrungsformen der Erfindung Bezug genommen. Die
Erfindung wird unter Bezug auf die bevorzugten Ausfliihrungsformen beschrieben, es ist jedoch nicht beabsich-
tigt, die Erfindung auf diese Ausfiihrungsformen zu beschranken.

VI.1. DEFINITIONEN

[0026] Die folgenden Begriffe und Ausdriicke haben die folgende Bedeutung, aufRer ausdrucklich anders an-
gegeben:

-Nukleobase" bezieht sich auf einen Stickstoff-enthaltenden heterozyklischen Rest, z.B. ein Purin, eine 7-Dea-
zapurin, oder ein Pyrimidin. Typische Nukleobasen sind Adenin, Guanin, Cytosin, Uracil, Thymi, 7-Deazaade-
nin, 7-Deazaguanin und Ahnliche.

[0027] ,Nukleosid" bezieht sich auf eine Verbindung, die aus einer Nukleobase besteht, gekoppelt an den
C-1'-Kohlenstoff eines Ribosezuckers.

[0028] ,Nukleotid" bezieht sich auf einen Phosphatester eines Nukleosids, als Monomereinheit oder innerhalb
einer Nukleinsaure. Nukleotide werden manchmal als ,NTP", oder ,dNTP" und ,ddNTP" bezeichnet, um die
strukturellen Eigenschaften des Ribosezuckers genau hervorzuheben. ,Nukleotid 5'-Triphosphat" bezieht sich
auf ein Nukleotid mit einer Triphosphatestergruppe an der 5'-Position. Die Triphosphatestergruppe kann
Schwefelsubstitutionen fir die verschiedenen Sauerstoffe enthalten, z.B. ein a-Thio-Nukleotid-5'-Triphosphat.

[0029] Der hier verwendete Begriff ,Nukleinsdure" umfasst die Begriffe ,Oligonukleotid" und ,Polynukleotid"
und bezeichnet einzelstrangige und doppelstrangige Polymere von Nukleotidmonomeren, einschliellich
2'-Desoxyribonukleotiden (DNA) und Ribonukleotiden (RNA). Die Nukleinsaure kann vollstandig aus Desoxy-
ribonukleotiden, aus Ribonukleotiden oder chimaren Gemischen daraus bestehen, die durch Internukleo-
tid-Phosphordiesterbriickenbindungen und durch assoziierte Gegenionen, z.B. H+, NH,+, Trialkylammonium.
Mg?*, Na+ und Ahnliche verbunden sind. Nukleinsauren sind typischerweise einige monomere Einheiten, z.B.
5-40 Einheiten lang, wenn sie gewohnlich als Oligonukleotide bezeichnet werden, bis zu mehreren tausend
Einheiten von monomeren Einheiten.

[0030] Wann immer eine Oligonukleotidsequenz dargestellt ist, so ist dies so zu verstehen, das die Nukleotide
von links nach rechts in 5'-3'-Richtung vorliegen und dass ,A" fiir Desoxyadenosin, ,,C" fir Desoxycytosin, ,G"
fur Desoxyguanosin und ,T" fur Thymidin steht, sofern nichts anderes angegeben ist.

[0031] ,Watson-Crick-Basenpaarung" bezieht sich auf die Wasserstoffbriicken-Basenpaarung, die in doppel-
strangiger DNA haufig beobachtet wird.
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[0032] ,Anheftungsstelle" bezieht sich auf eine Stelle auf einem Rest, z.B. einer Chiméare oder einem Nukle-
otid, an die ein Linker kovalent angeheftet ist.

[0033] ,Linker" bezieht sich auf einen Rest, der einen Rest an einen anderen heftet, z.B.: (i) eine Markierung
an ein Oligonukleotid oder an eine PNA-DNA Chimare, oder (ii) den PNA-Rest and einen DNA-Rest in einer
PNA-DNA Chimare.

[0034] ,PNA-DNA Chimare" bezieht sich auf ein Oligomer bestehend aus: (i) einem aufeinanderfolgenden
Rest von PNA-Monomereinheiten und (ii) einem aufeinanderfolgenden Rest von Nukleotid-Monomereinheiten
mit einem enzymatische verlangerbaren N-Terminus.

[0035] ,Alkyl" bezieht sich auf gesattigtes oder ungesattigtes, verzweigtes, geradkettiges, verzweigtes oder
cyklisches Hydrokohlenstoff-Radikal. Dass durch Entfernung eines Wasserstoffatoms von einem einzelnen
Kohlenstoffatom eines parentalen Alkans, Alkens oder Alkys abgeleitet ist. Typische Alkylgruppen umfassen
in nicht beschrankender Weise Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl und Ahnliche. IN bevorzugten Ausfiihrungsformen
besteht die Alkylgruppe aus 1-12 gesattigten und/oder ungesattigten Kohlenstoffen.

[0036] ,Cycloalkyl" bezieht sich auf ein zyklisches Alkyradikal. Stickstoffatome mit Zykloalkylsubstituenten
kdnnen Aziridinyl, Azetidinyl. Pyrrolidinyl, Piperidinyl, gréf3erer Ringe und substituierte Formen von Heterozy-
klen davon bilden.

[0037] ,Alkyldiyl" bezieht sich auf ein gesattigtes, ungesattigtes, verzweigtes, geradkettiges oder zyklisches
Wasserstoffkohlenstoff-Radikal aus 1-20 Kohlenstoffatomen, mit zwei einwertigen Radikalzentren, die durch
die Entfernung von zwei Wasserstoffatomen vom gleichen oder von zwei unterschiedlichen Kohlenstoffatomen
eines parentalen Alkans, Alkens oder Alkys abgeleitet sind. Typische Alkyldiylradikale umfassen in nicht-be-
schrankender Weise 1,2-Ethyldiyl, 1,3-Propyldiyl, 1,4-Butyldiyl und Ahnliche.

[0038] ,Aryldiyl" bezieht sich auf ein ungesattigtes zyklisches oder polyzyklisches Wasserstoffkohlenstoff-Ra-
dikal aus 6-20 Kohlenstoffatomen mit einem konjugierten Resonanzelektronensystem und wenigstens zwei
einwertigen Radikalzentren abgeleitet durch Entfernung von zwei Wasserstoffatomen von zwei unterschiedli-
chen Kohlenstoffatomen einer parentalen Arylverbindung. Typische Aryldiylgruppen umfassen in nicht be-
schrankender Weise Radikale, die von Benzol, substituiertem Benzol, Naphtalen, Antrazen, Biphenyl, und
Ahnlichem abgeleitet sind.

[0039] ,Markierung" bezieht sich auf einen nicht-radioaktiven Rest, der kovalent an einer Chimare oder an ein
Nukleotid angeheftet ist, der nachweisbar ist oder dem Ligationsverlangerungsprodukt eine erwiinschte Funk-
tionalitat oder Eigenschaft verleiht.

[0040] ,Ligation" ist die enzymatische Verknipfung durch Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen ei-
ner PNA-DNA chimaren Sonde und einem zweiten Sondenoligonukleotid, wenn die Chimare und die zweite
Sonde benachbart und an eine Matrizen-Nukleinsaure hybridisiert sind.

VI.2. PNA-DNA CHIMARE

[0041] In einem Aspekt werden in der Erfindung chimare Sonden verwendet, die PNA- und DNA-Reste ent-
halten. Die PNA-Reste kénnen jedes Gerust aus azyklischen, achiralen und neutralen Polyamidverknipfungen
sein, an die Nukleobasen angeheftet sind. Eine bevorzugte Form des PNA-Rests ist ein Gerlst aus N-(2-Ami-
noethyl)-Glycin, eine peptidartige, amidverknipfte Einheit (Buchardt, 1992; Nielsen, 1991), wie nachstehend
gezeigt in einer Teilstruktur mit einem carboxyterminalen Amid:
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[0042] PNA-Oligomere sind selbst keine Substrate fir Nukleinsaure-verarbeitende Enzyme, wie DNA-Poly-
merasen (Lutz, 1999; Kyger, 1998; Lutz, 1997).

[0043] PNA-DNA Chimaren sind Oligomere bestehend aus: 1) einem aufeinanderfolgenden Rest aus
PNA-Monomereinheiten und 2) einem aufeinanderfolgenden Rest aus Nukleotiden. Die zwei Reste sind kova-
lent aneinander geknupft. Der Nukleotidrest der Chimare kénnen 2'-Desoxynukleotide, Ribonukleotide, oder
ein Gemisch daraus sein. Der Nukleotidrest der Chimare hat einen 3'-Hydroxylterminus. Die bevorzugte Lange
des PNA-Restes betragt von 3 bis 15 PNA-Monomereinheiten, worin sich eine optimale enzymatische Aktivitat,
Hybridisierungsspezifitat und -affinitat, Okonomie der Synthesereagenzien und Einfachheit der Chimarensyn-
these und -aufreinigung widerspiegelt. Die bevorzugte Lange des DNA-Rests ist die kirzeste Abfolge, die eine
effiziente Ligation fordert, d.h. wenigstens 2'-Desoxynukleotide. (Eig. 1A).

[0044] Bevorzugte Nukleobasen in einer oder mehreren PNA-Monomereinheiten umfassen in nicht beschran-
kender Weise Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin, 7-Deazaadenin, 7-Deazaguanin, C-5-Alkylpyrimidine, 2-Thi-
opyrimidin, 2,6-Diaminopurin, C-5-Propynpyrimidin, Phenoxazin (Flanagan, 1999), 7-Deazapurin, Isocytidin,
Pseudo-Isocytidin (Egholm, 1995), Isoguanosin, 4(3H)-Pyrimidon, Hypoxanthin und 8-Oxopurine (Meyer,
1994).

[0045] Die erhohte Affinitat und Spezifitat (Egholm, 1993; Jensen, 1997), die in der PNA-DNA Chimare durch
den PNA-Rest verliehen wird, ermdglicht die Verwendung kirzerer Sonden in Hybridisierungsexperimenten
und -assays (Uhlmann und Peyman, 1998; Uhimann, 1998; Cook; 1997; Uhimann, 1996), Im allgemeinen sind
kiirzere Sonden spezifischer als die entsprechenden langen Sonden, d.h., die relative strukturelle Perturbation
ist in einer kurzeren Sonde gréRer. Kirzere Sonden sind auch 6konomischer, d.h. billiger zu synthetisieren,
und benétigen weniger Sequenzinformation zum Entwerfen. Es ist wiinschenswert, Verfahren bereitzustellen,
durch die PNA-DNA Chimaren an Oligonukleotide ligiert werden kénnen und an andere PNA-DNA Chimaren,
um PNA-enthaltenden Ligationsprodukte zu erzeugen.

[0046] Die Bindung des PNA-Rests in einer PNA-DNA-Chimare an ihr DNA- oder RNA-Komplement kann
entweder in einer parallelen oder in einer anti-parallelen Orientierung erfolgen. Die antiparallele Duplex, wobei
der Carboxyterminus der PNA an den 5'-Terminus der komplementéaren DNA angelagert ist, und wobei der
Aminoterminus der PNA an den 3'-Terminus der komplementaren DNA angelagert ist, ist typischerweise sta-
biler als die parallele Duplex, wobei der Carboxyterminus der PNA an den 3'-Terminus der DNA und der Ami-
noterminus der PNA an den 5'-Terminus der komplementdren DNA angelagert ist (Koppitz, 1998; Egholm,
1993). Die beispielhaften Chimaren, die hier gezeigt werden, sind so aufgebaut, dass der PNA-Rest sich in
anti-paralleler Richtung an die Zielsequenzen anlagert. Immer wenn eine PNA-Sequenz als Abfolge von Buch-
staben dargestellt ist, ist dies so zu verstehen, dass der Aminoterminus auf der linken und der Carboxyterminus
auf der rechten Seite ist.

[0047] Chimarensequenzen sind typischerweise vollstandig komplementar zu einem Teil der Zielsequenz.
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Chimarensequenzen kénnen jedoch auch gemischte-Base (,redundante” oder ,degenerierte") Stellen enthal-
ten, wobei eine Chimarenprobe ein Gemisch aus Sequenzen mit einer oder mehreren Basenposition sein
kann, die durch zwei oder mehrere unterschiedliche Nukleobasen reprasentiert sind. Die gemischte-Base Stel-
le kann in den PNA- oder DNA-Resten des Oligomers lokalisiert sein. Gemischte-Base Chimaren sind Gemi-
sche aus Sequenzen mit variierenden Leveln von Komplementaritat zu einer bestimmten Zielsequenz. Ge-
mischte-Base Chimaren kdnnen fir das Zufallspriming oder dann nutzlich sein, wenn die Zielsequenz unbe-
kannt oder unsicher ist.

[0048] Obwohl einige Eigenschaften der Erfindung bezogen auf einzelstrangige Sonden und Zielnukleinsau-
ren beschrieben sind, ist es selbstverstandlich, dass jede Sonde und Zielnukleinsaure auf doppelstrangige Be-
reiche enthalten kann. Es ist auch beabsichtigt, dass PNA-DNA Chimaren Ligation eingehen kénnen als ein
oder beide Strange einer Duplex, die mit einer zweiten Duplex ligieren, wobei beide Strange der Duplex mit
Uberhangen (,sticky ends") ligieren kénnen. Wenn die chimére Sonde in einer doppelstréangigen Form bereit-
gestellt wird, dann hat die chimare Sonde ein Sticky end in dem Sinne, dass der iberhdngende Strang den
DNA-Rest und wenigstens einen Teil des PNA-Rests enthalt, der zur Zielnukleinsdure komplementar ist, und
so, dass der zurlickgezogene Strang der chimaren Sonde, nach Hybridisierung der chimaren Sonde an die
Matrize entweder unmittelbar benachbart an ein terminales Ende der Zielnukleinsaure oder durch eine Licke
von einer oder mehreren Nukleotidpositionen getrennt positioniert ist. Es sind auch Matrizen von Interesse, die
einen PNA-Rest aus einem oder mehreren PNA-Monomeren enthalten, die die Hybridisierung von aufeinan-
derfolgend hybridisierten Sonden ermdglichen.

[0049] PNA-DNA Sonden kdnnen durch kovalente Verknipfungen von PNA-Monomeren und Nukleotiden in
quasi jeder Kombination und Reihenfolge synthetisiert werden, unter Verwendung der jeweiligen herkdmmli-
chen Verfahren zur Synthese von PNA-Oligomeren, DNAOIlignukleotiden und RNA-Oligonukleotiden (Vinayak,
1997; Uhlmann, 1996; Van der Laan, 1997). Effiziente und automatisierte Verfahren wurden zur Synthese von
PNA/DNA Chimaren im Maf3stab von 2-25 pymol auf kauflichen, automatisierten Synthesegeraten entwickelt,
z.B. ,Expedite™", Modelle 433A und Modell 394-Synthesegerate (PE Biosystems) und mit kuflichen Reagen-
zien (Uhlmann, 1996; Vinayak, 1997; Van der Laan, 1997). IN diesem Ansatz kdnnen die Chimaren kontinu-
ierlich, in einer einzigen Saule und auf einem einzigen Synthesegerat hergestellt werden.

[0050] Typischerweise wird die Synthese von Chimaren durch Detritylierung der 5'-Dimethoxytritylgruppe
(DMT) von handelstiblichen, hoch quervernetzten, nichtquellenden Polystyrol-Kiigelchen gestartet, die in einer
Synthesesaule gepackt sind. Die Trager sind bei 20-30 pymol/g mit 5'-DMT Desoxynukleosiden (Abz, Gibu,
Cbz, T) beladen, gekoppelt durch die 3'-Hydroxylgruppe an den Trager durch einen basenlabilen, Succinat/Hy-
droxymethylbenzoesaure-Linker (Vinayak, 1997). 5'-DMT, 3'-Cyanoethyl-Phosphoramidit-Desoxynukleosid-
monomere (Beaucage, 1992) werden in trockenen Acetonitril geldst und gleichzeitig mit einem Tetrazolaktiva-
tor bereitgestellt und an das Trager-gebundene 5'-Hydroxyl gekoppelt. Auf die Kopplung folgt das ,Capping"
mit essigsaurem Anhydrid unreagierter 5'-Hydroxylgruppen und lod-Oxidation zu den flinfwertigen Internukle-
otidphosphattriestern. Der DNA-Synthesezyklus wird bis zur letzten Desoxynukleosidaddition wiederholt, wo-
bei ein 5'-Monomethoxytrityl (MMT) Aminonukleosid-Phosphoramidit dazu verwendet wird, einen 5'-Aminoter-
minus auf den Trager-gebundenen DNA-Rest bereitzustellen zur Kopplung eines PNA-Monomers an der Ver-
knipfung zwischen DNA und PNA in der Chimare. Die MMT-Gruppe wird aufgrund ihrer Saurelabilitat zum
Schutz des Aminogerists bei der Synthese von PNA-DNA Chiméaren bevorzugt verwendet. Die MMT-Gruppe
wird von Stickstoff unter sanften Saurebedingungen effizient und schnell entfernt, die keine Depurinierung oder
anderen Schaden in der Chimare erzeugen.

[0051] Zur Initiierung der Synthese des PNA-Rests wird die MMT-Gruppe mit 3% Trichloressigsaure in Di-
chlormethan entfernt und die Aminogruppe wird mit einem PNA-Monomer und einem Kopplungsreagenz ge-
koppelt. Die Gerust-Aminogruppe der PNA-Monomere wird vorzugsweise durch MMT geschuitzt und die Nuk-
leobaseexozyklischen Amine werden als A%, G*™, und C" geschdtzt (Breipohl, 1997; Finn, 1996; Will, 1995).
Jedes herkdbmmliche Peptidkopplungsreagenz kann verwendet werden, aber HBTU und HATU sind bevorzug-
te Kopplungsreagenzien. PNA-Monomere kénnen in 1:1 DMF:Acetonitril bis zu einer Konzentration von 0,2M
verdunnt werden. Vor dem Auftrag auf die Synthesesaule wird die Monomerl6sung mit einem gleichen Volu-
men an 0.2M HBTU (O-Benzotriazol-1-yI-N,N,N',N'-Tetramethyluronium-Hexafluorphosphat), ebenfalls in 1:1
DMF:Acetonitril (Vinayak, 1997), vermischt. Die L6sung wird gleichzeitig mit 0,2M Diisopropylethylamin in 1:1
DMF:Azetonitril auf die Saule aufgetragen. Die Synthesezyklen fiir die PNA- und DNA-Reste in einer Chimare
auf einem Model 394-Synthesegerat in einem Mal3stab von 2 pymol sind nachstehend in Tabelle 1 zusammen-
gefasst.

9/49



DE 600 16 947 T2 2005.12.15

Tabelle 1 Synthesezyklen von PNA-DNA Chimaren

Schritt Funktion Reagenzien Zeit (sec) Zeit (sec)

1 Detritylierung |[3% CCI3CO2H |60 25
in CH,Cl,

2 Kopplung PNA: 0,2M PNA [ 960 25
Monomer,
HBTU, DiPEA
in 1:1
DMF:CH3CN

DNA: 0,1 M
DNA Monomer,
0,5 M Tetrazol
in CH3CN

3 Capping Acy0, Lutidin, |25 15
N-
Methylimidazol,
THF

4 Oxidation Iod, Pyridin, Nicht 25
H,O, THF erforderlich

[0052] Nachdem die Synthese vollstandig ist, kann der Aminoterminus, um Migration oder Zyklisierung zu mi-
nimieren, acetyliert werden, oder bei der Markierung als ein Nukleophil reagiert werden. Die rohe Chiméare wird
vom Trager gespalten, und alle Schutzgruppen werden mit konzentriertem Ammoniumhydroxid bei 55°C fur
8-16 Stunden entfernt. Die Chimaren werden analysiert und durch reverse Phase HPLC oder Poylacrylamid-
gelektrophorese (PAGE) aufgereinigt, durch Massenspektroskopie analysiert und durch Korrelation der
UV-Absorption bei 260 nm mit der Masse quantifiziert.

[0053] Chimaren mit einem DNA-Rest, der Ribonukleotide umfasst kdnnen mit den geeigneten RNA-Phos-
phoramiditnukleosiden und/oder 5'-DMT-geschiitztem Ribonukleotidtrager synthetisiert werden (Vinayak,
1994). Die 2'-Hydroxylgruppe der RNA-Phosphoramidite sind typischerweise mit der tert-Butyldimethylsilyl
(TBDMS)-Gruppe geschiitzt und die exozyklischen Aminogruppen der Nukleobasen sind als A*?, G, C ge-
schitzt. Nach der Synthese werden TBDMS-Gruppen mit einem Fluoridreagenz entfernt, z.B. Tetrabutylam-
moniumfluorid in Tetrahydrofuran. Ansonsten sind die. Synthese-, Aufreinigungs- und Analyseverfahren fir Ri-
bonukleotid-haltige PNA-DNA Chimaren im wesentlichen dieselben wie flir Chiméaren, die nur 2'-Desoxynukle-
otid-haltige DNA-Reste enthalten.

[0054] Die Verknipfung zwischen den PNA- und DNA-Resten der chimaren Sonden kann eine direkte Ver-
bindung sein, z.B. einen Amidbindung, gebildet durch die Aminogruppe des PNA-Rests ohne ein Atom dazwi-
schen (Fig. 1A-Fig. 1B). Alternativ dazu kann die Verknipfung L eine Phosphodiester- oder eine Phosphora-
midatgruppe sein. Die Bindung kann auch eine oder mehrere Einheiten eines nicht-basenpaarenden Rests wie
ein Ethylenoxy umfassen, gekoppelt an die PNA- und DNA-Reste durch Amid- (Fig. 2B) oder Phosphat-
(Fig. 2C)-Bindungen. Ethylenoxy-Bindungseinheiten zwischen den DNA- und PNA-Resten kénnen durch
Kopplungsreagenzien eingebaut werden, wie durch egschiitzte Formen von 2-[2-(2-Aminoethoxy)ethoxy] Es-
sigsaure. Der O-Linker, 2-[2-(2-Aminoethoxy]Essigsaure, wird als MMT-Amino geschitzte Amid-bildende Car-
boxylsadure gekoppelt, oder Phosphoramiditsynthons (Fig. 2A). Einer oder mehrere O-Linkereinheiten konnen
als flexible, nicht-basenpaarende Verkniipfung zwischen den PNA- und DNA-Resten wirken. Fig. 2 zeigt einen
Bis-Ethylenoxy-Acetamido-Linker (2B) und einen Bis-Ethylenoxy-Phosphat-Linker (2C). Andere beispielhafte
Linker umfassen Alkyldiyl, z.B. Hexyldiyl (Vinayak, 1997) oder 1,4-Phenyldiyl (Fig. 2A).

VI.3 OLIGONUKLEOTIDE
[0055] Im allgemeinen werden die erfindungsgemafen Oligonukleotide durch das Phosphoramiditsynthese-

verfahren hergestellt, welches wegen seiner effizienten und schnellen Kopplung und wegen der Stabilitat der
beginnenden Nukleosidmonomere bevorzugt wird (Caruthers, 1983; Beaucage, 1983; Beaucage, 1992). Das
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Phosphoramiditverfahren umfasst die zyklische Anlagerung von Nukleotidmonomereinheiten an eine Oligonu-
kleotidkette, die an einem festen Trager wachst, meistens in Richtung von 3' zu 5', wobei der 3'-Terminus am
Anfang der Synthese an den festen Trager angeheftet ist. Das Verfahren wird gewohnlicherweise mit automa-
tisierten, kauflich erwerbbare Synthesegeraten durchgefiihrt (Caruthers, 1994). Typischerweise umfassen
Phosphoramidit-Nukleosidmonomereinheiten:

Rs"‘ O BR4

]
P
R;0” TNR;Rs

wobei R1 eine Schutzgruppe oder ein Substituent ist, z.B. Cyanoethyl, Methyl, niederes Alkyl, substituiertes
Alkyl, Phenyl, Aryl, und substituiertes Aryl; R2 und R3 sind Aminsubstituenten, z.B. Isopropyl, Morpholino, Me-
thyl, Ethyl, niederes Alkyl, Zykloalkyl und Aryl; R4 ist eine exozyklische Stickstoff-Schutzgruppe wie Benzoyl,
Isobutyryl, Acetyl, Phenoxyacetyl, Aryloxyacetyl, Dimethylformamid, Dialkylformamid und Dialkylacetamidin;
und R5 ist eine saurelabile Schutzgruppe wie DMT, MMT, Pixyl, Trityl und Trialkylsilyl.

[0056] Bevorzugte Nukleobasen in einem oder mehreren Nukleosiden umfassen in nicht beschréankender
Weise Adenin, Guanin, Cytosin, Uracil, Thymi, 7-Deaazaadenin, 7-Deazaguanin, C-5-Alkylpyrimidine, 2-Thio-
pyrimidin, 2,6-Diaminopurin, C-5-Propynpyrimidin, Phenoxazin (Flanagan, 1999), 7-Deazapurin, Isocytidin,
Pseudo-Isocytidin (Egholm, 1995), Isoguanosin, 4/3H)-Pyrimidon, Hypoxanthin und 8-Oxopurine (Meyer,
1994).

[0057] Bevorzugte Zucker in einem oder mehreren der Nukleosiden umfassen in nicht beschrankender Weise
2'-Desoxyribose, Ribose, und 2'- oder 3'-Ribosemodifikationen in denen die 2'- oder 3'-Positionen Wasserstoff,
Hydroxy, Methoxy, Ethoxy, Allyloxy, Isopropoxy, Butoxy, Isobutoxy, Methoxyethyl, Alkoxy, Phenoxy, Azido, Ami-
no, Alkylamino, Fluor, Chlor und Brom sein kénnen.

[0058] Andere bevorzugte Zucker umfassen 4'-a-anomere Nukleotide, 1'-a-anomere Nukleotide und 2',4'-ver-
knupfte und andere ,verriegelte" bizyklische Zuckermodifikationen (Wengel 1999).

V1.4 LIGASEENZYME

[0059] Das in der Erfindung verwendete Ligaseenzym kann jede Ligase sein, die die Ligation der chimaren
DNA-PNA-Sonde an die zweite Sonde durchfihrt, wenn die chimare Sonde und die zweite Sonde in einer Ziel-
matrize an benachbarte Regionen angelagert sind. DNA-Ligasen verbinden DNA-Sequenzen durch Bildung
einer Phosphodiesterbindung zwischen einem 5'-Phosphat und einem 3'-Hydroxyl auf zwei benachbarten Son-
den, d.h. die unmittelbar nebeneinander hybridisiert sind (Kornberg, 1980; Whiteley, 1989). Alternativ kann das
3'-Phosphatende einer Sonde und das 5'-Hydroxyl der anderen Sonde einer Phosphodiesterbindung bilden.
Erfindungsgemal enthalt eine oder beide Sonden einen PNA-Rest.

[0060] So kann z.B. die DNA-Ligase aus dem Bakteriophagen T4 sowohl DNA und RNA-Sequenzen verknip-
fen, und sie kann entweder DNA- oder RNA-Matrizen dazu verwenden, die zu ligierenden Sequenzen anzula-
gern. Reaktionen, an denen nur DNA-Strange beteiligt sind, laufen mit groerer Effizienz ab. Zwei DNA-Dup-
lizes mit basengepaarten glatten Enden konnen durch die Phagen-Ligase verknipft werden. Bestimmte Liga-
sen bendtigen Cofaktoren wie NAD oder ATP.

[0061] Kirzlich wurde eine Reihe von Ligasen aus thermophilen Organismen isoliert, die signifikante Aktivitat
oberhalb 60°C aufweisen und Bedingungen lberleben, bei denen DNA denaturiert. Eine bevorzugte thermo-
stabile Ligase ist von Thermus aquaticus (Takahashi, 1984) abgeleitet und kann auch rekombinant hergestellt
werden (Barany, WO 91/17239, 1991). Die thermostabilen Ligasen zeigen auch eine verminderte Aktivitat zur
Verkniipfung von doppelstréangiger DNA mit glatten Enden oder kurzen komplementéren Uberhangenden. Die-
se Eigenschaften flihren zu einer erhohten Spezifitdt des Nachweises und sind fiir viele analytische Tests und
Anwendungen, die eine Ligation erfordern, glinstig.
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V1.5 MARKIERUNGEN

[0062] Es ist winschenswert, Verfahren bereitzustellen, durch die markierte PNA-DNA Chimaren und mar-
kierte Oligonukleotide enzymatisch als Sonden gekoppelt werden kdnnen um nicht-radioaktiv markierte Liga-
tionsprodukte zu bilden. Fluoreszenz hat Radioaktivitat als bevorzugtes Nachweisverfahren fir viele Ligations-
experimente und Anwendungen ersetzt, wie der Oligonukleotid-Ligationsassay und andere in vitro auf
DNA-Sonden basierende diagnostische Tests. Daher sind Fluoreszenzmarkierungen eine bevorzugte Klasse
von Nachweismarkierungen.

[0063] Markierungen, die die Hybridisierungsspezifitat und -affinitdt erhéhen, werden ebenfalls bevorzugt,
z.B. Agenzien, die an die minor groove binden. Affinitatsliganden-Markierungen sind ebenfalls bevorzugt. Bio-
tin ist eine nuitzliche Affinitatsliganden-Markierung fir chimare Sonden und Oligonukleotide fiir das Capture
und die Isolierung von Ligationsprodukten. In bestimmten Experimenten kann die Biotinmarkierung der Matri-
zennukleinsaure fur Zwecke des Capture, der Isolierung, der Entfernung oder der Gewinnung nitzlich sein.

[0064] Die PNA-DNA Chimaren und die Oligonukleotide, die an der Ligation teilnehmen, kénnen kovalent an-
geheftete Markierungen tragen. Die Markierung kann durch eine aus einer Vielzahl von bekannten Techniken
ausgefuhrt werden, unter Verwendung von bekannten Markierungen, Verknlpfungen, Verknlpfungsgruppen,
Standardreagenzien und Reaktionsbedingungen, und Analyse- und Aufreinigungsverfahren. Im allgemeinen
sollte die Verknupfung, die den Farbstoff und das Oligonukleotid oder die Chiméare verknUpft nicht (i) die Liga-
tion storen, (ii) die Ligaseaktivitat nicht hemmen oder (iii) die Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs nicht
durch z.B. Unterdriickung oder Ausbleichen negativ beeinflussen.

[0065] PNA-DNA Chimare und Oligonukleotide kdnnen an Stellen markiert werden einschliel3lich einer Nuk-
leobase, einem Zucker, dem Aminoethylglycin-Gerust, Amino, Sulfid, Hydroxyl und Carboxyl. Nukleoba-
sen-Markierungsstellen umfassen typischerweise die 7-Deaza- oder C-8 Positionen des Purins oder des Dea-
zapurins, und die C-5 Position des Pyrimidins. Die Verknupfung zwischen der Markierung und der Chimare
oder dem Oligonukleotid (NUC) kann eine Acetylen-Amido oder eine Alken-Amido-Verknipfung sein (Khan,
1998). Typischerweise wird eine Carboxylgruppe auf der Markierung durch Bildung eines aktiven Esters, z.B.
eines N-Hydroxysuccinimid (NHS)-Ester aktiviert und mit einer Aminogruppe auf der Alkynylamino- oder der
Alkenylamino-derivatisierten Chimare oder Nukleotid reagiert. Die entstehende Verknipfung ist ein 3-(Carbo-
xy)amino-1-Propyn-1-yl mit den Strukturen:

0
1]
NUC—C=C—CHyNH—C—Label

0]
]
Chimera—C=C—CHyNH—C—Label

[0066] Markierungen kénnen an Oligonukleotide an jedem geeigneten Ende oder an internen Anheftungsstel-
len angelagert sein, einschliel3lich (i) ein Terminus, z.B. ein 5' und/oder 3' (Mullah, 1998), (ii) eine Internukleo-
tidverknupfung, (iii) ein Zucker, oder (iv) eine Nukleobase. Markierungen werden am effizientesten und am an-
genehmsten am 5'-Terminus mit Fluoreszenzfarbstoffen (FAM, HEX, TET) und anderen Markierungen einge-
baut, die als Phosphoramiditreagenzien funktionalisiert wurden, als Teil des automatisierten Protokolls (Thei-
sen, 1992).

[0067] Eine bevorzugte Klasse von Markierungen stellen ein Signal zum Nachweis der markierten Oligonuk-
leotide durch Fluoreszenz, Chemilumineszenz und elektrochemische Lumineszenz bereit (Kricka, 1992). Zur
Markierung von Oligonukleotiden nitzliche fluoreszierende Farbstoffe umfassen Fluoreszeine (Menchen,
1993), Rhodamine (Bergot, 1992), Energie-Transfer-Farbstoffe (Lee und Spurgeon, 1998), Cyanine (Kubista,
1997) und metallische Porphyrin-Komplexe (Stanton, 1988).

[0068] Beispiele fir Fluoreszein-Farbstoffe umfassen 6-Carboxyfluorescein (6-FAM), 2',4',1,4-Tetrachlorfluo-
rescein (TET), 2'4'5',7',1,4-Hexachlorfluorescein (HEX), 2',7'-dimethoxy-4',5'-Dichlor-6-Carboxyrhodamin
(JOE) und aromatisch substituierte Xanthen-Farbstoffe (Benson, 1997). Das 5-Carboxyl, und andere Be-
reichs-lsomere kdnnen ebenfalls nitzliche Nachweiseigenschaften haben.

[0069] Eine andere bevorzugte Klasse von Markierungen umfassen Fluoreszenzquencher. Das Emissions-
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spektrum eines Quenchers uberlappt mit einem proximalen intramolekularen oder intermolekularen Fluores-
zenzfarbstoff, so dass die Fluoreszenz des Fluoreszenzfarbstoffs im wesentlichen vermindert, oder gequencht
wird, durch das Phanomen des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers ,FRET" (Clegg, 1992). Ein Beispiel
fur FRET in der vorliegenden Erfindung liegt vor, wenn die PNA-DNA chimare Sonde mit einem Fluoreszenz-
farbstoff und die zweite Sonde mit einem Fluoreszenzquencher markiert ist. Alternativ dazu kann die Chimare
mit einem Fluoreszenzquencher und die zweite Sonde mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sein. Vor der
Hybridisierung und der Ligation ist der Fluoreszenzfarbstoff im wesentlichen ungequencht. Nach der Ligation
ist der Fluoreszenzfarbstoff des Ligationsprodukts durch FRET im wesentlichen gequencht.

[0070] Besonders bevorzugte Quencher umfassen in nicht beschrankender Weise (i) Rhodaminfarbstof-
fe,,ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Tetramethyl-6-Carboxyrhodamin (TAMRA), Tetrapropan-6-Car-
boxyrhodamin (ROX) und (ii) DABSYL, DABCYL, Cyaninfarbstoffe umfassend Nitrothiazolblau (NTB), Anthra-
quinon, Malachitgriin, Nitrothiazol und Nitroimidazol-Verbindungen und Ahnliche. Nitro-substituierte Formen
der Quencher werden besonders bevorzugt.

[0071] Energietransfer-Farbstoffe sind eine bevorzugte Klasse von Chimaren- und Oligonukleotidmarkierun-
gen. Eine Energietransfer-Markierung umfasst einen Donorfarbstoff, gekoppelt an einen Akzeptorfarbstoff (Lee
und Spurgeon, 1998). Licht, z.B. von einem Laser, in einer ersten Wellenlange wird durch einen Donorfarbstoff,
z.B. FAM absorbiert. Der Donorfarbstoff emittiert Anregungsenergie, die von dem Akzeptorfarbstoff absorbiert
wird. Der Akzeptorfarbstoff fluoresziert bei einer zweiten, langeren Wellenlange. Die Donorfarbstoff- und Ak-
zeptorfarbstoffreste einer Energietransfer-Markierung kénnen durch einen Linker angeheftet sein, der die 4'
oder 5'-Positionen des Akzeptorfarbstoffs, z.B. FAM, und eine 5- oder 6-Carboxylgruppe des Akzeptorfarb-
stoffs verknupft. Andere starre und nicht-starre Linker kénnen nutzlich sein.

[0072] Metall-Porphyrin-Komplexe, z.B. Aluminium-Phtalocyanin-Tetrasulfonat (Stanton, 1988) und chemilu-
mineszierende Verbindungen, z.B. 1,2-Dioxetan chemilumineszierende Reste (Bronstein, 1990), sind auch be-
vorzugte Klassen von Markierungen fir Chimaren und Oligonukleotide.

[0073] Eine andere bevorzugte Klasse von Markierungen, die hier als Hybridisierungsstabilisierende Reste
bezeichnet werden, umfassen in nicht beschrankender Weise Agenzien, die an die minor groove binden
(Blackburn, 1996, Seiten 337-46), Interkalatoren, Polykationen, wie Poly-Lysin und Spermin, und quervernet-
zende funktionelle Gruppen. Hybridisierungs-stabilisierende Reste kdnnen auch die Stabilitdt der Basenpaa-
rung, d.h., die Affinitat, oder die Hybridisierungsrate erh6hen, was sich in den hohen Schmelztemperaturen,
Tm, der Duplex zeigt. Hybridisierungs-stabilisierende Reste kdnnen auch die Spezifitdt der Basenpaarung er-
héhen, beispielhaft dargestellt durch groRe Unterschiede der Tm zwischen perfekt komplementaren Oligonu-
kleotiden und Zielsequenzen und in Fallen, in denen die entstehende Duplex eine oder mehrere Fehlpaarun-
gen bei der Watson-Crick-Basenpaarung enthalt (Blackburn, 1996, Seiten 15-81). Bevorzugte Agenzien, die
an die minor groove binden, umfassen Hoechst 33258 (Rajur, 1997), CDPI,_, (Kutyavin, 1996), Netropsin und
Distamycin. Andere nutzliche Markierungen umfassen Modifikatoren der elektrophoretischen Mobilitat, Amino-
sauren, Peptide, Enzyme und Affinitatsliganden, z.B. Biotin und Digoxigenin.

[0074] Linker zwischen einer Markierung und der PNA-DNA Chiméare kdnnen eine Amidbindung sein, z.B. wo-
bei die aktive Esterform einer Markierung mit einer Aminogruppe der Chimare gekoppelt ist. Linker kénnen
auch Alkyldiyl, Aryldiyl oder eine oder mehrere Ethylenoxy-Einheiten (Rajur, 1997) umfassen.

V1.6 LIGATION

[0075] Fig. 3A zeigt ein allgemeines Schema der Ligation zwischen einer 3'-Hydroxyl PNA-DNA chiméaren
Sonde und einem 5'-Phosphat-Oligonukleotide als zweite Sonde, hybridisiert an eine DNA-Matrize mit DNA-Li-
gase zur Bildung eines PNA-DNA Ligationsprodukts. Die erste Sonde hat einen 3'-Hydroxylterminus und die
zweite Sonde hat einen 5'-Phosphat-Terminus. Alternativ hat die erste Sonde einen 5'-Phosphat-Terminus und
die zweite Sonde hat einen 3'-Hydroxyl-Terminus.

[0076] Ein Ligationsgemisch umfasstim allgemeinen eine DNA-Matrize, eine PNA-DNA chiméare Sonde, eine
zweite Sonde, die eine andere PNA-DNA chimare Sonde ist oder ein Oligonukleotid, Ligase und andere Liga-
tionsreagenzien. DNA-Sonden, die den PNA-DNA Chiméren entsprechen, kdnnen als Kontrolle oder zum Ver-
gleich verwendet werden. Unter typischen Bedingungen werden die Sonden in einer Endkonzentration von je-
weils 1 pM verwendet.

[0077] Zusatzlich kann das Ligationsgemisch Reagenzien enthalten wie 1 x T4 DNA Ligasepuffer [50 mM
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Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl,, 10 mM Dithiothreitol, 1mM ATP, 25 pg/ml Rinderserumalbumin] und 1000 Ein-
heiten T4 DNA Ligase plus 10 Einheiten T4 Polynukleotidkinase in einem Volumen von 50 pl. Das Ligations-
reagenz kann auch Kofaktoren der Ligase enthalten, z.B. NAD und ATP, Polyethylenglykol, EDTA, KCI, Am-
moniumsulfat, Dithiothreitol, BSA, MgCl,, Tris-HCI, Glycerin, Wasser, NaCl, Mercaptoethanol, und andere Sal-
ze und Puffer. Das Gemisch kann bei 22 bis 25°C fiir 3 Stunden oder langer inkubiert werden. Wahrend der
Ligation kann die Zugabe von 10 bis 20 Einheiten T4 Polynukleotidkinase fur die Ligation nutzlich sein.

[0078] Typischerweise nach der Inkubation werden die Reaktionsprodukte der Ligase bei 80°C fiir etwa 20
Minuten durch Hitze inaktiviert und auf Eis oder flr eine kurze Zeit nach 4°C gestellt. Fir die Analyse werden
typischerweise 5 bis 25 pmol des Ligationsprodukts mit einer Endkonzentration von 1x Ladepuffer (45 mM Tris
Base, 45 mM Borsaure, 0.4 mM EDTA, 3% Ficoll, 0.02% Bromphenolblau; 0.02 Xylencyanol) vermischt, und
fur 10 bis 20 Minuten bei 95°C denaturiert. Die Probe wird dann auf ein 10-15% denaturierendes PAGE-Gel
geladen und in 1xTBE (89 mM Tris Base, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA, pH 8.3) bei 100 bis 160 V, 70°C fur
25-60 min aufgetrennt. Das Ligationsprodukt wird durch Farbung des Gels mit SYBR-griin (Molecular Probes,
Eugene, OR) in einem Volumen von 40 bis 120 ml in 1xTBE fur 10 bis 30 Minuten sichtbar gemacht. Das Bild
kann in einem Geldokumentationssystem (zB Chemilmager 4000 Imaging System, Alpha Innotech Corporati-
on, San Leandro, CA) festgehalten werden.

[0079] Fig. 3B zeigt die Sequenzen von Matrize und Sonde fir einen Ligationsassay in einem Modellsystem.
Die Sondensequenzen umfassen zwei Oligonukleotidsonden, 6nt und 9nt, und finf PNA-DNA Chimaren, die
0 bis 4 DNA 2'-Desoxynukleotide enthalten. Die Oligonukleotide und die Chimaren hybridisieren an eine 38 nt
DNA-Matrize. Die Matrize ist am 3'- oder 5'-Ende mit Biotin markiert, um die Isolierung und den Transfer zu
erleichtern.

[0080] Der Oligonukleotid Ligationsassay (OLA) ist ein angenehmes, hoch-stringentes Verfahren, das die Un-
terscheidung zwischen bekannten DNA-Sequenzvarianten ermdglicht (Landegren, 1988). Die Multiplex-Ana-
lyse hoch polymorpher Loci ist zur Identifizierung von Individuen nitzlich, z.B. bei Vaterschaftstest und in der
Forensik, bei der Ubereinstimmung von Donor und Empfanger bei Organtransplantationen, genetischer Krank-
heitsdiagnose, Prognose und bei pranataler Beratung, und anderen auf Genetik basierenden Tests, die auf der
Unterscheidung von Einzelbasenunterschieden in einer Vielzahl von Loci beruhen (Delahunty, 1996). Produkte
eines Multiplex Oligonukleotid Ligationsassays (OLA) kénnen elektrophoretisch voneinander und von unligier-
ten Sonden unter denaturierenden Bedingungen mit Fluoreszenz-Nachweis getrennt werden (Grossman,
1994). Die Eig. 8A bis Fig. 8C zeigen z.B. verschiedene Assays, wobei zwei PNA-DNA Chimaren, eine Wildtyp
(WT)-Sequenz Chimare und eine Chimare mit mutierter Sequenz verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe tragen.
Nur dann, wenn die mutierte Sequenz in der Zielsonde anwesend ist, dann wird sich die Chimare mit der mu-
tierten Sequenz an die benachbart angelagerte zweite Sonde (Oligo) ligieren, wenn das mutierte Basenpaar
an der Ligationsstelle ist (Eig. 8A).

[0081] Die Ligationsprodukte kdnnen unterschieden werden durch Auftrennung basierend auf: (i) GréRe unter
Verwendung von Elektrophorese oder Chromatographie und/oder (ii) nachweisbarer Markierungen (Gross-
man, 1994). Wenn eine Vielzahl von Fluoreszenzfarbstoffen an Chimaren gekoppelt ist, wobei Sequenzen auf
einzigartige Zielsequenzen gerichtet sind, dann kann die Multiplex OLA in einer einzigen Probe in einem ein-
zigen Gefal durchgefiihrt werden. Erfordernisse fur eine effiziente Multiplex OLA umfassen Sonden, die in ei-
ner hochspezifischen und schnellen Weise anlagern und ligieren. Die Chiméaren und die Sequenzen der zwei-
ten Sonde kdnnen so ausgewahlt sein, dass die mutierte Base, oder der Einzelbasen-Polymorphismus am
5'-Phosphate der zweiten Sonde (Fig. 8B) oder am 3'-Terminus der Chiméare vorliegen (Fig. 8C).

[0082] Es ist beabsichtigt, dass erfindungsgemaRe OLA Experimente auf festen Substraten durchgefihrt
werden, wobei die Matrizen-Nukleinsaure, die PNA-DNA chiméare Sonde, oder die zweite Sonde auf einem fes-
ten Partikel oder einem Kigelchen, oder auf einer festen porésen oder nicht-porésen Oberflache immobilisiert
sind. Nach Immobilisierung werden die Matrize, die Chimare oder die zweite Sonde vorzugsweise kovalent an
das feste Substrat angeheftet, z.B. Giber eine terminale Monomer-Einheit. Das feste Substrat kann Polystyrol,
Glas mit kontrollierter PorengréfRe, Silicagel, Silica, Polyacrylamid, magnetische Kiigelchen, Polyacrylat, Hy-
droxyethylmethacrylat, Polyamid, Polyethylen, Polyethylenoxy und Copolymere und Implantate eines der vor-
hergehend genannten festen Substrate sein. Die Konfiguration oder das Format des festen Substrats kénnen
kleine Partikel oder Kigelchen von etwa 1 bis 50 ym Durchmesser sein, Membranen, Fritten, Objekttrager,
Platten, Mikrochips, Alkanethiol-Goldschichten, nicht-porése Oberflachen und Polynukleotid-immobilisierende
Medien sein.

[0083] Eine PNA-DNA chimare Sonde ist z.B. durch einen Linker kovalent an den Aminoterminus einer
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nicht-porésen, anorganischen Oberflache, z.B. Glas (Guo, 1994) angeheftet. Es wird zugelassen, dass sich
eine Matrizen-Nukleinsdureprobe an die chimare Sonde hybridisiert, unter Bedingungen, die die Hybridisie-
rung férdern. Eine zweite Sonde mit einer Sequenz, die komplementar zur Matrize ist, wird zur hybridisierten
Duplex zugegeben und die zweite Sonde hybridisiert an die Matrize benachbart zur chimaren Sonde. Die chi-
mare Sonde und die zweite Sonde werden durch eine Ligase miteinander ligiert. Das ligierte Produkt kann
nachgewiesen und/oder isoliert werden, wobei die chimare Sonde, die Matrize oder die zweite Sonde eine Mar-
kierung oder einen Affinitatsliganden tragen und dadurch ein Oligonukleotids-Ligationsassay durchgefiihrt
wird.

[0084] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird ein Array von chimaren Sonden auf einem festen Substrat
aufgereiht, wobei eine chimare Sonde bekannter Sequenz einen definierten Bereich auf einer zweidimensio-
nalen Oberflache besetzt. Die Anzahl von chimaren Sonden auf irgendeiner bestimmten Oberflache kann hun-
dert oder auch Tausende betragen, begrenzt durch die rdumlichen Erfordernisse fir Synthese, Anheftungen
und Nachweis (Fodor, 1995). Alternativ dazu kann ein Array von Sonden auf Kiigelchen oder Partikeln, die in
Vertiefungen oder Gefalen enthalten sind, immobilisiert sein. Eine Matrize, oder ein Gemisch aus Matrizen
kann fur die Hybridisierung an die immobilisierten chimaren Sonden auf der Oberflache zugegeben werden. In
Fallen, in denen eine ausreichende Sequenzkomplementaritat unter den definierten Hybridisierungsbedingun-
gen existiert, wird eine Duplexbildung auftreten. Ein Gemisch aus zweiten Sonden kann getrennt, oder mit der
Matrizenprobe zur Hybridisierung zugegeben werden. In Anwesenheit von Ligase wird Ligation nur auftreten,
wenn chimare Sonden und zweite Sonden benachbart hybridisiert sind. Unhybridisierte Sonden und Matrizen-
proben kénnen durch Waschen unter Bedingungen entfernt werden, die die Hybridisierung erhalten, oder unter
denaturierenden Bedingungen. Wenn die zweite Sonde eine Markierung tragt, z.B. einen Fluoreszenzfarbstoff,
dann wird das Ligationsprodukt kovalent auf der Oberflache immobilisiert und kann z.B. durch Laser-induzierte
Fluoreszenz nachgewiesen werden. Aus dem Wissen Uber immobilisierte chimare Sonden-Sequenzen kann
die Anwesenheit bestimmter Sequenzen in der Matrizenprobe aus der (den) Lokalisation(en) der nachgewie-
senen Fluoreszenz auf der Array-Oberflache abgeleitet werden.

[0085] In einem zweiten erfindungsgemalien Aspekt wird ein Kit fir die Ligation bereitgestellt. In einer Aus-
fuhrungsform umfasst der Kit, der zur Durchfiihrung des erfindungsgemafien Verfahrens nitzlich ist, z.B.: (i)
eine PNA-DNA Chimare, die von 3 bis 15 aufeinanderfolgende PNA-Monomereinheiten enthalt, von 2 bis 15
aufeinanderfolgende Nukleotide, und ein 3'-Hydroxyl; (ii) eine zweite Sonde, wobei die zweite Sonde eine
PNA-DNA Chimare oder ein Oligonukleotid ist und (iii) ein Ligaseenzym und eine Matrizennukleinsaure, um-
fassend eine Sequenz, die zur chimaren Sonde komplementar ist oder im Vergleich zur chimaren Sonde eine
oder mehrere Fehlpaarungen enthalt. Die Chimare und/oder das Oligonukleotid kdnnen mit einer nicht-radio-
aktiven Markierung markiert sein. In einer anderen Ausflihrungsform enthalt der Kit zusatzlich eine Polynukle-
otidkinase.

[0086] Aus der vorhergehenden Diskussion kann man sehen, wie verschiedene Eigenschaften und Vorteile
der Erfindung erflllt werden. Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zum Nachweis von ausgewahlten
Zielsequenzen bereit, wobei das Verfahren hoch sensitiv und akkurat ist. Ausgewahlte Zielsequenzen kénnen
nachgewiesen werden unter Verwendung chimarer PNA-DNA Sonden, die zielspezifische Sequenzen enthal-
ten, die kirzer als die von Sonden sind, die ausschlief3lich aus DNA bestehen, die in friheren Oligonukleo-
tid-Ligationsassays verwendet wurden. Die chimaren Sonden erfordern daher weniger Sequenzinformation
Uber die Zielsequenz, und kénnen weniger teuer in der Synthese sein.

[0087] Zusatzlich kann die vorliegende Erfindung an eine Vielzahl von Zielsequenzen und Assayformate an-
gepasst werden, und kann leicht automatisiert werden.

VI.7 BEISPIELE

[0088] Die Erfindung wird weiter durch die folgenden Beispiele veranschaulicht, die lediglich beispielhaft und
nicht beschrankend zu verstehen sind.

Beispiel 1 Markierung der PNA-DNA Chimare
Markierung mit TAMRA und NTB:
[0089] Die Markierung wird durchgefiihrt mit 5 mg NHS Ester von TAMRA oder NTB, gelést in 100 ul DMF

und 10 pl DIEA. Das Markierungsgemisch wird zu der an einen Trager gebundenen PNA-DNA Chimare hinzu-
gegeben und fiir 2 bis 18 Stunden reagieren gelassen (typischerweise tiber Nacht). Nach der Markierung mit
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DMF und nach DCM vor der Spaltung wird der Trager gewaschen.

Markierung mit CDPI:

[0090] CDPI, wird durch drei aufeinander folgende Kopplungen von Fmoc-CDPI (Lukhtanov, 1995) an den
Aminoterminus einer PNA-DNA Chimére angeheftet, um CDPI,-markierte PNA-DNA Chiméren zu ergeben.
Die CDPI-Monomereinheit, 1,2-Dihydro-(3H)-pyrol[3,2-e]indol-7-carboxylat, geschuitzt mit Fmoc (5 mg, 0.012
mmol) wird in 100 pl NMP gel6st und durch 0.95 Aquivalente HATU (0.2M in DMF) und 2 Aquivalente DIEA
(0.4 M in DMF) aktiviert. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur wird die aktivierte Fmoc-CDPI-Lésung zur an
den Trager gebundenen Chiméare zugegeben und die Kopplung wird fiir eine weitere Stunde bei Raumtempe-
ratur ermdglicht. Das Harz wird nach der Kopplung mit 20 ml DMF gewaschen. Fmoc wird durch Behandlung
des Harz-Tragers mit 1:4 Piperidin:DMF fur 10 Minuten bei Raumtemperatur entfernt. Dieser Zyklus aus Kopp-
lung und Entschiitzung wird weitere zwei Mal fur insgesamt 3 manuelle Kopplungen durchgefiihrt, um zu
CDPI;-markierten PNA-DNA Chiméren zu fuihren.

Beispiel 2 Ligation

[0091] Fig. 4 zeigt Ligationsexperimente, wobei ein Ligationsgemisch eine Matrize enthielt und zwei Sonden
in einer Endkonzentration von jeweils 1 uM, 1 x T4 DNA Ligasepuffer [50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl,,
10 mM Dithiothreitol, 1mM ATP, 25 pg/ml Rinderserumalbumin] und 1000 Einheiten T4 DNA Ligase (New En-
gland Biolabs, Beverly, MA) in einem Volumen von 50 pl. T4 DNA-Ligase ist auch von Boehringer Mannheim
erhaltlich. Etwa 70 Einheiten von NE Biolabs T4 DNA Ligase ist aquivalent zu 1 Weiss Einheit der Boehringer
Mannheim T4 Ligase. Die gleichen Reaktion werden auch ohne Ligase durchgefiihrt. Nach Inkubation bei 22,5
bis 25°C fiir 3 bis 4 Stunden wurde das Reaktionsgemisch auf 80°C fir 20 Minuten erhitzt und dann bei 4°C
gelagert. Finf ml des Reaktionsgemisches wurden auf ein 15% Polyacrylamidgel aufgetragen, wobei eine
elektrophoretische Trennung bei 120-140V fir 20-60 Minuten unter denaturierenden Bedingungen (7M Harn-
stoff) erfolgte (Eig. 4A). Die Ligation der 5-Phosphat-Oligonukleotide(DNA2, DNA4 oder DNAS) an ein Oligo-
nukleotid DNA3 oder an PNA-DNA Chimaren wurden auf Matrizen durchgefihrt (DNA1 oder DNAG6), gemal
Tabelle 2. Die Ligation mit der T4 Ligase (oberes Gelbild) ist in den Spuren 3, 4, 6, 8, und 10 zwischen den
PNA-DNA Chimaren und den 5'-Phosphat-Oligonukleotiden durch das Auftreten neuer Banden evident. Die
Ligation war bei den Chimaren, die 6 PNA-Monomere und von 2 bis 4 2'-Desoxynukleotidmonomere aufwei-
sen, effektiv. Die Kontrollligation zwischen zwei Oligonukleotidsonden (Spur 2) zeigt eine Ligationspro-
dukt-Bande. Kontrollligation nur mit einer Sonde (Spuren 1, 5, 7, 9) zeigt keine neue Bande. Experimente ohne
T4 Ligase (unteres Gelbild) zeigen Banden fur die Matrizen und die Sonden.

Tabelle 2. Figuren 4A-4B

Spur Matrize PNA-DNA S5’-Phosphat-
gﬁggiﬁdeo ticc;der Oligonukleotid

1 DNAI DNA2

2 DNA1 DNA3 DNA2

3 DNA1 PNA¢-DNA; DNA2

4 DNAI1 PNA;-DNA; DNA2

5 DNAI DNA4

6 DNA1 PNAg-DNA; DNA4

7 DNAI DNAS

8 DNAI PNA-DNA4 DNAS

9 DNA6 DNAS

10 DNAG6 PNA,;-DNA; DNAS
M DNA Oligo-Leiter

16/49



DE 60016947 T2 2005.12.15
DNAI (SEQ. IDNO. 9)

Biotin-cgctcaacacatagcatggtctagaactaagectggaa

DNA®6 ‘ (SEQ. ID NO. 15)

cgctcaacacatagcatggtaaagccgggacctaactgtt

DNA3 tagttctag (SEQ. ID NO.2)
PNA4-DNA, TAGTTC-ta (SEQ.IDNO. 5)
PNA,-DNA; TAGTTC-tag (SEQ. ID NO. 6)
PNAy,-DNA; TAGTTC-taga (SEQ.IDNO.7)
PNA,; -DNA; TAGGTCCCGGC-ttta (SEQ. ID NO. 10)
DNA2 5'-phos accatgctatgtgttgageg (SEQ. ID NO. 11)

DNA4 5' -phos-gaccatgctatgtgttgageg-biotin (SEQ.ID NO. 12)

DNAS s' -phos-ccatgctatgtgttgagcg-biotin (SEQ. ID NO. 8)
(GroRbuchstaben -PNA, Kleinbuchstaben -DNA)

[0092] Fig. 4B zeigt die quantitative Abschatzung der Ligasereaktionen in Fig. 4A durch Densitometrie mit
dem SpotDenso Programm. Die von den Kastchen eingeschlossenen Boxen sind die 5'-Phosphat-Sonden, die
nach der Ligation verbleiben. Die negativen Kontrollexperimente in den Spuren 1, 5, 7 und 9 etablierten die
Konzentrationen anverbliebener 5'-Phosphat-Sonde, wenn keine Ligation auftrat. Die positiven Kontrollexperi-
mente in Spur 2 ergaben die Ligationseffizienz zwischen Sonden, die nur aus DNA bestehen. Aus diesen quan-
tifizierten Werten kdnnen die Ligationseffizienzen mit PNA-DNA ;himéaren Sonden aus den Bereichen (IDV -in-
tegrierter Dichte-Wert) in der Aufstellung (rechts) berechnet werden.

[0093] Fig. 5 zeigt Ligationsexperimente mit der T4 DNA Ligase mit PNA-DNA .himaren Sonden, an die 1 bis
4 DNA-Basen am 3'-Terminus des PNA-Oligomers angeheftet sind und einer zweiten Sonde, einem 5'-Phos-
phat-Oligonukleotid von variabler Lange (Spuren 4-7). Die Langen der Chimére und der Oligonukleotid-Son-
den werden so ausgewahlt, dass sie Ligationsprodukte gleicher Lange bilden (Tabelle 3). Zusatzlich wurden
Kontrollligationen durchgefiihrt, in denen anstelle der Chimare, keine Sonde (Spur 2), eine vollstandig aus PNA
bestehende Sonde (Spur 3) und eine vollstdndig aus DNA bestehende Sonde, 6nt (Spur 8) und eine vollstandig
aus DNA bestehende Sonde, 9nt (Spur 9) verwendet wurden. Das Ligationsgemisch enthielt eine 38 nt
DNA-Matrize und die zwei Sonden in einer Endkonzentration von jeweils 1uM, 1 x T4 DNA Ligasepuffer [50
mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl,, 10 mM Dithiothreitol, 1mM ATP, 25 pg/ml Rinderserumalbumin] und 1000
Einheiten T4 DNA Ligase in einem Volumen von 50 pl. Die Ligationsreaktionen wurden bei 22,5 bis 25°C fiir 3
bis 4 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Reaktionsgemisch 20 Minuten lang bei 80°C erhitzt
und dann bei 4°C gelagert. Funf ml des Reaktionsgemisches wurden auf ein 15% Polyacrylamidgel aufgetra-
gen, wobei eine elektrophoretische Trennung bei 120-140V fiir 20-60 Minuten unter denaturierenden Bedin-
gungen (7M Harnstoff, 70°C) erfolgte. Danach erfolgte Farbung mit SYBR-Griin. Fig. 5 zeigt ein gescanntes
Bild des gefarbten Gels. Fig. 5B ist eine schematische Darstellung der Ligation von PNA, PNA-DNA Chimare
und DNA an 5'-Phosphat-Oligonukleotide, die an eine DNA-Matrize 38 nt (SEQ ID NO:9) hybridisiert sind.

[0094] Aus neuen Banden unterhalb von den Matrizen-Banden ist ersichtlich, dass PNA-DNA Chimaren ligiert
werden, wobei die Chimare 2, 3 oder 4 DNA-Monomere aufweist (2-Desoxynukleotide), bzw. Spuren 5-7. Bei
einer Sonde, die ausschliel3lich aus PNA besteht und bei einer Chimare, die nur 1 DNA-Monomer enthalt, zeigt
sich keine Ligation, bzw. Spuren 3 und 4. Spur 1 ist eine Negativkontrolle. Spuren 8 und 9 sind Positivkontrol-
len, wobei 6nt und 9nt Oligonukleotide an 5'-Phosphat-Oligonukleotide ligiert werden. Die elektrophoretische
Verlangsamung der PNA in den Ligationsprodukten der Chimaren, Spuren 5-7 ist offensichtlich verglichen mit
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den Ligationsprodukten bei ausschlieRlich aus DNA bestehenden Sonden, Spuren 8 und 9.

Tabelle 3. Figuren 5A-5B

Sonden

Spur DNA-Matrize 5’-Phosphat-DNA PNA-DNA Chimare

2 38nt 23nt keine

3 38nt 23nt PNA,

4 38nt 22nt PNA4-DNA,

5 38nt 2Int PNA;-DNA,

6 38nt 20nt ‘ PNA,-DNA;

7 38nt 19nt . PNA4-DNA,

8 38nt 23nt DNA,

9 38nt 20nt DNAg

| M = DNA Oligonukleotid Leiter
DNA, tagttc (SEQ. IDNO. 1)
DNA, tagttctag (SEQ. IDNO. 2)
PNA, TAGTTC (SEQ. IDNO. 3)
PNA,-DNA, TAGTTC-t (SEQ. ID NO. 4)
PNA.-DNA; TAGTTC-ta (SEQ. ID NO. 5)
PNA.-DNA: TAGTTC-tag . (SEQ. ID NO. 6)
PNA.-DNA; TAGTTC-taga (SEQ.ID NO. 7)

[0095] 5'-Phosphat-Oligos:

19nt 5'-phos-ccatgctatgtgttgageg-biotin (SEQ. ID NO. 8)

20nt 5'-phos-accatgctatgtgttgagcg-biotin (SEQ.ID NO. 11)
21nt 5'-phos-gaccatgctatgtgttgagcg-biotin (SEQ. ID NO. 12)
22nt 5'-Phos-agaccatgctatgtgttgagcg-biotin (SEQ. ID NO. 13)
23nt 5'-Phos-tagaccatgctatgtgttgagcg-biotin (SEQ. ID NO. 14)

[0096] DNA-Matrize 38 nt:
cgctcaacacatagcatggtccagaactaagcctggaa
(SEQ. ID NO. 16)

(GroRbuchstaben -PNA, Kleinbuchstaben -DNA)

[0097] Fiqg. 6 zeigt die Spezifitdt der Ligation mit PNA-DNA chimaren Sonden. PNA-DNA Chimaren und
5'-Phosphat-Oligonukleotide wurden auf Matrizen ligiert, als perfekte Ubereinstimmungen und mit Fehlpaarun-
gen. Ligationsgemische enthielten eine Matrize und zwei Sonden in einer Endkonzentration von jeweils 1 uM,
1 x T4 DNA Ligasepuffer [50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl,, 10 mM Dithiothreitol, TmM ATP, 25 pg/ml
Rinderserumalbumin] und 1000 Einheiten T4 DNA Ligase in einem Volumen von 50 pl. Die Ligationsreaktionen
wurden bei 22,5 bis 25°C fur 3 bis 4 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Reaktionsgemisch 20
Minuten lang bei 80°C erhitzt und dann bei 4°C gelagert. FUnf ml des Reaktionsgemisches wurden fur PAGE
Analyse verwendet, wobei eine elektrophoretische Trennung bei 120-140V fur 20-60 Minuten erfolgte.
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Tabelle 4. Figur 6.

Phosphorylierte DNA
Spur DNA- ,2Matched“ ,Mismatched PNA-DNA Chimaére oder
Matrize DNA-Oligonukleotid

1 DNAIC DNA2 DNA,

2 DNAIC DNA2 DNA2A DNAy

3 DNAIC DNA2 PNA¢-DNA;

4 DNAIC DNA2 DNA2A PNA,-DNA;

5 DNAIC DNA3 PNA-DNA4 (mismatched)

6 DNA2C DNAZA DNA¢ (mismaiched)

7 DNA2C DNA2A PNA,-DNA; {(mismatched)

8 DNA2C DNA4 . PNA,-DNAs (mismatched)
M DNA-Oligonukleotid-Leiter

[0098] DNA-Matrize

DNA1C (SEQ. ID NO). 27)
Biotin-cgctcaacacatagcatggcctagaactaagcctggaa
DNA2C (SEQ. ID NO. 16)
Biotin-cgctcaacacatagcatggtccagaactaagcctggaa

[0099] Phosphorylierte DNA

DNA2 5'-Phos-gccatgctatgtgtt-Biotin (SEQ. ID NO. 17)
DNA2A 5'-Phos-accatgctatgtgtt-Biotin (SEQ. ID NO. 18)
DNAS 5'-Phos-ccatgctatgtgttgagceg-Biotin (SEQ. ID NO. 8)
DNA4 5'-Phos-accatgctatgtgttgagcg-Biotin (SEQ.ID NO.11)
DNA

DNA, tagttctag (SEQ. ID NO. 2)

[0100] PNA-DNA Chimare

PNA¢-DNA, TAGTTC-ta (SEQ. ID NO. 5)
PNAs-DNA; TAGTTC-tag (SEQ. ID NO. 6)
PNAs-DNA. TAGTTC-taga (SEQ. IDNO. 7)

(GrofRRbuchstaben -PNA, Kleinbuchstaben -DNA)

[0101] Die Experimente in Fig. 6 zeigen, dass PNA-DNA chimare Sonden zum Auftreten einer Ligation ein
hohes MaR an Sequenzkomplementaritat bendtigen. Wenn entweder in der chimaren Sonde oder in der zwei-
ten Sonde eine Fehlpaarung auftritt, dann ist keine Ligation nachweisbar, innerhalb der Grenzen des gezeigten
Systems. Zum vergleich, Sonden, die vollstandig aus DNA bestehen, sind weniger spezifisch. Tritt eine Fehl-
paarung in einer Sonde auf, die vollstandig aus DNA besteht, dann istimmer noch ein wenig Ligation zu sehen.
Spur 1 ist eine positive Kontrollligation, wobei zwei Oligonukleotide mit der Matrize perfekt Gbereinstimmen (W)
und ligieren, um ein Produkt zu bilden, dass bei der erwarteten GréRRe von 24 nt wandert. Das Experiment von
Spur 2 weist zusatzlich eine fehlgepaarte Sonde (W+M) auf, die ligiert, was sich durch das Auftreten einer neu-
en Bande zwischen dem Produkt der perfekten Ubereinstimmung und der Matrize (38 nt) zeigt. Die fehigepaar-
te Sonde, DNA2A, hat eine Fehlpaarung an der Ligationsstelle, der A-Base am 5'-terminus der 5'-Phos-
phat-Sonde. Das Experiment von Spur 3 ligiert ibereinstimmende PNA,-DNA, Chimaren und eine DNA2 zwei-
te Sonde, wodurch eine neue Bande entsteht, die schneller als die Matrize wandert. Das Experiment von Spur
4 weist zusatzlich die fehlgepaarte DNA2A Sonde auf. Im Gegensatz zu dem Experiment nur mit DNA in Spur
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2, ligiert die fehlgepaarte DNA2A nicht mit der Chiméare, was zeigt, dass durch den PNA-Rest eine grofiere
Spezifitdt verliehen wird. Die Experimente von Spuren 5 und 7 haben in dhnlicher Weise Fehlpaarungen am
3'-Terminus der Chimaren. Der 3'-Terminus der Chiméare im Experiment von Spur 8 hat eine Deletion und eine
Fehlpaarung. Diese Experimente in den Spuren 5, 7 und 8 zeigen kein Ligationsprodukt. Das Experiment von
Spur 6 hat eine Fehlpaarung in der DNA,-Sonde an der vorletzten Base nahe dem 3'-Terminus. In diesem Ex-
periment ist ein Ligationsprodukt vorhanden, worin sich die niedrigere Spezifitat der Ligation von Sonden zeigt,
die vollstandig aus DNA bestehen.

[0102] Zusammengefasst veranschaulichen die in Fig. 6 gezeigten Ligationsexperimente, dass PNA-DNA
chimare Sonden, wenn sie an Oligonukleotide ligiert sind, besser in der Lage sind, Basenpaar-Fehlpaarungen
(Spezifitat) zu unterscheiden als Ligationen zwischen Oligonukleotidsonden, die nur aus DNA bestehen, un-
geachtet dessen, ob die Fehlpaarung in der chimaren Sonde oder der Oligonukleotid-Sonde auftritt.

Beispiel 3 MALDI-TOF Analyse der Ligationsreaktion

[0103] Massenspektren erhielt man auf einer MALDI-TOF MS (Voyager DE, PerSeptive Biosystems, Tochter-
gesellschaft von PE Corporation) Workstation. Entsalzte Proben werden 1:1 mit Matrixlésung vermischt, die
aus 50mg/ml Hydroxy-Picolinsaure, 50 mM Ammoniumcitrat und 30% Acetonitril besteht, und werden auf eine
Probenplatte aufgetropft. , Time-of-flight"-Daten von 20 bis 50 individuellen Laserpulsen werden auf einem
transienten Digitalisierer aufgezeichnet und gemittelt, wonach die gemittelten Spektren durch eine Daten ver-
arbeitende Software automatisch in Massen umgewandelt werden. Fig. 7 von Ligationsreaktionen. Ein 3'-bio-
tinyliertes 20 nt Oligonukleotid (Masse 6303) und eine PNA-DNA Chimare (Masse 2539) wurden an die 5'-Bi-
otinylierte DNA-Matrize 38 nt (Masse 12358) hybridisiert. Fig. 7 zeigt MALDI-TOF Massenspektrokopie-Ana-
lyse des Gemischs ohne Ligase. Die Analyse zeigt nur lonenpeaks der Ausgangsmaterialien. Wenn das Liga-

tionsgemisch Ligase enthalt (Eig. 7B), dann zeigt sich ein Ligationsprodukt mit der erwarteten Masse von
8823.8.

Matrize: (SEQ ID NO. 9)
Biotin-cgctcaacacatagcatggtctagaactaagectggaa

5'-phos-accatgctatgtgttgagcg-biotin (SEQ.IDNO. 11)
(mass 6303}

Ac-TAGTTC-tag (mass 2539) (SEQ. ID NO. 6)
Ligationsprodukt:
Ac-TAGTTC-tagaccatgctatgtgttgageg-biotin (SEQ.ID NO. 19)

{mass 8824)

Ac = acetylierter Aminoterminus

(GroRbuchstaben -PNA, Kleinbuchstaben -DNA)
Beispiel 4 Multiplex Oligonukleotid-Ligationsassay flir CFTR-Loci

[0104] OLA Reaktionen fur CFTR-Loci wurden in einem Réhrchen im Multiplex-Ansatz durchgefiihrt. Zwei un-
terschiedlich markierte (d.h., FAM oder TET an der 5'-Stelle) PNA-DNA Chiméaren und ein 5'-phosphoryliertes
DNA-Oligonukleotid wurde zur Analyse jeder Mutation verwendet. Die Sequenzen der Sonden und der Matri-
zen sind in Eig. 8 dargestellt. Alle Multiplex-OLA Reaktionen werden in einem Reaktionsvolumen von 20 pl
durchgefiihrt, enthaltend 20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 25 mM Kaliumacetat, 10 mM Magnesiumacetat, 10 mM DTT,
1mM NAD, 0.1 % Triton X-100, 1 bis 50 nM jeder Sonde, 5 bis 10 pl von gepooltem PCR-Produkt und 2 bis 10
Einheiten thermostabile Ligase wie Thermus aquaticus Ligase. Die lineare Amplifikation des Produkts wird er-
reicht durch 20 bis 30 Zyklen bei 94°C fur 30 sec., und 30-50°C fir 1 bis 3 Minuten, gefolgt von Erhitzen auf
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95°C fur 10 bis 20 Minuten in einem Modell 9700 Thermocycler (PE Biosystems, Division von PE Corporation).

[0105] Ein Aliquot von jeweils 2pl von jedem Multiplex OLA-Produkt wurde mit 2,5 ml deionisiertem Forma-
mid, 0.5 pl Dextranblau-Ladepuffer und 0,5 yl GENESCAN-500 TAMRA-GroRRenmacker vermischt. Das Ge-
misch wurde bei 95°C flir 3 Minuten denaturiert und dann vor Beladen des Gels schnell auf Eis abgekuhlt.
OLA-Produkte wurden fir 3,5 h bei 2500 V auf einem Modell 373A Fluoreszenz-Scan DNA-Sequenziergerat
(PE Biosystems, Division von PE Corporation) mit einem 8% Acrylamid, 19:1 Acrylamid:Bisacrylamid denatu-
rierenden Gel, das 8.3 M Harnstoff, 89 mM Tris, 89 mM Borsaure und 2 mM EDTA enthielt, elektrophoretisch
aufgetrennt. Die resultierenden Geldaten werden hinsichtlich Peak-Farbe und Fragmentengrée mit der GE-
NESCAN Fragment Analyse Software und der Genotyper Software (PE Biosystems, Division von PE Corpo-
ration) analysiert.

[0106] Fig. 9 zeigt den Oligonukleotid-Ligationsassay mit den PNA-DNA chimaren Sonden zur Unterschei-
dung von Mutation in humanen CFTR Loci. Ligationsgemische enthielten eine Matrize und zwei Sonden in ei-
ner Endkonzentration von jeweils 1 uM, 1 x T4 DNA Ligasepuffer [50mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl,, 10
mM Dithiothreitol, 1mM ATP, 25 pg/ml Rinderserumalbumin] und 1000 Einheiten T4 DNA Ligase (New England
Biolabs) plus 10 Einheiten T4 Polynukleotidkinase in einem Volumen von 50 ul. Die Gemische wurden bei 22,5
bis 25°C fiur 3 bis 4 Stunden inkubiert. Nach Inkubation wurde das Reaktionsgemisch fir 20 Minuten auf 80°C
erhitzt und dann bei 4°C gelagert. Funf pl des Reaktionsgemischs wurden fur eine PAGE Analyse verwendet,
mit Elektrophorese bei 120-140 V fir 20-60 Minuten. (9A) humaner pCFTR621G-T Exon 4; (9B) humaner
pCFTR1078delT: Exon 7; (9C) humaner pCFTRG551D: Exon 11. (GroBbuchstaben — PNA, Kleinbuchstaben
-DNA).

[0107] Eig. 9D zeigt gescannte Bilder von OLA Experimenten mit PNA-DNA chimaren Sonden und eine Kon-
trollspur mit DNA (Spur 10). Die Ligation mit 3-TAMRA-markierten, 5'-Phosphat-Oligonukleotiden mit
PNA10-DNAS3 Chimaren des CFTR Lokus 621G-T mit der T4 DNA-Ligase erzeugte ein fluoreszenzmarkiertes
Produkt, sichtbar ohne Farbung unter UV-Licht (9D, oberes Gel) und durch Farbung mit SYBR-Griin (9D, un-
teres Gel). Ligationsprodukte mit PNA-DNA chimaren Sonden zeigen sich auch in den Experimenten in den
Spuren 3 und 9.

Tabelle 5. Figur 9D

Spur DNA-Matrize PNA-DNA Chimare 5’-Phosphat-
oder Oligonukleotid Oligonukleotid

1 la

2 la 2 (FAM)

3 la PNAo-DNA; 2

4 b

5 ib 3 (TAMRA)

6 ib , PNAo-DNA; 3 (TAMRA)

7 ic

8 le 4

9 lc PNAs-DNA; 4

10 Ic DNAy 4

M DNA Oligo-Leiter

[0108] DNA-Matrize

DNA1a (SEQ. ID NO. 20)
gtttgatttataagaaggtaatacttccttgcacag

DNA1b (SEQ. ID NO.21)
cacagataaaaacaccacaaagaaccctgagaagaagaag
DNA1c (SEQ. ID NO. 9)
Biotin-cgctcaacacatagcatggtctagaactaagcctggaa

[0109] PNA-DNA Chimére
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Ac-CAAGGAAGTA-tta
Ac-CTTCICAGGG-tte

TAGTTC-taga

tagttctag

[0110] 5'-Phosphat-Oligonukleotide

2(FAM) 5'-Phos-ccttcttata-FAM-3"

2 5! -Phos~ccttertata-3?

3(TAMRA) 5'-Phos-tttgtggtgtttt-TAMRA-3’

4 5'-Phos-ccatgctatgtgtt-Biotin-3’
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(SEQ. ID NO. 22)
(SEQ. ID NO. 23)
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(SEQ. ID NO. 2)

(SEQ. ID NO. 24)
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(SEQ. ID NO. 26)
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> PE Corporation
Egholm, Michael
Chen, Caifu

<120> Template abhéangige Ligierung mit PNA-DNA chimerischen Sonden
<130> 4474W0O

<150>
<151> 2000-10-06

<150> 09/416,003
<151> 1999-10-08

<160> 27
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1

<211>6

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 1
tagttc

<210> 2

<211>9

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 2
tagttctag

<210> 3

<211>6

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 3
tagttc
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<210> 4

<211>7

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 4
tagttct

<210> 5

<211>8

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> S5
tagttcta

<210>6

<211>9

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 6
tagttctag

<210>7

<211> 10

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 7
tagttctaga

<210>8

<211> 19

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 8
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ccatgctatg tgttgageg

<210>9

<211> 38

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 9
cgctcaacac atagcatggt ctagaactaa gectggaa

<210> 10

<211> 15

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 10
taggtcccgg cttta

<210> 11

<211> 20

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 11
accatgctat gtgttgagcg

<210> 12

<211>21

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 12
gaccatgcta tgtgttgagec g

<210> 13

<211> 22

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium
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<400> 13
agaccatgct atgtgttgag cg

<210> 14

<211>23

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 14
tagaccatgc tatgtgttga geg

<210> 15

<211>40

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 15
cgctcaacac atagcatggt aaagceggga cctaactgtt

<210> 16

<211> 38

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 16
cgctcaacac atagcatggt ccagaactaa gectggaa

<210> 17

<211> 15

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 17
gccatgctat gtgtt

<210> 18

<211> 15

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus
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<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 18
accatgctat gtgtt

<210> 19

<211> 31

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 19
actagttcta gaccatgcta tgtgttgage g

<210> 20

<211> 36

<212> DNA

<213> humaner CFTR

<400> 20
gtttgattta taagaaggta atagttcctt gcacag

<210> 21

<211> 40

<212> DNA

<213> humaner CFTR

<400> 21
cacagataaa aacaccacaa agaaccctga gaagaagaag

<210> 22

<211> 15

<212> DNA

<213> humaner CFTR

<400> 22
accaaggaag tatta

<210> 23

<211> 15

<212> DNA

<213> humaner CFTR

<400> 23
accttctcag ggttc

<210> 24

<211> 10

<212> DNA

<213> humaner CFTR
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<400> 24
ccttcttata

<210> 25

<211> 13

<212> DNA

<213> humaner CFTR

<400> 25
tttgtggtgt ttt

<210> 26

<211> 14

<212> DNA

<213> humaner CFTR

<400> 26
ccatgctatg tgtt

<210> 27

<211> 38

<212> DNA

<213> unbekannter Organismus

<220>
<223> Beschreibung des unbekannten Organismus: Bakterium

<400> 27
cgctcaacac atagcatggce ctagaactaa gectggaa

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines matrizen-abhangigen Ligationsprodukts umfassend den Schritt der en-
zymatischen Ligation einer chimaren PNA-DNA Sonde an eine zweite Sonde in Anwesenheit einer Matri-
zen-Nukleinsdure und einer Ligase, wobei die chimare Sonde einen PNA-Teil und DNA-Teil aufweist, wobei
der DNA-Teil wenigstens zwei Nukleotide und einen 3'-Hydroxyl oder 5'-Hydroxyl Terminus aufweist, wobei die
chimare Sonde und die zweite Sonde jeweils an die Matrizen-Nukleinsdure und zueinander benachbart hybri-
disiert werden, und wobei wenigstens ein Teil des PNA-Teils an die Matrize hybridisiert ist, wobei im Falle einer
doppelstrangigen chimaren Sonde die chimare Sonde ein klebriges Ende aufweist, so dass der iberhangende
Strang den DNA-Teil enthalt und wenigstens einen Teil des PNA-Teils, der komplementar zur Matrizen-Nukle-
insaure ist, und wobei die zweite Sonde eine PNA-DNA Chiméare oder ein Oligonukleotid ist,
wobei die chimare PNA-DNA Sonde die Struktur aufweist:

P,-L-N,

wobei:

jedes P unabhangig ein PNA Monomer ist;

X eine ganze Zahl von 3 bis 15 ist;

jedes N unabhangig ein Nukleotid ist und

y eine ganze Zahl von 2 oder mehr ist;

L eine kovalente Verknlpfung zwischen P und N darstellt;

mit der MalRgabe, dass das terminale Nukleotid N eine 3'-Hydroxyl Gruppe oder eine 5'-Hydroxyl Gruppe auf-
weist.

2. Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei, das 3'-terminale Nukleotid N der Chimare eine 3'-Phosphat Grup-
pe enthalt und das 5'Ende der zweiten Sonde ein 5'-Hydroxyl enthalt.

3. Verfahren gemaR Anspruch 1, wobei das 3'-terminale Nukleotid N der Chiméare ein 3'-Hydroxyl und das
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5'Ende der zweiten Sonde eine 5'-Phosphat Gruppe enthalt.

4. Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei das 5'-terminale Nukleotid N der Chimare eine 5'-Phosphat Gruppe
und das 3'Ende der zweiten Sonde ein 3'-Hydroxyl enthalt.

5. Verfahren gemaR Anspruch 1, wobei das 5'-terminale Nukleotid N der Chiméare ein 5'-Hydroxyl und das
3'Ende der zweiten Sonde eine 3'-Phosphat Gruppe enthalt.

6. Verfahren gemalR Anspruch 1, wobei P, eine 2-Aminoethylglycin Peptidnukleinsaure ist.
7. Verfahren gemaR Anspruch 1, wobei jedes Nukleotid N unabhangig ein 2'-Desoxyribonukleotid ist.
8. Verfahren gemafR Anspruch 1, wobei jedes Nukleotid N unabhangig ein Ribonukleotid ist.

9. Verfahren gemaf} Anspruch 1, wobei die Nukleobasen von Ny ausgewahlt sind aus der Gruppe beste-
hend aus Adenin, Guanin, Cytosin, Uracil, Thymin, 7-Deazaadenin, 7-Deazaguanin, C-5-Alkyl Pyrimidin,
2,6-Diaminopurin, 2-Thiopyrimidin, C-5-Propynpyrimidin; Phenoxazin, Isocytidin, Pseudo-Isocytidin, Isoguano-
sin, Hypoxanthin, 8-Oxopurin, and 4(3H)-Pyrimidon.

10. Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei die Zucker von Ny jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus der
Gruppe bestehend aus 2'-O-Alkyl-Ribonukleotiden, 2'-O-Methyl-Ribonukleotiden, 2'-O-Allyl- Ribonukleotiden,
2'-Allyl- Ribonukleotiden, 2'-Haloribonukleotiden, 2'-O-Methoxyethyl-Ribonukleotiden, 4'-a-anomeren Nukleo-
tiden, 1'-a-anomeren Nukleotiden, 2',4'-gekoppelten Nukleotiden und bizyklischen Nukleotiden.

11. Verfahren gemal Anspruch 1, wobei die PNA-DNA Chiméare und/oder das Oligonukleotid nicht-radio-
aktiv markiert sind.

12. Verfahren gemaf Anspruch 11, wobei die PNA-DNA Chimare am Aminoterminus des PNA-Teils mar-
kiert ist.

13. Verfahren gemafl Anspruch 11, wobei das Oligonukleotid an einer Nukleobase markiert ist.

14. Verfahren gemaf Anspruch 13, wobei die Nukleobasen an den 7-Deaza oder C-8 Positionen des Pu-
rins oder Deazapurins und der C-5 Position des Pyrimidins markiert sind.

15. Verfahren gemaR Anspruch 11, wobei die Markierung ausgewabhlt ist aus der Gruppe bestehend aus
Fluoreszenzfarbstoffen, Fluoreszenzquenchern, Hybridisierungs-Stabilisatoren, Energietransfer-Farbstoff-
sets, Modifikatoren der elektrophoretischen Mobilitat, chemilumineszenten Farbstoffen, Aminosauren, Protei-
nen, Peptiden, Enzymen und Affinitatsliganden.

16. Verfahren gemaR Anspruch 15, wobei die Markierung eine Fluoreszenzmarkierung ist, ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus FAM, TET, HEX, JOE, TAMRA, ROX, aromatisch-substituierten Xanthen-Farbstof-
fen, 4,7-Dichloro-Floureszeinen, 4,7-Dichloro-Rhodaminen und Cyaninen.

17. Verfahren gemal Anspruch 15, wobei die Markierung ein Fluoreszenzquencher ist, ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus TAMRA, d-TAMRA, ROX, DABCYL, DABSYL, Malachitgrin, NTB und Cyaninen.

18. Verfahren gemafR Anspruch 15, wobei die Markierung ein Hybridisierungs-Stabilisator ist, der an die
-Minor groove" bindet.

19. Verfahren gemafl Anspruch 15, wobei das an die ,Minor groove"-bindende Agens ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus Hoechst 33258, CDPI,_,, MGB1, Netropsin und Distamycin.

20. Verfahren gemaR Anspruch 15, wobei die Markierung ein Affinitatsligand ist ausgewahlt aus der Grup-
pe bestehend aus Biotin, 2,4-Dinitrophenyl, Digoxigenin. Cholesterin, Polyethylenoxy, Peptiden und Fluores-
zein.

21. Verfahren gemafR Anspruch 11, wobei das Oligonukleotid an einem 3'-Terminus markiert ist.

22. Verfahren gemafR Anspruch 11, wobei das Oligonukleotid an einem 5'-Terminus markiert ist.
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23. Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei L ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einer kovalenten
Bindung, Phosphat, Phosphoramidat, Alkyldiyl bestehend aus 1-20 Kohlenstoffatomen, Aryldiyl bestehend
aus 6-20 Kohlenstoffatomen, O-linker und — (CH,CH,0),,,, wobei m 1 bis 6 ist.

24. Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei die Matrizen-Nukleinsdure eine DNA ist und die Ligase ausge-
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus T4 DNA Ligase, E. coli DNA Ligase und einer thermostabilen Ligase.

25. Verfahren gemaR Anspruch 1, wobei die Matrizen-Nukleinsaure eine RNA und die Ligase eine RNA
Ligase ist.

26. Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei die chimare PNA-DNA Sonde, die zweite Sonde oder die Matri-
zen-Nukleinsaure auf ein festes Substrat immobilisiert ist.

27. Verfahren gemaR Anspruch 26, wobei die chimare PNA-DNA Sonde, die zweite Sonde oder die Matri-
zen-Nukleinsaure kovalent an das feste Substrat angeheftet ist, optional mit Hilfe eines Linkers.

28. Verfahren gemaf Anspruch 27, wobei das feste Substrat ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
Polystyrol, Glas mit kontrollierter Porenbildung, Glas, Silika-Gel, Silika, Polyacrylamid, magnetischen Kugel-
chen, Polyakrylat, Hydroxyethylmethakrylat, Polyamid, Polyethylen, Polyethylenoxy und Kopolymeren und
Transplantaten eines der vorstehend genannten festen Substrate.

29. Verfahren gemaf Anspruch 27, wobei das feste Substrat ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
kleinen Partikeln, Kiigelchen, Membranen, Fritten, Objekttragern, Platten, Mikrochips, Alkanthiol-Gold Be-
schichtungen, nicht-porésen Oberflachen, Polynukleotid-immobilisierenden Medien.

30. Verfahren der matrizen-abhangigen Ligation gemafR® Anspruch 1, weiter umfassend den Schritt des
Nachweises des Ligationsproduktes.

31. Verfahren gemaf Anspruch 30, wobei die chimare Sonde und/oder die zweite Sonde nicht-radioaktiv
markiert ist.

32. Kit zur matrizen-abhangigen Ligation umfassend: eine chimare PNA-DNA Sonde gemaf Anspruch 1,
wobei diese Sonde 5 bis 15 benachbarte monomere PNA Einheiten umfasst, 2 bis 15 benachbarte Nukleotide
und einen 3'-Hydroxyl Terminus; eine zweite Sonde, die eine PNA-DNA Chimare oder ein Oligonukleotid ist;
ein Ligaseenzym und eine Matrizen-Nukleinsdure umfassend eine Sequenz komplementar zur chimaren Son-
de oder enthaltend eine oder mehrere Fehlpaarungen verglichen zur chimaren Sonde.

33. Kit gemaR Anspruch 32, wobei die chimére Sonde und/oder die zweite Sonde nicht radioaktiv markiert
ist.

34. Kit gemal Anspruch 32 weiter umfassend eine Polynukleotid-Kinase.

Es folgen 19 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

HO

Figur : 1B

Figur: 1A
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MMT—N.
MMT—NH MMT—NH

OCH,CHCN
P
Y-NH-@—X—R—O’ 1—<

X = Amid, Harnstoff, CH,, O oder R

R =(CH,), oder (CH,CH,0),

n=1-10

Y = Trifluoracetyl, Fmoc, Trityl, MMT, DMT

Figur 2A

32/49



DE 600 16 947 T2 2005.12.15

L L
L A}

0
I o= 1’-—0
o=t-g 8
O\f \/_‘,
Figur 2B Figur 2C
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CFTR Loci pBS Stelle
621G-T 1078delT
1 23 4 5 6 7 8 9 1I0M

o

SYBR Firbung

5’-Phosphat-Oligonukleotide

I DNA 2,34,5
P e— W K

3’ I 5
DNA-Matrize, DNAla, b, ¢

PNA = | Figur 9D
DNA s
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