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(57) Abstract: A method for the detection of mutations
in nucleic acids is disclosed, comprising a) a number of
nucleic acid strands for analysis are brought into con-
tact with at least two types of oligonucleotides, receptor
oligos and probe oligos, under conditions which bring
about hybridisation of the oligos with the DNA for anal-
ysis to give a sample complex and a reference complex
in such a manner that a double-sided linkage of sample
complex and reference complex is produced which is or
may be immobilised, b) the linkage is then optionally
immobilised, ¢) a tensile force is applied to the linkage
until one of the complexes separates and d) whichever
of the complexes has separated is determined.

(57) Zusammenfassung: Es wird ein Verfahren
zum Nachweis von Mutationen in einer Nucleinsdure
beschrieben, das umfasst, dass a) eine Mehrzahl zu
analysierender Nucleinsdure-Stringe mit mindestens
zwei Arten von Oligonucleotiden, Rezeptoroligos
und Sondenoligos, in Kontakt gebracht wird unter
solchen Bedingungen, dass die Oligos mit der zu
analysierenden DNA hybridisieren unter Bildung
eines Probenkomplexes und eines Referenzkomplexes,
so dass eine Dbeidseitig immobilisierte oder
immobilisierbare  Verkettung von Probekomplex
und Referenzkomplex vorliegt, b) anschliessend
gegebenenfalls die Verkettung immobilisiert, ¢) an die
Verkettung eine Zugkraft angelegt wird, bis sich einer
der Komplexe trennt und d) bestimmt wird, welcher
der Komplexe getrennt wurde.
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Verfahren zum Nachweis von Mutationen
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Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Mutationen bei einer Nucleinsau-
re.

Die Untersuchung von Variationen oder Mutationen einer genomischen Nucleinsaurese-
quenz wird zunehmend wichtiger und interessanter, da die Veranderungen Ruckschllisse

zulassen, die fiir verschiedene Bereiche ausgenitzt werden kdnnen.

Es gibt verschiedene Arten von Variationen und Mutationen, die alle unter dem Oberbe-
griff Polymorphismus zusammengefasst werden. Unter einem Polymorphismus versteht
man eine Variation, einer genomischen Nukleinsauresequenz, die héaufig an der selben
Stelle festgestellt werden kann. Es kann sich dabei sowohl um den Austausch einzelner
Basen, eine éo genannte Punktmutation, als auch kleine Deletionen, Insertionen und In-
versionen aber auch um die Umorganisation groRer Sequenzabschnitte handeln. In je-
dem Fall ist die Sequenz im Vergleich zum Wildtyp an einer oder mehreren Stellen ver-
andert.

Erkenntnisse Uber Polymorphismen in einem Genom sind in verschiedenen Gebieten
hilfreich. So werden in der Genetik Polymorphismen als Marker verwendet, um den Ver-
wandtschaftsgrad zweier Organismen feststellen zu kdnnen, indem man die Vererbung
der Polymorphismen verfolgt. Zu den wichtigsten genetischen Markern zahlen Einzelba-
senmutationen, bei denen eines der vier Nukleotide gegen ein anderes ausgetauscht

wird und die auch SNP (Single Nucleotide Polymorphism) genannt werden.

In der Medizin dienen Polymorphismen einerseits zum Nachweis bestimmter Krankhei-
ten, bei denen durch Einzelbasenmutationen Gene veréndert werden und dadurch
Krankheiten ausgelost werden. Ein weiteres wichtiges Anwendungsfeld ist das so ge-
nannte HLA-Typing, das eingesetzt wird, um die Ahnlichkeit von Immunsystemen zweier
Individuen anhand des Zustandes vieler Loci auf den HLA-Genen zu vergleichen. Das
HLA-Typing wird vor allen Dingen verwendet, um bei Transplantationen festzustellen, ob

ein Transplantat vertraglich sein wird.
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Ein weiteres Gebiet, auf dem der Nachweis von Polymorphismen wichtig wird, ist die
Pharmakogenomik, bei der durch Nachweis bestimmter Polymorphismen die Medikamen-

tenvertraglichkeit bei Behandlung eines bestimmten Patienten vorhersagbar sein soll.

Zum Nachweis von Polymorphismen, insbesondere Einzelbasenpolymorphismen, wurden
verschiedene Methoden® entwickelt. Einen guten Uberblick gibt Nollau et al. in Clinical
Chemistry 43, Nr. 7 (1997), Seiten 1115-1128. Es wurden sowohl Methoden zur ldentifi-
kation neuer SNPs, als auch Methoden zum Nachweis von SNPs an bekannten Loci vor-
gestellt. Der Nachweis von bekannten Polymorphismen kann durch Hybridisierung erfol-
gen, wobei die Probe in der Regel durch PCR amplifiziert wird, durch-Sequenzierung,
durch Primerveriangerung, oder durch einen Oligonucleotidligierungsassay. Bei all diesen
Verfahren sind in der Regel aufwendige Schritte notwendig, z.B. elektrophoretische

Trennungen, die viel Zeit erfordern.

All diese Verfahren haben die Gemeinsamkeit, dass ein Homoduplex (beide Stréange ha-
ben gleichen Ursprung) gespalten wird und zumindest einer der Strange mit einem
fremden® Strang (einer Sonde) hybridisiert und einen Heteroduplex (Strédnge unter-
schiedlicher Herkunft) ausbildet. Der Heteroduplex kann dann auf verschiedene Art und

Weise fiir den Nachweis verwendet werden.

Man kann Screening-Methoden, die zur ldentifikation unbekannter SNPs dienen von an-
deren Methoden unterscheiden, die zum Nachweis von Polymorphismen an bekannten
Loci geeignet sind. Universal einsetzbar ist dagegen die DNA-Sequenzierung, die flr
routinediagnostische Tests jedoch sehr kostspielig ist.

Die reinen Screening-Methoden lassen sich entweder auf das Prinzip des unterschiedli-
chen Wanderverhaltens von Wildtyp- oder Mutanten-Heteroduplexen in Elektrophorese-

gelen, oder auf.den enzymatischen Verdau von Heteroduplexen zurtick fuhren.

Auch bei den reinen Nachweis-Methoden wird ein Heteroduplex aus Proben-DNA und

einer Oligonukleotidsonde gebildet. Die Diskriminierung zwischen Wildtyp und Mutante
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kann dann entweder iber die Anwendung stringenter Hybridisierungsbedingungen oder

Gber enzymatische Reaktionen erreicht werden.

Bei der Diskriminierung durch stringente Hybridisierung werden Oligonukleotide einge-
setzt, die unter fur diese Sequenz spezifischen Puffer- und Temperaturbedingungen an
den Wildtyp hybridisieren (Perfect Match) aber nicht an die Mutante (Mismatch). Das
Problem bei diesem Vorgehen besteht darin, dass bei einer parallelen Ausfuhrung sol-
cher Tests in einem Ansatz keine Bedingungen einzustellen sind, die fur alle Analyten

gleichermaRen stringent sind.

Die Diskriminierung durch Enzym erfolgt entweder durch DNA-Polymerase oder DNA-
Ligase. DNA-Polymerase kommt bei der PCR mit sequenzspezifischen Primern (SSP)
und beim ,Mini-Sequencing” zum Einsatz. Das Prinzip der SSP beruht darauf, dass ein
PCR-Primer, der einen Strang eines Heteroduplex darstellt, nur dann durch die Polyme-
rase-Reaktion verlangert werden kann, wenn es sich um einen Perfect Match handelt.
Bei einem Mismatch unterbleibt die Polymerase-Reaktion, weshalb kein PCR-Produkt

nachgewiesen werden kann.

Beim Mini-Sequencing handelt es sich um eine Abwandlung der SSP-PCR. In diesem
Fall wird ein Heteroduplex gebildet, der am 3'-Ende genau ein Nukleotid vor dem SNP-
Locus endet. Dieser Primer kann durch die DNA-Polymerase mittels Einbau von Dideso-
xynukleotidtriphosphaten (ddATP, ddTTP, ddGTP und ddCTP) verlangert werden, wobei
es unmittelbar nach dem Einbau einer dieser Basen zu einem Strangabbruch kommit.
Uber eine individuelle Farbmarkierung der vier Didesoxynukleotide kann man nun
bestimmen, welche Base eingebaut wurde, bzw. welche der entsprechenden komple-

mentaren Basen auf dem Probemolekil vorliegt.

Bei dem sogenannten Oligonucleotide Ligation Assay (OLA) verwendet man eine &hnli-
che Strategie. Zwei Oligos werden derart maRgeschneidert, dass sie direkt nebeneinan-
der an der Stelle des SNP mit dem Probenmolekil hybridisieren. Das 5’-Ende des ersten

Oligos ist mit einem Phosphat versehen und dem 3-Ende des anderen Oligos zuge-
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wandt. Beim Vorliegen eines Perfect-Match werden die Oligos nun durch die DNA-Ligase
verbunden. Bei einem Mismatch unterbleibt diese Reaktion. Durch den Nachweis des
Ligationsprodukt kann schlieflich auf die Identitat der Base an der SNP-Position ge-
schlossen werden. '

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es nun, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem
Mutationen, insbesondere Polymorphismen nachgewiesen werden kdnnen, ohne dass
aufwendige Trennungsschritte, wie Elektrophorese, notwendig sind. Weiterhin war es
Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren bereitzustellen, das die Méglichkeit zur Parallelisie-

rung von Tests bietet.

Diese Aufgabe wird geldst mit einem Verfahren zum Nachweis von Mutationen in einer’

Nucleinsaure, das umfasst, dass

a) eine Mehrzahl zu analysierender Nucleinsaure-Strange mit mindestens zwei Arten
von Oligonucleotiden, Rezeptoroligos und Sondenoligos, in Kontakt gebracht wird
unter solchen Bedingungen, dass die Oligos mit der zu analysierenden DNA hybri-
disieren unter Bildung eines Probenkomplexes und eines Referenzkomplexes, so
dass eine beidseitig immobilisierte oder immobilisierbare Verkettung von Probe-
komplex und Referenzkomplex vorliegt,

b) anschlieRend gegebenenfalls die Verkettung immobilisiert wird,

c) an die Verkettung eine Zugkraft angelegt wird, bis sich einer der Komplexe trennt
und

d) bestimmt wird, welcher der Komplexe getrennt wurde.

Gemal einer Ausfilhrungsform des erfindungsgemafen Verfahrens wird zum Nachweis
von Mutationen in Analytnucleinséuren die Analytnucleinséure mit zwei Arten von Oligo-
nucleotiden, Rezeptoroligos und Sondenoligos, in Kontakt gebracht unter solchen Bedin-
gungen, dass die Oligos mit der Analytnucleinsaure hybridisieren, wobei die Oligonucleo-
tide immobilisiert oder immobilisierbar sind, und wobei gegebenenfalls die Oligonucleoti-
de nach der Hybridisierung immobilisiert werden, so dass eine beidseitig immobilisierte

oder immobilisierbare Verkettung von Rezeptoroligo - Analytnucleinsaure - Sondenoligo
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vorliegt; an die Verkettung eine Zugkraft angelegt wird, so dass sich eine der Bindungen
I6st und bestimmt wird, welche der Bindungen geldst wurde, wobei die Rezeptoroligo-
nucleotide eine Sequenz aufweisen, die zu einem Sequenzabschnitt der Analytnuclein-
saure im Wesentlichen komplementar ist, in dem eine Mutation oder Variation vermutet

wird.

Fr das Verfahren der vorliegenden Erfindung wird das Prinzip des differentiellen Kraft-
tests ausgenutzt. Das allgemeine Prinzip des differentiellen Krafttests wird beschrieben in
PCT/EP01/09206. Es wurde gefunden, dass die Anwendung des differentielien Krafttests
zuverlassig und in hohem MaRe parallelisierbar und miniaturisierbar den Nachweis von
Polymorphismen zulésst, wobei Punktmutationen (SNP) ebenso wie andere Veranderun-
gen der Probensequenz nachgewiesen werden konnen, unter der Voraussetzung, dass
sie zu einer Veranderung der Trennkraft des bei Hybridisierung mit dem zum Wildtyp

komplementéren Strang entstehenden Duplexes fuhren.

Kurz zusammengefasst soll ein Nukleinsauremolekil in einer Probe, das im folgenden
auch als Analytnucleinsaure bezeichnet wird, auf das Vorhandensein von Mutationen
oder Variationen hin untersucht werden. Aus einem ersten und einem zweiten Bindungs-
partner wird ein Probenkomplex ausgebildet. Dabei enthalt einer der beiden Bindungs-
partner — die Analytnucleinséure - einen definierten Sequenzabschnitt (Probensequenz)
eines Analytmolekiils. Der andere der beiden Bindungspartner enthalt einen definierten
Sequenzabschnitt (Rezeptorsequenz) eines Rezeptoroligos, der im wesentlichen kom-
plementar zu dem interessierenden Abschnitt der Analytsequenz ist. Durch die Hybridi—
sierung des ersten Bindungspartners mit dem zweiten Bindungspartner kommt es zur

Ausbildung eines Probenkomplexes.

Ein dritter und ein vierter Bindungspartner bilden zusammen einen Referenzkomplex.
Probenkomplex und Referenzkomplex werden seriell miteinander verkettet. Zwei der teil-
nehmenden Bindungspartner sind immobilisiert oder immobilisierbar, sodass nach der
Reaktion auf die gebildete Verkettung eine Zugkraft ausgetibt werden kann.
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An die Enden der Verkettung wird eine Zugkraft angelegt, bis einer der beiden Komplexe
getrennt wird, und zwar entweder der erste vom zweiten Bindungspartner, d.h. der Pro-
benkomplex, oder der dritte vom vierten Bindungspartner, d.h. der Referenzkomplex. So
kommt es entweder zur Lésung des Probeni(omplexes, falls dessen Trennkraft unter den
Versuchsbedingungen kleiner ist als die des Referenzkomplexes oder zur Losung des
Referenzkomplexes, falls dessen Trennkraft unter den Versuchsbedingungen kleiner ist

als die des Probenkomplexes.

Fithrt man dieses Experiment sehr oft durch, bevorzugt in Form vieler Verkettungen auf
einem Spot und simultan, und summiert dabei die Anzahl der getrennten Probenkomple-
Xe zU Npy,. und die Anzahl der geteilten Referenzkomplexe zu Nget. , und setzt diese ins
Verhaltnis, so erhalt man den Quotienten Q' , der mit dem Verhéltnis der mittleren Trenn-
krafte (F) der Komplexe korreliert:

Q" = Nper. / Npro. Korreliert mit Fprol F rer

Geht man von einer bestimmten Sequenz aus, die man als Wildtyp (WT) bezeichnet, so
stellen alle Veranderungen dieser Sequenz eine Mutation (M) dar. Sobald eine Mutation
der Wildtypsequenz zu einer Veranderung der mittleren Trennkraft des Probenkomplexes
filhrt, kann sie mit dem erfindungsgemafien Verfahren nachgewiesen werden. Ein ver-
gleichendes Experiment ergibt in diesem Fall: |

F'ret / F pro(WT) #F et | F pro(M)

bzw. Q" (WT) =Q (M)

Da Mutationen der Probesequenz in aller Regel zu einer Verminderung von F ero fhren,
gilt meistens auch:

Frer | Fpro(Wildtyp) < F'rer / F ero(Mutante)

bzw. Q" (WT) > Q" (M)

Die Diskriminierung von Mutationen gegeniiber dem Wildtyp durch einen Kraftvergleich
beruht also darauf, dass sich aufgrund der Verénderung von F'ro auch das Verhaltnis
F"Ref/ F*Pro andert.
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Der Referenzkomplex ist in der Regel ebenfalls ein Nukleinsaureduplex, wobei der vierte
Bindungspartner der Sondensequenz entspricht und Sondenoligo genannt wird. Bin-
dungspartner 3 ist im wesentlichen komplementar zur oder entspricht der Referenzse-

quenz und ist bevorzugt Bestandteil des zu analysierenden Probenmolekiils.

Das erfindungsgemane Verfahren wird beschrieben zur Bestimmung einer Mutation, es
ist jedoch genauso anwendbar zur Bestimmung von Variationen in einer Nucleinsaure.
Wenn im folgenden daher der von "Mutationen" die Rede ist, sollen auch Variationen

umfasst sein.

ErfindungsgemaR wird eine Analytnucleinséure, auf der Mutationen nachgewiesen wer-
den sollen, mit verschiedenen Oligonucleotiden so in Kontakt gebracht, dass sich min-
destens zwei Nucleinsaureduplexe bilden, die so miteinander verbunden sind, dass sich
eine Verkettung bildet, auf deren beide Enden Kraft ausgeiibt werden kann. Weiterhin ist
diese Verkettung so ausgebildet, dass sich dann, wenn auf diese Verkettung eine Kraft
ausgelbt wird, einer der beiden hybridisierten Duplexe oder Komplexe trennt und zwar
abhangig davon, welcher Duplex oder Komplex unter den gegebenen Bedingungen die
kieinere Bindungskraft hat. Dies hangt bei nicht im Unzip-Modus hybridisierten Nuclein-
saurestrangen vor allem von der Anzahl der gepaarten Basen, der Art der Basen, insbe-

sondere dem GC-Gehalt, und der Anzahl der Fehlpaarungen (Mismatches) ab.

Fir das erfindungsgemale Verfahren gibt es verschiedene Ausflihrungsformen, die un-
ten naher erlautert werden und im Folgenden kurz beschrieben werden. Kernpunkt der
Erfindung ist es, dass die Bindungskraft zweier Duplexe miteinander verglichen wird, wo-
bei an mindestens einem der beiden Duplexe die Analytnucleinséure beteiligt ist. Durch
Feststellen, welcher der beiden Duplexe sich geldst hat, lassen sich Rickschiisse darauf
ziehen, welcher der beiden Duplexe die stérkere Bindungskraft hatte. Daraus lasst sich
wiederum schlieRen, ob der von der Analytnucleinséure gebildete Duplex Mismatches
ausgebildet hatte.

Wenn von "einer Analytnucleinséaure" die Rede ist, so bedeutet dies selbstverstandilich

immer nur die Beschreibung eines Vertreters aus einer Vielzahl, so dass bei Durchfuh-
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rung des erfindungsgeméaBen Verfahrens normalerweise immer eine Vielzahl von
Nucleinsauren zur Reaktion kommen. Die Beschreibung bezieht sich der Einfachheit hal-
ber nur auf einen herausgegriffenen Vertreter.

Um auf die durch Hybridisierung der einzelnen Partner gebildete Verkettung eine Kraft
ausiiben zu kénnen, muss die Verkettung an beiden Seiten an einem Tréager immobilisiert
sein. Daher werden fir die Duplexe Stréange verwendet, die entweder bereits immobili-
siert sind oder immobilisierbar sind. In einigen Varianten des erfindungsgemaéfen Verfah-
rens werden bereits immobilisierte Nucleotide fiir die Hybridisierung eingesetzt, wéhrend
in anderen Ausfilhrungsformen zuerst die Hybridisierungen mit mobilen Nucleotiden
durchgefithrt werden und die Immobilisierung in einem nachgeschalteten Schritt erfolgt.
In letzterem Fall muss natiirlich fur die Immobilisierung an den zu immobilisierenden

Stréngen eine Bindemaglichkeit vorgesehen werden.

Im Folgenden wird der Einfachheit halber von Stempel und Unterlage gesprochen, ohne
dass damit eine Festlegung inbezug auf raumliche Lage, Beschaffenheit oder Funktion
erfolgen soll, da der Stempel auch als Unterlage dienen kann und umgekehrt. Dieselben
Ausfuhrungen gelten auch, wenn statt makroskopischer Oberfléchen die Immobilisierung

an Beads oder Teilchen stattfindet.

In den einfachsten Varianten kommen drei Strange zur Reaktion: die Analytnucleinsaure,
ein Rezeptoroligonucleotid und ein Sondenoligonucleotid. In dieser Ausfuhrungsform
missen Rezeptor- und Sondenoligonucleotid immobilisiert oder immobilisierbar sein. Es
werden die drei Bestandteile miteinander so in Kontakt gebracht, dass sie miteinander
hybridisieren kénnen. Dazu kann z.B. das Rezeptoroligo auf einer der Einfachheit halber
Unterlage genannten Oberflache in an sich bekannter Weise immobilisiert werden, z.B.
durch kovalente Bindung Uber auf der Unterlage befindliche funktionelle Gruppen. Die
Immobilisierung soll dabei so erfolgen, dass bei der Hybridisierung ein Duplex entsteht,
der bei Anwendung einer Zugkraft nicht reifiverschiuRartig aufgetrennt wird. Die Unterla-
ge mit den gebundenen Rezeptoroligos wird dann mit der Analytnucleinsaure in Kontakt
gebracht, so dass eine Hybridisierung stattfinden kann, wobei ein Probenkomplex gebil-
det wird. Das Sondenoligonucleotid kann dann entweder auch gleichzeitig mit der Analyt-
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nucleinsaure oder anschlieend zugegeben werden oder an einer als Stempel bezeich-
neten zweiten Oberflache immobilisiert werden und dann mit den auf der Untérlage ge-
‘ bundenen Nucleinsauren so in Kontakt gebracht werden, dass es zu einer Hybridisierung
zwischen Sondenoligo und Analytnucleinsaure kommt, wobei ein Referenzkomplex ge-
bildet wird. Auf diese Weise kann eine Verkettung gebildet werden, die aus immobilisier-
tem Referenzoligo, Analytnucleinséure und immobilisiertem Sondenoligo besteht. Auf
diese Verkettung kann Uber die Oberflachen oder Trager, an denen die Oligonucleotide
immobilisiert sind, eine Zugkraft ausgelibt werden. Wenn eine Zugkraft ausgelbt wird,
geht die schwachere der beiden Bindungen auf, d.h. entweder die Bindung zwischen Re-
zeptoroligo und Analytnucleinséure oder zwischen Sondenoligo und Nucleinsaure. Die
Reihenfolge ist hier nur beispielhaft beschrieben. Andere Reihenfolgen der Verkettung
sind genauso maglich. Es wird dann nachgewiesen, welche der beiden Bindungen auf-

gegangen ist.

In einer anderen Variante des erfindungsgemaRen Verfahrens wird ein Rezeptoroligonuc-
leotid immobilisiert und mit der Probe, die die zu analysierende Nucleinséure enthalt, in
Kontakt gebracht, so dass die Analytnucleinsdure mit dem Rezeptoroligo hybridisieren
kann, wobei die Reihenfolge der Arbeitsschritte beliebig ist. Es wird ein Stempel vorberei-
tet, an dem das Sondenoligonucleotid immobilisiert ist. Weiterhin wird mit diesem Sonde-
noligonucleotid ein Referenznucleotid hybridisiert, das eine Basensequenz aufweist, die
zu einer Sequenz der Analytnucleinsaure, die auferhalb des Bereichs, in dem Mutatio-
nen vermutet werden, liegt. Auch hier ist die Reihenfolge der Arbeitsschritte beiiebig. Die
Anzah! der miteinander hybridisierenden Basenpaare zwischen diesem Referenzstrang
und der Analytnucleinsaure ist weitaus hoher als die von zu bildendem Referenzkomplex
und Probenkomplex und dient nur der zuverlassigen Verbindung der beiden zu Uiberpri-
fenden Komplexe. Dieser zusatzliche Hybridisierungsstrang soll auf jeden Fall so viele
miteinander bindende Basenpaare aufweisen, dass seine Trenjnkraft weitaus Uber der
Trennkraft der beiden Komplexe liegt, so dass er in jedem Fall bestehen bleibt. Wie bei
der vorhergehenden Variante wird auch hier anschliefiend eine Zugkraft auf die gebildete
Verkettung ausgeiibt und dann nachgewiesen, welche der beiden Komplexe sich gelost
hat.
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In einer weiteren Variante (bei der wiederum die Reihenfolge der Arbeitsschritte, soweit
sinnvoll, frei gewahlt werden kann) wird die Analytnucleinséure auf einer Unterlage immo-
bilisiert. Die Unterlage mit immobilisierter Analytnucleinséure wird mit dem Rezeptoroligo-
nucleotid unter solchen Bedingungen in Kontakt gebracht, dass eine Hybridisierung erfol-
gen kann. An einem Stempel wird ein Sondenoligonucleotid immobilisiert und mit einem
Referenzstrang, wie in der vorhergehenden Variante ausgefthrt, hybridisiert. Sowohl das
Rezeptoroligonucleotid als auch der Referenzstrang weisen zueinander komplementéare
Basen auf. Unterlage und Stempel werden dann so miteinander in Kontakt gebracht,
dass die komplementéren Basen von Referenzstrang und Rezeptoroligonucleotid mitein-
ander hybridisieren konnen. Die Anzahl der miteinander hybridisierenden Basenpaare
swischen diesem Referenzstrang und dem Rezeptoroligonucleotid ist weitaus hoher als
die von zu bildendem Referenzkomplex und Probenkomplex und dient nur der zuverlassi-
gen Verbindung der beiden zu Uberpriifenden Komplexe. Dieser zusatzliche Hybridisie-
rungsstrang soll auf jeden Fall so viele miteinander bindende Basenpaare aufweisen,
dass seine Trennkraft weitaus Uber der Trennkraft der beiden Komplexe liegt, so dass er
in jedem Fall bestehen bleibt. Nach der Hybridisierung wird dann wiederum eine Zugkraft
auf die gebildete Verkettung aus Analytnucleinsaure, Rezeptoroligonucleotid, Referenz-
strang, Sondenoligonucleotid ausgetbt, wobei wiederum die Bindung sich 16st, die die

geringste Trennkraft aufweist.

Weitere Varianten dieser beschriebenen Verfahrensvarianten sind mdglich und koénnen
vom Fachmann leicht aufgefunden werden. Wie ausgefiihrt, ist wesentliches Merkmal,
dass zwei Duplexe in ihrer Bindungskraft miteinander verglichen werden kdénnen und
daraus, welche Bindung sich lost, Ruckschliisse auf die Art der Hybridisierung gezogen

" werden kénnen.

Fur das erfindungsgemaRe Verfahren wird eine zu untersuchende Nucleins&ure mit zwei
verschiedenen Oligonucleotiden in Kontakt gebracht, von denen ein Oligonucleotid einen
definierten Sequenzabschnitt aufweist, der komplementar ist zu dem Bereich der zu ana-
lysierenden Nucleinsaure, in dem die Variation oder Mutation vermutet wird. Dieses Oli-

gonucleotid wird als Rezeptoroligo bezeichnet. Die zweite Art von Oligonucleotid, mit
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dem die zu analysierende Nucleinsaure in Kontakt gebracht wird, hat einen definierten
Sequenzabschnitt, der zu einem anderen Abschnitt komplementar ist. Dieses Oligonuc-
leotid wird als Sondenoligo bezeichnet. Die Sequenz des Sondenoligos sollte nicht mit
demselben Abschnitt, wie das Rezeptoroligo hybridisieren, um Kreuzreaktionen zu ver-
meiden. Aulerdem sollten sich die Einzelstrange gegenseitig bei der Hybridisierung nicht
behindern. In einer bevorzugten Ausfilhrungsform kann das Sondenoligo aber die rever-
_ se Sequenz zu der Sequenz des Rezeptoroligos aufweisen. Dies hat mehrere Vorteile.
Es vereinfacht die Herstellung der Oligonucleotide, es verhindert Kreuzreaktionen und es

schafft Komplexe, die beziiglich der Bindungskraft vergleichbar sind.

Um jeweils nachweisen zu kénnen, welche Bindungen sich geldst haben, weist mindes-
tens eine der eingesetzten Nucleinsauren eine Markierung auf. Bevorzugt sind zwei der
eingesetzten Nucleinsauren mit einer Markierung versehen. Die Markierung kann den

Molekiilen oder Duplexen inharent sein oder kann eingefuhrt werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die zu analysierende Nucleinsaure mit einer
Markierung versehen. Hierzu gibt es verschiedene Maglichkeiten. Die Art der Markierung
hangt unter anderem davon ab, auf welche Weise die zu untersuchende Nucleinsaure
gewonnen wurde. So kann die Markierung direkt an die zu untersuchende Nucleinsaure
gebunden werden. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Markierung eingefiihrt,
indem die zu untersuchende Nucleinsaure unter Verwendung von PCR erzeugt wird, wo-
bei der hierzu einzusetzende Primer eine Markierung aufweist, wobei das Primerpaar,
das fur die PCR eingesetzt wird, eine Sequenz hat, die die Stelle flankiert, die die mégli-
che Variation enthalt, oder wobei die eingebauten Nuc!eotide eine Markierung aufweisen.

Als Markierung kann fiir das erfindungsgeméaRe Verfahren jede analytisch nachweisbare
Gruppe oder Substanz verwendet werden. Unter Markierung wird im Rahmen der Erfin-
dung dabei eine Eigenschaft verstanden, durch die sich einige Bindungspartner von an-
deren unterscheiden, und die nachweisbar ist. Bevorzugt werden physikalisch nachweis-
bare Parameter herangezogen. Die Markierung kann dem Molekil oder Komplex inha-
rent sein oder aber eingefithrt oder gebunden werden. Insbesondere kommen fir die

Markierung radioaktive Atome oder Gruppen, die eine Anderung optischer oder elekiri-
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scher Eigenschaften bewirken, in Betracht. Alle dem Fachmann bekannten Reporter-
gruppen sind hier geeignet. Beispiele sind radioaktive Marker wie 34, "“C, *p, ¥, fluo-
reszierende, lumineszierende, chromophore Gruppierungen oder Farbstoffe, Halbleiter-
partikel, Metalle oder leitfahige Gruppen aber auch Substrate von Enzymen oder Repor-
terenzyme. Bevorzugt werden fluoreszierende oder chromophore Gruppen als Markie-

rung verwendet. Mindestens eines der Oligonucleotide weist eine Markierung auf.

Vorzugsweise handelt es sich bei der Markierung um einen Fluoreszenzfarbstoff, bei-
spielsweise Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Fluorescein, Rhodamin, Tetramethylrhoda-
min-5-(und-6)-isothiocyanat (TRITC), Texas Red, Cyaninfarbstoffe (CY3 oder CY5) usw.
Fluoreszenzfarbstoffe sind vorteilhaft, da sie in sehr geringer Menge nachgewiesen wer-

den konnen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform werden pro Verkettung zwei Markierungen ver-
wendet, die bevorzugt verschieden voneinander sind. Bei der Verwendung von verschie-
denen fluoreszierenden Markierungen koénnen solche verwendet werden, die jeweils
durch Licht gleicher Wellenlange oder durch Strahlung verschiedener Wellenlangen an-

geregt werden.

Die Markierung dient dazu, nachzuweisen, wo sich das Sondenoligo bzw. Referenzoligo
befindet und gegebenenfalls, wo sich der mit der Analytnucleinsaure hybridisierbare Re-
zeptoroligonucleotid bzw. der Analyt nach Anwenden einer Zugkraft befindet (Beispiele
finden sich in Figur 4). Aus diesen Informationen kann dann abgeleitet werden, welche
Strange sich jeweils verbunden und wieder voneinander getrennt haben. Daraus kann
dann wiederum geschlossen werden, ob die Analytnucleinsaure Variationen oder Mutati-
onen gegentiber dem Wildtyp aufweist. Die Doppelmarkierung gewahrleistet, dass ledig-

lich diejenigen Verkettungen ausgewertet werden, die auch gekoppelt hatten.

Die zu untersuchende Nucleinsaure kann genomische DNA, RNA, PNA oder Modifikatio-
nen sein. Es kann sich auch um c-DNA handeln. Fir die Untersuchung kann die Nuclein-

saure direkt aus Zellen gewonnen werden, und, falls genug Kopien von der interessie-
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renden Sequenz in der Zelle vorhanden sind, diese Sequenz direkt fur den Test einge-
setzt werden.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird die zu untersuchende Nucleinsaure jedoch in
einem ersten Schritt mit einer PCR amplifiziert und das amplifizierte Produkt dann fur das
erfindungsgemaRe Verfahren verwendet. Wenn eine PCR zur Amplifikation eingesetzt
wird, so wird bevorzugt die Amplifikation mit einem markierten Primer durchgefthrt, um
auf diese Weise markierte Nucleinsauresequenzen zu gewinnen. Die Primer werden in
an sich bekannter Weise so ausgewéhlt; dass sie die interessierende Sequenz flankie-
ren. Die Primer kdnnen dabei eine Lange von jeweils bis zu 30 Nucleotiden, bevorzugt 15
bis 20 Nucleotide haben.

Die Lange der verwendeten Nucleinsaure hangt unter anderem davon ab, ob eine Muta-
tion oder Variation oder mehrere Variationen oder Mutationen nachgewiesen werden sol-
len und in welchem Bereich sich diese dann befinden. Das erfindungsgemalie Verfahren
ist besonders gut geeignet fur Nucleinsuresequenzen mit bis zu 100 Nucleotiden, insbe-
sondere firr solche Sequenzen, die 30 bis 50 Nucleotide aufweisen. Beim Nachweis be-
kannter Einzelbasenmutationen kénnen auch noch kirzere Nucleinsduresequenzen ver-
wendet werden.

Zur Durchfithrung des erfindungsgemaRen Verfahrens wird die markierte zu analysieren-
de Nucleinsaure mit einem Rezeptoroligo und einem Sondenoligo in Kontakt gebracht.
Der Rezeptoroligo ist eine Nucleinséure, die zu einem Ende der zu analysierenden Nuc-
leinsaure komplementar ist, wahrend der Sondenoligo zum anderen Ende oder einem
Referenzstrang komplementar ist. Der Rezeptoroligo hat eine Nucleotidsequenz, die
entweder dem interessierenden Abschnitt der Wildtypsequenz der zu untersuchenden
Nucleinsaure entspricht, oder eine Variation oder Mutation aufweist. Die der Wildtypnuc-
leinsaure entsprechende Sequenz wird als Rezeptorwr-Oligo bezeichnet, wahrend solche
Rezeptoroligos, die Variationen und Mutationen enthalten, als Rezeptory-Oligos bezeich-

net werden.
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Bei den Mutationen und Variationen kann es sich um den Austausch einer oder mehrerer
Basen, bevorzugt einer Base, oder aber die Verénderung einer oder mehrerer Basen
handeln, die zu einer Veranderung des Bindungsverhaltens fuhrt. Dabei wird als Mutation
oder Variation jede denkbare Verénderung in der chemischen Struktur des Nucleotids
aufgefasst, die gegentiber einem urspriinglichen Zustand einen Trennkraftunterschied in

einem Kraftvergleich bewirkt.

Der Sondenoligo dient dazu, mit einem weiteren Strang, der die Analytnucleinsédure oder
aber ein Referenzstrang sein kann, einen Referenzkomplex zu bilden. Der Referenzkom-
plex solite dem Probekomplex moglichst ahnlich sein, um die Differenzierung geringer

Trennkraftunterschiede zwischen zwei Probekomplexen zu ermdglichen.

Bevorzugt wird als Sondenoligo eine Nucleotidsequenz eingesetzt, die zu einem Teil der
zu analysierenden Nucleinsdure komplementar ist, in dem keine Mutation oder Variation
vermutet wird. AuRerdem wird die Sequenz des Sondenoligos bevorzugt so ausgewahit,
dass es hier bei der Hybridisierung mit dem Referenzstrang bzw. der Referenzsequenz
zu einem Perfect Match kommt. In besonderen Ausfiihrungsformen kann es auch bevor-
zugt sein, eine vorbestimmte Anzahl an Mismatches vorzusehen, wenn beispielsweise
bei der zu analysierenden Nucleinséure mehr als eine Fehlbasenpaarung vermutet wird

oder nachgewiesen werden soll.

Die Lange der hybridisierenden Sequenz des Sondenoligos wird bevorzugt so ausge-
wahlt, dass die Kraft, die notwendig ist, den Referenzkomplex zu trennen, der Kraft, die
notwendig ist, den Probenkomplex zu trennen, sehr nahe kommt. Wenn man fur den Re-
ferenzkomplex eine Sequenz auswahlt, die das gleiche GC-Verhaltnis, wie der Proben-
komplex hat, ist die Anzahl der Basenpaare bevorzugt im selben Bereich und unterschei-
det sich bevorzugt nur um bis zu 2 Basenpaare. Wenn sich das GC-Verhaltnis zwischen
beiden Komplexen unterscheidet, kann die Lange der zu hybridisierenden Sequenz da-
nach ausgewahlt werden, dass die Trennungskraft sich der des Probenkomplexes anna-
hert. Auch das Einfiigen eines oder mehrerer Mismatches kann zur Einstellung des opti-

malen Referenzkomplexes dienen.
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In einer Ausfilhrungsform wird die zu analysierende Nucleins&ure mit Rezeptoroligos und
Sondenoligos unter solchen Bedingungen in Kontakt gebracht, dass eine Hybridisierung
stattfinden kann. Dabei hybridisiert der Sondenoligo mit einem Ende der zu analysieren-
den DNA unter Bildung eines Perfect Match, wahrend das andere Ende der zu untersu-
" chenden DNA mit Rezeptoroligos hybridisiert, wobei es zu einem Perfect Match oder ei-
nem Mismatch kommt, je nachdem, ob die Sequenz des Rezeptors der zu untersuchen-
den DNA entspricht oder nicht.

Durch das In-Kontakt-Bringen mit den beiden Arten von Oligos bildet sich bei dem erfin-
dungsgemalen Verfahren in der beschriebenen Ausfuhrungsform eine Verkettung aus
Rezeptoroligo - Analytnucleinsaure — Sondenoligo, wie beispielsweise in Figur 4 gezeigt.
Zur weiteren Untersuchung der Bindungen, die die Analytnucleinséure eingegangen ist,
muss die Verkettung immobilisiert sein oder werden. Erfindungsgemaf werden daher die
Oligonucleotide bzw. der Analyt entweder bereits in immobilisierter Form eingesetzt oder
aber es werden immobilisierbare Oligonucleotide bzw. Analyten eingesetzt, die nach der

Hybridisierung immobilisiert werden.

Eine Immobilisierung der Oligonuclectide kann in an sich bekannter Weise erfolgen, in-
dem die Nucleotide (iber Spacer oder Briickenmolektile an einen Tréger oder eine Ober-
flache gebunden werden. In jedem Fall muss der Trager oder die Oberflache so ausge-
bildet sein, dass eine Zugkraft angelegt werden kann. Es kann sich hierbei um
makroskopische Oberflachen, aber auch um andere Festkdrper, wie Kugelchen, oder
Molekiile handeln. Besonders bevorzugt erfolgt die Immobilisierung, indem die Rezeptor-
oligonucleotide an einer ersten Oberflache immobilisiert sind oder werden, wahrend die
Sondenoligos an einer zweiten Oberflache immobilisiert sind oder immobilisiert werden.

Wenn fur die Immobilisierung Oberflachen verwendet werden, so kann das Material, aus
dem die Oberflachen bestehen, gleich oder verschieden sein und eine der beiden oder
beide Oberflachen kénnen in geeigneter Weise beschichtet sein. Bevorzugt ist entweder
eine Oberflache aus einem steifen Material und die andere aus einem elastischen Mate-
rial gebildet oder beide Oberflachen sind aus elastischem Material, sodass sich die jewei-

ligen Flachenabschnitte der ersten und zweiten Oberflache beim Inkontaktbringen genau
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aneinander anpassen kénnen und damit ein optimaler Kontakt der einzelnen Nucleinsau-
restrange und gegebenenfalls Bindepartner moglich ist. Die Oberflachen kénnen bei-
spielsweise aus Glas, Silicon, insbesondere Polydimethylsiloxan (PDMS), Nylon, Polysty-
rol oder anderen Kunststoffen gebildet werden. Bevorzugt wird mindestens eine der bei-
den Oberflachen aus einem elastischen Material hergestellt, bevorzugt einem elastischen
Kunststoff. Besonders bevorzugt wird mindestens eine Oberflache aus einem Siloxan,
insbesondere Polydimethylsiloxan, gebildet. Es sind verschiedene andere flexible Materi-
alien oder Mischungen davon maglich. Ein anderes mégliches Material ist Polyacrylamid-
gel, dessen elastische Eigenschaften durch das Molekulargewicht und den Vernetzungs-
grad den experimentellen Bedurfnissen angepasst werden konnen. Die Oberflache kann
aus einem einzigen Material, einem Gemisch von Materialien oder auch einem System

von Elementen aus einem oder verschiedenen Materialien aufgebaut sein.

Die Immobilisierung der Oligonucleotide oder Nucleins&uren, kann in an sich bekannter
Weise erfolgen, es kommen sowohl kovalente als auch nicht-kovalente Bindungen und
Bindungen direkt an die Oberflache oder Uber Briickenmolekiile in Betracht. Mdglich ist
auch die Immobilisierung Uiber die Partner eines spezifisch bindenden Paares. Die Immo-
bilisierung soll dabei jeweils so erfolgen, dass bei der Hybridisierung ein Duplex entsteht,
der bei Anwendung einer Zugkraft nicht reiBverschiuBartig aufgetrennt wird. In letzterem
Fall ist einer der beiden Partner des spezifisch bindenden Paares permanent immobili-
. siert und der andere an ein Nucleotid oder die Analytnucleinsaure gebunden, wobei unter
permanenter Bindung hier eine Bindung verstanden wird, die vor dem Inkontaktbringen
der Oberflachen im Wesentlichen stabil bleibt und sich auch durch Bindung des Bin-
dungspartners an sein spezifisches Pendant nicht 1ost. Eine permanente Bindung kann
z.B. Uber funktionelle Gruppen, die der Bindepartner aufweist oder die in das Molekl
eingefithrt wurden, an funktionelle Gruppen, die die Oberflache bereitstellt, erfolgen.

Eine bevorzugte Methode besteht darin, einen Partner zu biotinylieren und Uber ein
Streptavidinmolekil mit der ebenfalls biotinylierten Oberflache zu verbinden. Monoklonale
Antikdrper kénnen chemisch aktiviert werden, indem man bestimmte Gruppen ihrer Gly-

cosylierungen zu Aldehydgruppen oxidiert. Diese Aldehydgruppen konnen wiederum
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Aminogruppen oder Hydrazidgruppen einer modifizierten Oberflache binden (siehe So-
lomon et al., Journal of Chromatographie, 1990, Bd. 510, 321-329). Eine weitere Metho-
de, die dem Fachmann gelaufig ist, ist die Konjugation von Aminogruppen des Antikor-
pers mit Carboxygruppen einer Oberflache durch den Einsatz von Ethyl-(Dimethylamino)-
Carbodiimid/N-Hydroxy-Succinimid.

Die Immobilisierung der Oligonucleotide kann in an sich bekannter Weise Uber Spacer
oder Briickenmolekiile erfolgen. Der Fachmann kennt Moglichkeiten, mit denen Nucleoti-
de an Oberflachen gebunden werden kdnnen. Die lmmdbilisierung solite dabei so erfol-
gen, dass die zu der zu analysierenden Nucleinsaure komplementare Sequenz fir die
Hybridisierung zugéanglich ist.

In einer weiteren Ausfilhrungsform werden Oligonucleotide eingesetzt, die immobilisier-

bar sind und erst nach der Hybridisierung immobilisiert werden.

Erfindungsgemafn kénnen dabei sowohl nur eine Art von Oligonucleotiden, als auch bei-

de Arten von Nucleotiden immobilisierbar sein.

Als immobilisierbare Nucleotide werden solche verwendet, die an einem Ende einen
Partner eines spezifisch bindenden Paares aufweisen, wobei der andere Partner des
spezifisch bindenden Paares an einer Oberflache kovalent gebunden ist. Beim In-
Kontakt-Bringen der Nucleotide mit der Oberflache kommt es dann zur Bindung der spe-
Zifisch bindenden Partner, wodurch eine Immobilisierung erfolgt. Als spezifisch bindefahi-
ge Paare kommen die verschiedensten miteinander bindefahigen Partner in Betracht,
wobei sich die Spezifitat der Bindung sowohl auf einen speziellen Partner beziehen kann,
wie z.B. Antigen-zugehériger Antikorper oder Biotin-Avidin/Streptavidin, als auch auf eine
Gruppe oder Klasse von Verbindungen, z.B. Antikdrper-Protein A.

In einer Ausfihrungsform werden als Bindungspaar Antikdrper und eine Substanz mit
einem von diesem erkannten Epitop, wie Antigene, Haptene oder Anti-ldiotyp-Antikorper,
verwendet. Unter dem Begriff "Antikorper" werden in der vorliegenden Beschreibung

auch Antikdrperfragmente oder Antikdrperderivate, sowie funktionelle Fragmente von
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Antikdrpern oder Derivate davon, die das Epitop erkennen und binden kénnen, verstan-
den. Die Antikorper kénnen polykionale oder monoklonale Antikérper sein, bevorzugt sind
aber monoklonale Antikdrper. Bekannte Fragmente und Derivate sind Fv-, Fab-, Fab'
oder F(ab'),-Fragmente, "single-chain antibody fragments”, bispezifische Antikorper, chi-
mare Antikdrper, humanisierte Antikorper sowie Fragmente, die CDRs: (complementarity

determining regions) enthalten, die ein Epitop der Probe erkennen.

Die Auswahl des spezifisch bindenden Paares ist nicht kritisch. Wichtig ist nur, dass die
zur Trennung des spezifisch bindenden Paares erforderliche Trennkraft groRer ist als die

zur Trennung der hybridisierten Strange notwendige Trennkraft.

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemafen Verfahrens sind verschiedene Varianten mdg-
lich, die je nach dem Anwendungszweck und den Gegebenheiten des jeweiligen Tests
ausgewahlt werden kénnen. Im Folgenden werden einige Varianten der Reihenfolge und
Art der Verkettung angegeben. In einer ersten Variante wird die zu analysierende DNA
mit Rezeptoroligonucleotid und Sondenoligonucleotid unter Bedingungen, die eine Hybri-
disierung zulassen, umgesetzt und anschlieBend durch In-Kontakt-Bringen der hybridi-
sierten Molekille mit zwei Oberfiachen, die jeweils spezifisch bindende Partner fur die

beiden Oligonucleotide bereitstellen, eine Immobilisierung herbeigefihrt.

In einer zweiten Ausfuhrungsform wird einer der beiden Oligonucleotide, entweder Re-
zeptoroligonucleotid oder Sondenocligonucleotid an einer Oberflache immobilisiert, an-
schlieRend mit der anderen Art von Oligonucleotid und der zu analysierenden Nuclein-
saure in Kontakt gebracht, so dass es zu einer Bindung von Rezeptoroligonucleotid -
Analytnucleinséure - Sondenoligonucleotid, immobilisiert an einer Oberfiache, kommt und
anschlieend wird die zweite Oberflache mit dieser Verkettung in Kontakt gebracht, so
dass ein an der zweiten Oberflache gebundener Bindepartner eines spezifisch bindenden
Paares mit dem an dem noch nicht immobilisierten mit einem Bindepartner versehenen
Nucleotid binden kann.

In einer weiteren Variante des erfindungsgemaRen Verfahrens werden Rezeptoroligonuc-

leotide an einer ersten Oberflache immobilisiert, wahrend Sondenoligonucleotide an einer
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zweiten Oberflache immobilisiert werden. Es wird dann entweder die erste Oberflache
oder die zweite Oberflache mit der Analytnucleinséure unter solchen Bedingungen in
Kontakt gebracht, dass eine Hybridisierung stattfindet und anschiiefend die andere
Oberflache mit der nun an ein Oligonucleotid gebundenen Analytnucleinséure so in Kon-
takt gebracht, dass eine weitere Hybridisierung stattfinden kann, so dass sich wiederum
eine Verkettung bildet.

Bei allen Varianten wird dann, wenn sich die Verkettung gebildet hat und die Immobilisie-
rung der beiden Oligonucleotidarten stattgefunden hat, eine Trennung der beiden Ober-
flachen durchgefiihrt, so, dass eine der Bindungen sich lost.

AnschlieRend wird dann festgestellt, welche der Bindungen sich Uberwiegend gelost hat,
woraus dann Rickschlisse darauf gezogen werden konnen, ob die zu analysierende
Nucleinsaure dem Wildtyp entspricht oder eine Mutation oder Variation aufweist. Dazu
wird Uberpriift, wo sich die Markierung befindet. Befindet sich die Markierung auf der
Oberflache, auf der das Sondenoligonucleotid gebunden ist, muss die Bindung bei der
oben beschriebenen Ausfuhrungsform zwischen Sondenoligo und Analytnucleinsaure
starker sein als die Bindung zwischen Rezeptoroligo und Analytnucleinséure. Da es sich
bei der Hybridisierung von Sondenoligonucleotid mit Analytnucleinsaure in der Regel um
einen Perfect Match handelt, ist dies dann der Fall, wenn bei der Hybridisierung zwischen
Rezeptoroligonucleotid und zu analysierender DNA mindestens eine Fehlpaarung vorliegt
oder ein Nucleotid so verandert ist, dass die Bindung schwacher ist als bei einem
"normalen" Nucleotid.

Aussagekréaftige Ergebnisse erhélt man dann, wenn die Trennung der Verkettungen
gleichzeitig unter gleichen Bedingungen an vielen Komplexen durchgefiihrt wurde. Wenn
man dann die Anzahl der getrennten Probenkomplexe und die Anzahl der getrennten
Referenzkomplexe in Beziehung setzt, so erhalt man ein Verhaltnis, das Riickschllsse

auf die Art der Hybridisierung zulasst, wie oben bereits ausgefuhrt.

Damit kann man durch Auswahl des geeigneten Sondenoligonucleotids fir jede ge-

wiinschte Analytnucleinsaure ein empfindliches Nachweisverfahren auf Variationen und
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Mutationen durchfihren, indem man die Analyt-DNA mit Rezeptoroligonucleotiden in
Kontakt bringt, von denen einige dem Wildtyp entsprechen und andere mindestens eine
Veranderung in der Sequenz aufweisen, so dass ein Vergleich zwischen Wildtyp und

Veranderung maglich ist.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform kénnen beispielsweise fur den Nachweis eines
SNP's vier verschiedene Rezeptoroligos eingesetzt werden, die sich an der fur den SNP
vermuteten Stelle in der Base unterscheiden, so dass jede Base an dieser Stelle einmal
- vorkommt. Fiihrt man dann das erfindungsgemafe Verfahren mit den vier Rezeptoroligos
gleichzeitig durch, und vergleicht danach die Haufigkeit, mit der sich Komplexe mit Re-
zeptoroligos getrennt haben, so ist zu erwarten, dass bei den drei Oligos, bei denen ein
Mismatch zu erwarten ist, das Ergebnis sich von dem einen Oligo unterscheidet, bei dem
ein Perfect Match entstanden ist. Diese Ausfihrungsform fiihrt daher zu besonders aus-

sagekraftigen Ergebnissen.

Erfindungsgemal wird somit ein Verfahren zur Verfligung gestellt, mit dem Mutationen
oder Variationen einer Nucleinsauresequenz einfach und schnell nachgewiesen werden
kdnnen. Der Kern der Erfindung besteht darin, dass gleichzeitig viele Hybridisierungen
durchgefiihrt werden kénnen und die Trennkraft der hybridisierten Strange an vielen Mo-

iekulen gleichzeitig nachgewiesen werden kann.

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird das Verfahren noch aussagekraftiger durch Ver-
wendung einer zweiten Markierung. Bei dieser Ausfiihrungsform wird sowohl die zu ana-
lysierende Nucleinséure mit einer Markierung versehen, als auch die Sondenoligonucleo-
tide. Dies ist eine Ausfiihrungsform, bei der die Sondenoligonucleotide immobilisierbar
sind, bei der Umsetzung mit der nachzuweisenden DNA aber noch nicht immobilisiert
sind. Die Sondenoligonucleotide werden mit einer Markierung versehen, die sich von der
Markierung, mit der die zu analysierende DNA versehen ist, unterscheidet. Nach Durch-
filhrung des erfindungsgemaRen Verfahrens, bei dem wiederum die Analytnucleinsaure
mit Rezeptoroligonucleotiden und Sondenoligonucleotiden in Kontakt gebracht wird, eine
Hybridisierung und anschlieBend immobilisierung herbeigefiihrt wird und dann an die
Verkettung auf beiden Seiten eine Zugkraft angelegt wird, um eine der Bindungen der
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Verkettung zu 18sen. AnschlieRend wird eine Oberflache analysiert daraufhin, wie viel von
den Sondenoligonucleotiden an die Oberflache gebunden hat und wie viel von der zu
analysierenden DNA gebunden hat. Durch Ermittiung des Quotienten von gebundenen
Sondenoligonucleotiden zu gebundenen Analytnucleinséuren lasst sich noch genauer
nachweisen, ob eine Variation oder Mutation vorliegt, da nur die Komplexe untersucht
werden, bei denen tatsachlich eine immobilisierung der Sondenoligonucleotide stattge-
funden hat.

Bei den beschriebenen Ausfiihrungsformen ist die Reihenfolge der Arbeitsschritte varia-
bel. Es sollte allerdings darauf geachtet werden, dass zuerst die unmarkierten Kompo-

nenten immobilisiert werden und zuletzt die markierten. \

Das erfindungsgeméaRe Verfahren weist, wie bereits oben ausgefihrt, gegentiber den
Verfahren des Standes der Technik verschiedene Vorteile auf. So hat es gegenliber den
bekannten enzymatischen Methoden den Vorteil, dass keine Enzyme eingesetzt werden
missen, was Kosten spart. AuBerdem muss bei der Durchfilhrung des Verfahrens und
der Auswahl der Reaktanden, z.B. der Zusammenstellung des Puffers nicht auf die En-

zyme Ruicksicht genommen werden.

Im Gegensatz zu enzymatischen Methoden kénnen auch Heteroduplexe verwendet wer-
den, fur die keine Enzyme verfigbar sind, wie z.B. bei DNA-RNA- oder DNA-PNA-
Duplexe. Im Gegensatz zu SSP konnen viele Proben parallel getestet werden, ohne dass
es zu einer Kreuzreaktion kommt, wie es bei vielen Primer-Parchen im gleichen Ansatz
der Fall ist.

Im Gegensatz zur stringenten Hybridisierung kdnnen viele verschiedene Probenkomple-
xe in einem Ansatz diskriminiert werden. Die Stringenz wird fir jeden Probenkomplex
quasi tiber die Trennkraft des Referenzkomplex vorgegeben. Aufterdem sind, anders als
bei der stringenten Hybridisierung, keine Waschungen mit Temperatur- oder Salzgradien-
ten notwendig.



WO 03/066896 PCT/EP03/01258

- 23 -

Die Erfindung wird durch die Figuren und folgenden Beispiele erlautert.

Fig. 1 zeigt dabei das Prinzip des erfindungsgemafien Verfahrens, wobei auf eine beid-
seitig immobilisierte Verkettung aus Rezeptoroligonucleotid-Analytnucleinséure und Son-
denoligonucleotid eine Kraft ausgelibt wird. Die beiden Moglichkeiten fur die Trennung
des Komplexes sind gezeigt.

Fig. 2 zeigt zwei Beispiele fir die Verkettung einés Wildtyprezeptors mit Analytnuclein-
saure und Sondenoligonucleotid und eines eine Mutation aufweisenden Rezeptors mit
Analytnucleinsaure und Sondenoligonucieotid.

Fig. 3 zeigt die verschiedenen Méglichkeiten fdr Kopplung der Komponenten Rezeptoro-

ligonucleotid, Analytnucleinséure und Sondenoligonucleotid.

Fig. 4 zeigt verschiedene Maglichkeiten der Kopplung und der Immobilisierung der Kom-

ponenten

Figur 5 zeigt den Fluoreszenzscan eines Spots, der auf einen Stempe! Ubertragen wurde
(Bsp.2)

Figur 6 zeigt das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten bei zwei auf den Stempel Uber-
tragenen Spots. Mismatch (links) und Perfect Match (rechts). (Bsp. 3)

Figur 7 zeigt ein Histogramm der Verhaltnisse der Fluoreszenzintensitaten fur Mismatch-
Spots und Perfect—Match-Spoté (Bsp.3).

Figur 8 zeigt das Hybridisierungsschema der bei Beispiel 4 verwendeten Oligonukleotide.
Figur 9 zeigt bei der Ausfithrungsform von Beispiel 4 oben den Ubertrag eines PM-Spots

und eines MM-Spots auf den Stempel; unten sind PM- und MM-Spot auf dem Objekitra-
ger nach dem Stempeln abgebildet; daneben sind die jeweiligen Histogramme zu sehen.
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In Figur 3 sind die folgenden flnf Varianten dargestellt.

Bei Variante 1 ist das Rezeptoroligonucleotid an einer Unterlage immobilisiert. Es hybri-
disiert mit der Analytnucleinséure. Die Analytnucleinsaure weist an ihrem anderen Ende
eine spezifisch bindefahige Gruppierung auf, die mit dem entsprechenden Bindepartner
umgesetzt wird. Der Bindepartner hat eine Bindungsstelle, die an einen Stempel binden
kann. Durch den Kopplungsschritt wird der Bindepartner an.dem Stempel immobilisiert,

so dass sich eine Verkettung bildet, auf die eine Zugkraft ausgelibt werden kann.

In Variante 2 wird ein Bindepartner an einer Oberflache immobilisiert und mit dem spezi-
fisch damit bindenden Partner, der an einer Analytnucleinsaure vorhanden ist, umgesetzt.
Die Gber das spezifisch bindende Paar an der Oberflache immobilisierte Analytnuclein-
saure wird mit einem Rezeptoroligonﬁcleotid in Kontakt gebracht, das an seinem anderen
Ende eine Gruppe aufweist, die an eine Oberflache binden kann. Durch Bindung des Re-
zeptoroligonucleotids an die Oberflache entsteht wiederum eine Verkettung, auf die eine
Zugkraft ausgelibt werden kann.

In Variante 3 wird tber ein spezifisch bindendes Paar eine Analytnucleinsaure gebunden.
An einer zweiten Oberflache wird ein Rezeptoroligonucleotid immobilisiert. Beide Ober-
flachen werden dann so miteinander in Kontakt gebracht, dass die komplementaren Nuc-
leotide von Rezeptoroligonucleotid und Analytnucleinsaure hybridisieren kénnen. Auf die

gebildete Verkettung kann dann wieder eine Kraft ausgeiibt werden.

Bei Variante 4 wird ein Rezeptoroligonucleotid an einer Oberflache immobilisiert und mit
einer Analytnucleinsaure so in Kontakt gebracht, dass eine Hybridisierung stattfinden
kann. Die Analytnucleinsaure weist an ihrem anderen Ende einen Partner eines spezi-
fisch bindenden Paares auf. Der andere Partner dieses spezifisch bindenden Paares ist
an einer zweiten Oberﬂéché immobilisiert. Die beiden Oberflachen werden dann so mit-
einander in Kontakt gebracht, dass es zur Bindung des spezifisch bindenden Paares
kommt. Auf diese Weise entsteht wieder eine Verkettung, auf die dann eine Kraft ausge-
UIbt werden kann.
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In der letzten Variante Nr. 5 ist ein Rezeptoroligonucleotid an einer Oberflache immobili-
siert und wird mit der Analytnucleinsaure in Kontakt gebracht, so dass komplementare
Nucleotide miteinander hybridisieren kdnnen. An einer zweiten Oberflache ist ein spezi-
fisch bindendes Paar immobilisiert. Sowohl der nicht immobilisierte zweite Partner des
spezifisch bindenden Paares als auch die Analytnucieinsaure weisen jeweils eine Bin-
dungsstelle auf, die miteinander reagieren kann. Wenn diese beiden Gruppen miteinan-
der reagiert haben, kommt wieder eine Verkettung zustande, auf die wiederum Zug aus-
gelibt werden kann.

Die beiden Partner des spezifisch bindenden Paares sind in einer bevorzugten Ausfiih-
rungsform des erfindungsgemaRen Verfahrens zwei komplementére Nucleinséurestran-
ge, die einen Referenzkomplex bilden. Die Nucleinsaurestrange werden dabei so vorge-
sehen, dass sie sich bezuglich der freien Basenpaarungsenergie und der Anzahl der
Mismatches in vorbestimmter Weise von dem Probenkomplex unterscheiden oder gege-
benenfalls beztglich der freien Basenpaarungsenergie und Anzahl der Mismatches iden-
tisch sind.

Es ist auch moglich, statt der Nucleinséurestrénge ein anderes spezifisch bindendes
Paar als Referenzkomplex zu verwenden, wobei dieses spezifisch bindende Paar so
ausgewahit wird, dass die Bindungskraft vorbestimmt ist und der Bindungskraft des Pro-
bekomplexes moglichst nahe kommt. Verfahren zur Bestimmung der freien Basenpaa-
rungsenergie oder der Bindungskraft eines spezifisch bindenden Paares sind bekannt

und werden in der Literatur beschrieben.

Besonders bevorzugt werden Probe- und Referenzkomplex so ausgewahlt, dass sich die
freie Basenpaarungsenergie AG méglichst wenig unterscheidet. Eine zuverlassige Be-
stimmung ist nicht mehr moglich, wenn die freie Basenpaarungsenergie von Probekom-
plex und Referenzkomplex sich um mehr als 40 kcal/mol unterscheidet. Bevorzugt unter-
scheidet sich die freie Basenpaarungsenergie von Probe- und Referenzkomplex um nicht
mehr als 20 kcal/mol. Besonders gute Ergebnisse werden erhalten, wenn der Unter-

schied von Probe- und Referenzkomplex < 4 kcal/mol ist. Proben zur Bestimmung der
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freien Basenpaarungsenergie von Nucleinsaureduplices sind bekannt. Ein Verfahren wird
beispielsweise in K.J. Breslauer, R. Frank, H. Blécker und L.A. Markie "Predicting DNA
Duplexes Stability From The Base Sequence”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 83, Seiten
3746-3750, 1986, beschrieben.

Die folgenden Definitionen werden bei der Beschreibung der Beispiele verwendet.

Rezeptoroligo: Oligo, der mit dem Analyten' einen Probenkomplex ausbildet

Sondenoligo: Oligo, der mit dem Analyten oder dem Referenzstrang einen Referenzkom-
plex ausbildet

Analyt: Oligo, PCR-Produkt oder andere Nukleinsauren, auf denen ein Polymorphismus
oder eine Mutation nachgewiesen werden soll.

Probengemisch: Substanzgemisch, das den Analyten enthalt

Fehlpaarung: Basenpaar in einem Duplex, das keine spezifische Basenpaarung ausbildet
Trennkraft: Kraft, die an einer Verkettung auftritt, unmittelbar bevor diese durch eine an-
gelegte Zugkraft getrennt wird

Bindungspartner: Partner eines spezifisch bindenden Paares

Wildtyp: urspringlicher, bzw. von Mutante abweichende Form der Probensequenz
Mutation: veranderte, bzw. vom Wildtyp abweichende Form der Probensequenz, die zu
einer Veranderung der Trennkraft des Probekomplexes fuhrt

Beispiel 1

Bei dem folgenden Ausflihrungsbeispiel handelt es sich um den Nachweis einer mogli-
cherweise vorhandenen Einzelbasenvariation (G—C) an einer bekannten Basenposition

auf genomischer DNA.

Von genomischer DNA wird durch PCR ein Amplikon (Probenmolekiil entspricht Analyt-
nucleinsaure) hergestellt. Dabei flankiert das Primerpaar (Primer jeweils mit 18 Nukleoti-

den) eine Sequenz von 30 Basenpaaren, die die Stelle mit dem moglichen Basenaus-
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tausch enthalt. Primer 1, der an den nicht—codogénen Strang der genomischen DNA
hybridisiert und zur Kopie des codogenen Strangs verlangert wird, ist mit einem Cy3-

Molekl markiert.

Auf einem mit kovalent angebundenem Streptavidin beschichteten Objekttrager werden
auf zwei getrennten Spots von je 1mm? jeweils ca. 100 femtoMol eines von zwei ver-

schiedenen Rezeptoroligos angebunden.

Die die Spots umgebende frei gebliebenen Streptavidinflache der Beschichtung wird mit
einem biotinylierten Poly-A-Oligo von 15bp Lange abgesattigt.

Bei dem Wildtyp-Rezeptor (Rezyr) handelt es sich um ein 28 Nukleotide langes DNA-
Oligo, das am 5'-Ende mit Biotin modifiziert ist, womit es an die Streptavidinoberflache
angebunden wird. Die Basen 1-10 dienen als Poly-A-Spacer. Die Basen 11 -28 (Alle Ba-
sen in 5- 3-Richtung gezahit) stellen die Rezeptorsequenz von Rezwr dar. Dieser Se-
quenzabschnitt ist komplementér zu den Basen 30 bis 48 des amplifizierten codogenen

Strangs der genomischen DNA in der nicht-mutierten Form.

Bei dem Mutanten-Rezeptor (Rezy) handelt es sich um ein 28 Nukleotide langes Oligo,
das am 5'-Ende mit Biotin modifiziert ist, womit es an der Streptavidinoberflache ange-
bunden wird. Die Basen 1-10 dienen als Poly-A-Spacer. Die Basen 11 -28 stellen die
Rezeptorsequenz von Rezy dar. Dieser Sequenzabschhitt ist komplementar zu Basen 30
bis 48 des codogenen Strangs der mutierten Form der genomischen DNA, die sich von
der nicht mutierten Form bei Base 19 unterscheidet, an der ein C gegen ein G ausge-
tauscht ist. Rezy ist somit volistandig komplementar zu einer Mutanten-DNA, bei der bei

Base 39 ein G gegen ein C ausgetauscht ist.

Die Probe mit den Cy3-markierten Probenmolekiilen, die eine Kopie des codogenen
Strang darstellen, wird durch Kochen denaturiert und durch Kuhlen auf Eis am Rehybridi-
sieren gehindert. Zum Probengemisch wird ‘der Sondenoligo (Sonde) gegeben. Dabei

handelt es sich um ein DNA-Oligo von 28bp Lange. Die Sonde ist an ihrem 5'-Ende mit
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einem Cy5-Molekiil und an ihrem 3-Ende mit einem Biotin markiert. Die Basen 1-18 stel-
len die Sondensequenz dar und sind komplementar zu den Basen 18-1 des Probenmole-

kiils, welche die Referenzsequenz darstellen.

Die mit der Sonde versetzte Probe wird nun in 5 x SSC-Puffer zur Hybridisierung auf die
Rezeptor-Spots des geblockien Objektrager gegeben. Nach einer-Inkubation von 30min
bei RT wird mit 1 x SSC gewaschen und mit 1 x SSC Uberschichtet.

Durch die Hybridisierung kommt es zur Ausbildung von Probenkomplex und Referenz-
komplex, wie in Figur2 dargestellt, wobei die Verkettung Uber den Rezeptor an den Ob-

jekttrager angebunden ist..

Ein mit Streptavidin beschichteter, mikrostrukturierter PDMS-Stempel wird nun unter
100mM NaCl-Puffer auf den Bereich der Rezeptorspots mit den immobilisierten Verket-
tungen aufgedriickt. Dabei kommt es zur Anbindung der biotinylierten Sondenoligos an
den Stempel, bzw. zur Kopplung der Verkettungen zwischen Stempel und Objekttrager.
Der Stempel wird nach 30min von dem Objekirager getrennt, wobei es zur Losung der
Verkettungen durch Trennung jeweils eines Komplexes kommt. Zu beachien ist, dass
dieser Vorgang auf jedem Spot an sehr vielen (~100 fMol) Verkettungen simultan ausge-
fiihrt wird. |

Der Stempel wird nun in einem Fluoreszenzscanner hinsichtlich der Marker Cy3 und Cy5
ausgewertet. Die auf den Stempel Ubertragenen Sondenoligos und Probenmolekiile kén-
nen so quantifiziert werden. Die von den Spots auf eine bestimmte Flache des Stempels
iibertragene Menge an Cy5 wird mit der auf die gleiche Flache Ubertragenen Menge Cy3
ins Verhaltnis gesetzt. Die fur die beiden Spots erhaltenen Quotienten werden miteinan-

der verglichen.

Entsprechend der Formel Q = (Nkop - Nero- )/ Npro- (V. unten) erhalt man:
Fir den Spot von Rezwr: Qur= (n(Cy5wr) - n(Cy3wr)) / n(Cy3wr)
Fur den Spot von Rezy: Qu= (n(Cy5u) - n(Cy3wm)) / n(Cy3w)
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Anhand der von dem Stempel ermittelten Quotienten lassen sich nun zwei Falle unter-
scheiden:

Fall 1)

Das Probemolekiil liegt in Wildtyp-Form vor (kein Austausch von G nach C an Base 39).
Der Probenkomplex aus Rezyr und dem Probenmolekl ist vollstandig gepaart (Perfect
Match = PM).

Der Probenkomplex aus Rezy und dem Probenmolekl weist an Base 39 eine Einzelba-
senfehlpaarung zwischen G und G auf (Mismatch = MM). ‘

Die Trennkraft fir-den Probenkomplex von Rezyr ist folglich grofer als die Trennkraft fur
den Probenkomplex von Rezy:

F rro(Rezwr) > F pro(ReZ1)

Man erhalt Qwr > Qum

Bei Qur > Qu kann also auf den Wildtyp geschiossen werden

Fall 2)

Das Probemolekiil liegt in der Mutanten-Form vor (An Base 39 wurde G nach C ausge-
tauscht).

Der Probenkomplex aus Rezyr und dem Probenmolekiil weist an Base 39 eine Einzelba-
senfehlpaarung zwischen C und C auf (Mismatch = MM).

Der Probenkomplex aus Rezy und dem Probenmolekdl ist vollstandig gepaart (Perfect
Match = PM).

Die Trennkraft fir den Probenkomplex von Rezyr ist kleiner als die Trennkraft fur den
Probenkomplex von Rezy:

Fer(Rezwr) < F pro(REZM)

Man erhait QWT < QM

Bei Qwr < Qu kann also auf die Mutante geschlossen werden.
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Beispiel 2

SNP-Typing auf Oligonukleotiden

Bei diesem Beispiel wurden zwei Probesequenzen mit Langen von 14 bzw. 16 Nukleoti-

den hinsichtlich eines Einzelbasenaustauschs untersucht.

Bei den Probemolekiilen handelte es sich um Oligonukleotide, die von 5’ nach 3’ aus fol-
genden Sequenzbestandteilen aufgebaut waren:

Einer Referenzsequenz von 16 bzw. 14 Nukleotiden, einer internen Spacersequenz von
16 bzw. 20 Nukleotiden, einer Probensequenz mit 16 bzw. 14 Nukleotiden und einer ter-
minalen Spacersequenz von 4 Nukleotiden. Probesequenz und Referenzsequenz waren

zueinander revers.

Die Rezeptoren bestanden aus einem am 5°-Ende konjugierten Amino-C12-Linker, einem
Spacer aus 10 Nukleotiden ohne spezifische Bindungsfunktion (hier 10x Adenin) sowie
aus einer ausgewahiten Rezeptorsequenz mit einer Lange von 16 bzw. 14 Nukleotiden.

Passend zu zwei verschiedenen Wildtyp-Rezeptorsequenzen mit Langen von 14 und 16
Nukleotiden wurden Rezeptoren mit jeweils einem Basenaustausch zusammen gestelit.
In der 14mer Probesequenz wurde das Cytosin an Position 7 durch Adenin ersetzt. In der
16mer-Probensequenz wurde Cytosin an Position 12 durch Adenin ersetzt.

Die Sondenoligos bestanden aus einem am 5°-Ende konjugierten Cy5-Molekil, einem
Spacer aus 4 Nukleotiden ohne spezifische Bindungsfunktion (4x Adenin) sowie aus ei-
ner Sequenz, die zur Referenzsequenz komplementér war (16 bzw. 14 Nukleotide), so-

wie einem weiteren Spacer (10xAdenin) mit einer 3'-terminalen Biotingruppe.
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Der Aufbau der Verkettungen des 16mer-Probemolekils:

PM16
5/ NH2-C12-ARA AAA AAA A- gtgt gggg aggc tttg
PETE TEEE TEE THH
3 Cy3-GATC- caca cccc tceg aaac GTCG GATC CTAG GCTG caaa gcct ccce acac S’
PELE TR TEEE T
5 Cy5~AARA-gttt cgga gggg tgtg -AAAARARARA-Bio
MM16
5’ NH2-C12-AAA AAA ARA A- gtgt gggg agga tttg
PEE T 1= T
3’ Cy3-GATC- caca cccc tceg aaac GTCG GATC CTAG GCTG caaa gcct cccec acac 57
LT T T
5° Cy5-ARAA-gttt cgga gggg tgtg -AARAAARAAA-Bio

Der Aufbau der Verkettungen des 14mer-Probemolekls:
PM14

5’ NH2-CL2-AAAAABAAAA- cggt gceg tatg ga

PETE T T

3 Cy3-GATC gcca cgge atac ct TC TCAG GATC CTAG GACT CT te cata cgge accg 57

PUTT T DT

5° Cy5-AAAA-ag gtat gcecg tggc-ARAAARAAAA-BiO 37
MM14
5¢ NH2-Cl2-AAAAARARAA- cggt gcag tatg ga

LI =] 11

3 Cy3-GATC gcca cgge atac ct TC TCAG GATC CTAG GACT CT tc cata cggc acc 57

g
LETTH DT

5° Cy5-AAAA-ag gtat gccg tggc-AAAAARAAMA-Bio 37

Anbindung der Rezeptoroligonukleotide:

0,5 pl einer 10 uM Oligo-Lésung wurden in 0,1 M NaCl auf einen mit Epoxysilan be-
schichteten Objekttrager gespottet und Uber Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert.
AnschlieRend wird 2 x 5 Minuten in 1 x SSC-T (T ist Zusatz von 0,05 % Tween-20) und 2

x 2 Minuten in dest. Wasser gewaschen und mit einem Stickstoffstrom getrocknet.

Hybridisierung:

Die Spots der Wildtyp- und Mutanten-Rezeptoren wurden 30 Minuten mit einem Gemisch
aus Cy3-markierten Probenmolekil und CyS-markierten Sondenoligo in einer Konzentra-
tion von 0,5 uM in 5xSSC, 0,05 % Tween-20 inkubiert.

Durch die Hybridisierung kam es zur Ausbildung des Probenkomplexes und des Refe-
renzkomplexes, wie oben dargestelit, wobei die Verkettung tber den Rezeptor an den
Objekttrager angebunden ist. Im Anschluss an die Hybridisierung wurden die Objektira-
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ger 2 x 2 Minuten mit 5 x SSC-T, 2 x 2 Minuten mit 1 x SSC-T und 2 x 2 Minuten mit 0,2 x
SSC-T gewaschen, kurz gewassert und im Stickstoffstrom getrocknet.

Stempeln:

Es wurde ein mikrostrukturierter Stempel aus PDMS (Polydimethylsiloxan) gefertigt. Die
Strukturen bestanden dabei aus StempelfiiRchen von ca. 100 x 100 pm, die durch Vertie-
fungen von ca. 25um Breite und einem um Tiefe getrennt wurden. Hierzu wurde ein An-
satz aus einer 1:10 Mischung von Vernetzungsreagenz und Silikonelastomer (Sylgard
184, Dow Corning) nach mehrfachem Entgasen auf einen entsprechend strukturierten
Siliziumwafer gegossen und fur 24h bei RT inkubiert. Nach der Polymerisierung wurde
die strukturierte Oberflache des Stempels bei 1mbar in einem Plasmaofen fur 60s einem

H,0O-Plasma ausgesetzt.

Die oxidierte Oberflache wurde mit 3% Aminosilan (3-Aminopropyldimethyl-ethoxysilan;
ABCR, Karlsruhe) in 10% H;O und 87% Ethanol fiir 30min inkubiert. Die silanisierte
Oberflache wurde mit Reinstwasser gewaschen und mit Stickstoff trocken geblasen. An
die Aminogruppen des Silans wurde ein bifunktionales PEG angebunden, dessen eines
Ende ber eine durch NHS aktivierte Carboxygruppe, das andere Uber eine Biotingruppe
verfugte. 20yl einer Lésung mit 2mg/100ul NHS-PEG-Biotin (Shearwater, Huntsville)
wurden unter einem Deckglas firr 1h auf einem Stempel mit einer Flache von 1cm? inku-
biert. Es wurde mit Reinstwasser gewaschen und mit Stickstoff trocken geblasen. Auf die
nun biotinylierte Oberflache wurde 0,1mg/ml Streptavidin (Sigma) in PBS gegeben und
fr 30min inkubiert. Es wurde mit Reinstwasser gewaschen und mit Stickstoff trocken

geblasen.

Ein frisch praparierter Stempel und eine Unterlage wurden mit einer Losung von 30mM
NaCl unter einem Druck von 100g/cm? auf die Spots geprefit. Nach 30min wurde der
Stempel abgehoben. Objekttrager und Stempel wurden mit Reinstwasser gewaschen und
mit Stickstoff trocken geblasen.
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Messung:

Der Stempel wurde in einem Fluoreszenzscanner (Axon, Genepix 4000 B) mit einer Orts-
aufldsung von 5um hinsichtlich der Intensitaten von Cy3 (Anregung bei 532nm) und-Cy5
(Anregung bei 635nm) vermessen.

Auswertung:
Der Fluoreszenzscan eines Spots, der auf den Stempel tGbertragen wurde, ist in Fig. 5
dargestellt.

Die Intensitatsverteilungen fur Cy3 und Cy5 der gesamteh Spotflache wurden ermittelt
und in einem H(istogramm dargestellt. In Fig 5 ist ein typisches Histogramm eines Spots
fur eine der beiden Markierungen abgebildet. Die Histogramme weisen zwei ausgepragte
Maxima auf. Das Maximum bei geringer Intensitat entspricht dabei dem Fluoreszenzhin-
tergrund (dunkles Gitter), das bei groferer Intensitat dem eigentlichen Signal (helle Fla-

chen).

Fiir jeden Spot und fur jede Markierung wurde die Differenz aus Signal und Hintergrund
berechnet.

Im Gegensatz zu Experimentbeispiel 1 wurde hier nicht

Q = (n(Cy5) — n(Cy3) )/ n(Cy3) berechnet, sondern das Verhaltnis V = n(Cy5) / n(Cy3). Es
gilt Vum (Mismatch) < Vpy (Perfect Match), bzw. Vum / Vem < 1.

Das Verhaltnis V fur jeden der 15 gemessenen Spots ist in Tabelle 1 aufgelistet.

In Tabelle 2 wurden dann die Mittelwerte von V fur 14- und 16-mer mit und ohne Mis-
match berechnet. SchlieRlich wurden die Mittelwerte fur Perfect Match und Mismatch
(jeweils fur 14- und 16-mer) miteinander ins Verhaltnis gesetzt.

Fur beide untersuchte Probenmolekiile (14- und 16-mer) findet man Vum ! Ve < 1, was
deutlich zeigt, dass sich PM und MM hier klar unterscheiden lassen.
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Tabelle 1

Spot V (Cy5/Cy3)

MM16-1 0,53
MM16-2 0,51
MM16-3 0,64
PM16-1 0,94
PM16-2 0,68
PM16-3 0,61
PM16-4 0,55
MM14-1 2,32
MM14-2 2,01
MM14-3 2,76
MM14-4 2,38
PM14-1 2,76
PM14-2 3,06
PM14-3 2,66
PM14-4 5,10

PCT/EP03/01258
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Tabelle 2
Mittelw. V(MM14) 2,37
Mittelw. V(PM14) 3,40
Mittelw. V(MM14) / Mittelw. V(PM14) 0,70
Mittelw. V(MM16) 0,56
Mittelw. V(PM16) 0,70
Mittelw. V(MM16) / Mittelw. V(PM16) 0,81
Beispiel 3

SNP-Typing auf Oligonukieotiden

PCT/EP03/01258

Bei diesem Beispiel wurde eine Probesequenz von 16 Nukleotiden Lange hinsichtlich

eines Einzelbasenaustauschs untersucht.

Bei dem Probemolekill handelte es sich um ein Oligonukleotid, das von 5’ nach 3" aus

folgenden Sequenzbestandteilen aufgebaut war:

Einer Referenzsequenz von 16 Nukleotiden, einer internen Spacersequenz von 16

Nukleotiden, einer Probensequenz mit 16 Nukleotiden und einer terminalen Spacerse-

quenz von 4 Nukleotiden. Probesequenz und Referenzsequenz waren zueinander revers.

Die Rezeptoren bestanden aus einer am 5’-Ende konjugierten Biotin-Gruppe, einem

Spacer aus 10 Adeninen sowie aus einer ausgewahlten Rezeptorsequenz mit einer Lan-

ge von 16 Nukieotiden.
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Passend zur Wildtyp-Rezeptorsequenz mit einer Lange von 16 Nukleotiden wurde ein
mutierter Rezeptor mit einem Basenaustausch abgeleitet, bei dem Cytosin an Position 12
durch Adenin ersetzt wurde.

Der Sondenoligo bestand aus einem am 5°-Ende konjugierten Cy5-Molekdl, einem
Spacer aus 4 Adeninen sowie aus einer Sequenz mit 16 Nukleotiden, die zur Referenz-
sequenz komplementar ist, sowie einem weiteren Spacer aus zehn Adeninen mit einer 3'-

terminalen Biotingruppe.

Der Aufbau der Verkettungen des 16mer-Probemolekdlls:

PM16
5 Bio-AAAAAAAARA- gtgt gggg aggc tttg
D EETE T
3’ Cy3-GATC- caca cccc tcecg aaac GTCG GATC CTAG GCTG caaa gcct ccac acac 5'
FEE T T T
5 CyS5-ARAA-gttt cgga gggg tgt -AAAAAPAAMA-BioO
MM16
5’ Bio-AARAAAAAAA- gtgt gggg agga tttg
PLTE TETE 1= T
3 Cy3-GATC- caca ccce tccg aaac GTCG GATC CTAG GCTG caaa gcct ccecc acac S’
T T
S’ Cy5-AAAA-gttt cgga gggg tgtg -AAAAAAAARA-BiQ

Anbindung der Rezeptoroligonukleotide:

Je 0,5 pl einer 1 uM SSC-Losung der Rezeptoroligos wurden auf einen mit Streptavidin
beschichteten Objekttrager (Greiner Bio-One) gespottet und fir 30min in einer feuchten
Kammer inkubiert. Der Objekttrager wurde 2 x 5 Minuten in 1 x SSC-T (T ist Zusatz von
0,05 % Tween-20) gewaschen und verbleibende Tropfen mit einem Stickstoffstrom ent-
fernt (nicht getrocknet).

Blocken:

Um die nach der Anbindung der Rezeptoroligos verbleibenden freien Streptavidinbin-
dungsstellen mit Biotin abzusattigen, wurde der Objekttrager mit einer 2uM Losung eines
biotinylierten DNA-Oligos (in 1x SSC, 1% Tween) bedeckt und 15min inkubiert. Es wurde
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2 x 10 min mit 1 x SSC-T (T ist Zusatz von 0,05 % Tween-20) gewaschen und verblei-
bende Tropfen mit einem Stickstoffstrom entfernt (nicht getrocknet).

Hybridisierung:

Die Spots der Wildtyp- und Mutanten-Rezeptoren wurden 30 Minuten mit einem Gemisch
aus Cy3-markiertem Probenmolekiil (0,25uM) und CyS-markiertem Sondenoligo (1uM) in
5xSSC inkubiert.

Durch die Hybridisierung kam es zur Ausbildung des Probenkomplexes und des Refe-
renzkomplexes, wie oben dargestellt, wobei die Verkettung Uber den Rezeptoroligo an
den Objekitrager angebunden war. Es wurde 2 x 10 min mit 1 x SSC-T (T ist Zusatz von
0,05 % Tween-20) gewaschen und verbleibende Tropfen mit einem Stickstoffstrom ent-

fernt (nicht getrocknet).

Stempeln:

Es wurde ein mikrostrukturierter Stempel aus PDMS (Polydimethylsiloxan) gefertigt. Die
Strukturen bestanden dabei aus StempelfiiRchen von ca. 100 x 100 um, die durch Vertie-
fungen von ca. 25um Breite und einem pm Tiefe getrennt wurden. Hierzu wurde ein An-
satz aus einer 10:1 Mischung von Silikonelastomer (Sylgard 184, Dow Corning) und Ver-
netzungsreagenz nach mehrfachem Entgasen auf einen entsprechend strukturierten Sili-
ziumwafer gegossen und fir 24h bei RT inkubiert. Nach der Polymerisierung wurde die
strukturierte Oberflache des Stempel bei 1mbar in einem Plasmaofen fiir 60s einem H20-
Plasma ausgesetzt.

Die oxidierte Oberflache wurde mit 3% Aminosilan (3-Aminopropyldimethyl-ethoxysilan;
ABCR, Karlsruhe) in 10% H20 und 87% Ethanol fur 30min inkubiert. Die silanisierte O-
berflache wurde mit Reinstwasser gewaschen und mit Stickstoff trocken geblasen. An die
Aminogruppen des Silans wurde ein bifunktionales PEG angebunden, dessen eines En-
de Uber eine durch NHS aktivierte Carboxygruppe, das andere Uber eine Biotingruppe
verfugte. 20yl einer Ldsung mit 2mg/100ul NHS-PEG-Biotin (Shearwater Polymers, AL)
wurden unter einem Deckglas fiir 1h auf einem Stempel mit einer Flache von 1cm? inku-
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biert. Es wurde mit Reinstwasser gewaschen und mit Stickstoff trocken geblasen. Auf die
nun biotinylierte Oberflache wurde 0,1mg/mi Streptavidin (Sigma) in PBS gegeben und
filr 30min inkubiert. Es wurde mit Reinstwasser gewaschen und mit Stickstoff trocken
geblasen.

Ein frisch praparierter Stempel und eine Unterlage wurden mit einer Losung von 30mM
NaCl unter einem Druck von 100g/cm? auf die Spots gepreft. Nach 30min wurde der
Stempel abgehoben. Objekttrager und Stempel wurden mit Reinstwasser gewaschen und

mit Stickstoff trocken geblasen.

Messung:

Der Stempel wurde in einem Fluoreszenzscanner (Axon, Genepix 4000 B) mit einer Ort-
sauflosung von 5pm hinsichtlich der Intensitaten von Cy3 (Anregung bei 532nm) und Cy5
(Anregung bei 635nm) vermessen.

Auswertung:

Fiir beide MeRbilder wurde ein Fluoreszenzhintergrund ermittelt und subtrahiert. Die um
den Hintergrund bereinigten Messbilder wurden weiterverarbeitet, indem durch Division
fur jeden Bildpunkt der Quotient der Fluoreszenzintensitaten (635nm/532nm) bestimmt
wurde. Als Resultat wurde ein Quotienten-Bild der Fluoreszenzintensitaten erhalten, wie

in Figur 6 fir zwei Spots dargestelit.

Aus dem Quotientenbild wurden fiir die Flachen der Mefspots ein Histogramm der Inten-
sitatsquotienten V' (V' = Intensitéat (Cy5) / Intensitat (Cy3)) erstellt (Figur 7), wobei die

Skalierung der Intensitatsquotienten willktirlich gewahlt werden konnte.

Die niedrigen Peaks im Histogramm entsprachen dabei den Stempelflachen (dunkle
Rechtecke in Figur 6), die hohen Peaks den Vertiefungen des Stempels, auf die keine

Fluorophore bertragen wurden (helles Gitter in Figur 6).
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Fur alle Spots wurden die mittleren Intensitatsquotienten V (Maxima der niedrigen Peaks)
bestimmt. Dann wurden Vi (Mutante) und Vpp (Wildtyp) miteinander ins Verhélinis

gesetzt.

Dabei war zu erwarten, dass: VM (Mutante) < Vpp (Wildtyp), bzw. VM / Vpm < 1.
Fur das vorliegende Beispiel wurde aus dem Histogramm (Figur 7) ermittelt:

Vmm / Ve = 124/154 = 0,81.

Hiermit konnte der Unterschied von einer Einzelbasenfehlpaarung in einem Duplex von

16 Nukleotiden sicher nachgewiesen werden.

Beispiel 4

SNP-Typing auf Oligonukleotiden

Bei diesem Beispiel solite eine Probesequenz von 20 Nukleotiden Lange auf einen mog-
lichen Austausch eines einzelnen Guanins gegen ein Cytosin geprift werden.

Bei dem Probemolekiil (Analyt) handelte es sich um ein Oligonukleotid mit einem am 5°-
Ende konjugierten Cy5-Molekll, das von 5’ nach 3’ aus folgenden Sequenzbestandteilen
aufgebaut war:

Einer Referenzsequenz von 20 Nukleotiden, einer internen Spacersequenz von 11
Nukleotiden, einer Probensequenz von 20 Nukleotiden und einer terminalen Spacerse-
quenz von 5 Nukleotiden (hier 5 x Adenin). Probesequenz und Referenzsequenz waren
zueinander revers.

Die Rezeptoren bestanden aus einem am 5°-Ende konjugierten Amino-C6-Linker, einem
Spacer aus 10 Nukleotiden ohne spezifische Bindungsfunktion (hier 10x Adenin) sowie
aus einer ausgewéhlten Rezeptorsequenz mit einer Lange von 20 Nukleotiden. Passend

zur Wildtyp-Rezeptorsequenz (Rezeptor-PM) mit einer Lange von 20 Nukleotiden wurde
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ein mutierter Rezeptor (Rezeptor-MM) mit einem Basenaustausch abgeleitet, bei dem
Guanin an Position 13 durch Cytosin ersetzt wurde.

Der Sondenoligo bestand (in 5°-> 3" Richtung) aus einem Spacer aus 5 Nukleotiden (hier
5x Adenin) ohne spezifische Bindungsfunktion sowie aus einer Sequenz, die zur Refe-
renzsequenz komplementér war (20 Nukleotide), sowie einem weiteren Spacer

(10xAdenin) mit einer 3'-terminalen Biotingruppe.

Figur 8 zeigt das Hybridisierungsschema der verwendeten Oligonukleotide.

Anbindung der Rezeptoroligonukleotide:

7unéchst wurde 18 mM Bis-NHS-PEG (MW 3000 Da, Rapp Polymere TUbihgen; 54
mg/ml) in wasserfreiem DMF gelost. 150 i der Losung wurden auf einen mit Aminogrup-
pen funktionalisierten Objekttrager (Quantifoil, Jena) pipettiert und durch einen zweiten
Objekitrager bedeckt. Nach einer Stunde Inkubation in einer mit DMF gesattigten Kam-

mer wurden die Objekttrager mit Aceton gereinigt.

Fur den PM-Rezeptor wurden 5 pl einer 0,5 pM, fur den MM-Rezeptor 5 pl einert yM
Oligo-Losung 1:1 mit einer 100 mM EDC-L6sung (=> Endkonzentration 50 mM) versetzt.
\Von beiden Ansatzen wurden mit einer Handpipette abwechselnd je 1ul auf den mit Bis-
PEG-NHS300 beschichteten Objekttrager (Wasserdampfatmosphére) gespottet. Inkubiert
wurde bei Raumtemperatur fur 1h in einer feuchten Kammer. AnschlieRend wurde 2 x 20
Minuten in 1 x SSC/0,5% SDS gewaschen und kurz mit dest. Wasser abgespuit.

Blocken:

Um unspezifische Anbindung zu vermeiden, wurde der Objekitrager in einer 2%-igen
BSA-Losung (w/v in dest. Wasser) 1h bei Raumtemperatur geschwenkt. Danach wurde
mit dest. Wasser 5 Minuten lang gewaschen und kurz abgespult.
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Hybridisierung:

Die Spots der Wildtyp- und Mutanten-Rezeptoren wurden 1 Stunde mit einem Gemisch
aus Cy5-markiertem Probenmolekiil und unmarkiertem Sondenoligo in einer Konzentrati-
on von 0,1 yM in 5xSSC inkubiert.

Durch die Hybridisierung kam es zur Ausbildung des Probenkomplexes und des Refe-
renzkomplexes, wie oben dargestellt, wobei die Verkettung Uber den Rezeptor an den
Objekttrager angebunden ist. Im Anschluss an die Hybridisierung wurden die Objekttra-
ger je 10 Minuten mit SSC/0,1% SDS bzw. 1xSSC Minuten gewaschen und Kkurz im

Stickstoffstrom trockengeblasen.

Herstellung der Stempel:
Es wurde ein mikrostrukturierter Stempel aus PDMS (Polydimethylsiloxan) gefertigt. Die
Strukturen bestanden dabei aus StempelfiiRchen von ca. 100 x 100 pm, die durch Vertie-

fungen von 41um Breite und fiinf ym Tiefe getrennt wurden.

Ein Ansatz aus einer 1:10 Mischung von Vernetzungsreagenz und Silikonelastomer (Syl-
gard 184, Dow Corning) wurde nach mehrfachem Entgasen auf einen entsprechend
strukturierten Silikonwafer gegossen und furr 24h bei RT inkubiert. Nach der Polymerisie-
rung wurde das PDMS in einem EtOH/Wassergest, Gemisch (1:1) fur 3 Minuten im Ultra-
schallbad gewaschen. Vor und nach der Aktivierung Uber Nacht in einer 12,5 %-igen HCI-
Losung wurde kurz mit dest. Wasser abgespult.

Die aktivierte Oberflache wurde mit 3% Aminosilan (3-Aminopropyldimethyl-ethoxysilan;
ABCR, Karlsruhe) in 10% H,O und 87% Ethanol fir 30min inkubiert. Die silanisierte
Oberflache wurde zunéchst mit Ethanol und dann mit Reinstwasser gewaschen und mit
Stickstoff trocken geblasen. An die Aminogruppen des Silans wurde ein bifunktionales
PEG angebunden, dessen eines Ende Uber eine durch NHS aktivierte Carboxygruppe,
das andere Uber eine Biotingruppe verfiigte. Um die Dichte der Biotingruppen zu reduzie-
ren, wurde das NHS-PEG-Biotin (6 mM; Shearwater, Huntsville) 1:20 mit 6 mM NHS-
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methoxy-PEGz000 ausgediinnt. 20pl dieser Losung wurden unter einem Deckglas fir 1h
auf einem Stempel mit einer Flache von 1cm? inkubiert. Es wurde mit Reinstwasser ge-
waschen und mit Stickstoff trocken geblasen und mit 6 mM NHS-methoxy-PEGazu0 1h
geblockt. Auf die nun biotinylierte Oberflache wurde 0,2 mg/ml Streptavidin (Sigma) in
PBS/1%BSA gegeben und fir 1h inkubiert. Es wurde je 10 Minuten mit SSC/0,1% SDS
bzw. 1xSSC Minuten gewaschen und kurz im Stickstoffstrom trockengeblasen.

Stempeln: 1

Ein frisch praparierter Stempel wurde in 1xSSC unter einem Druck von 125g/cm? auf die
Spots der Unterlage (Objekttrager) gepresst. Nach 10min wurde der Stempel abgehoben.
Objektfréger und Stempel wurden mit Stickstoff trocken geblasen.

Messung:

Der Stempel und der Objekttréger wurden in einem Fluoreszenzscanner (Virtek, ChipRe-
ader™; 3um) mit einer Ortsaufldsung von 6um hinsichtlich der Intensitat von Cy5 (Anre-
gung bei 635nm) vermessen. Da bei der Messung des Stempels eine hohere Photomulti-
plierspannung verwendet wurde als bei der Unterlage, fallen die gemessenen Intensita-
ten des Ubertrags auf den Stempel (,UBER®) groRer aus als die der Hybridisierung auf
dem Objekttrager (,VOR®). Da im vorliegenden Beispiel die Auswertung auf den Verhalt-
nissen ,UBER/VOR® und nicht auf einem Vergleich von absoluten Messwerten basiert,

konnte von einer Normalisierung der Intensitaten abgesehen werden.

Auswertung:

Die Scans sind in Abb. 9 dargestellt. In der oberen Halfte erkennt man den Ubertrag ei-
nes Mismatch-Spots (links) und den eines Perfect-Match-Spots (rechts). Bei beiden
Spots wurde ein Muster von 5x5 Kastchen ausgewahit und deren Intensitaten in einem
Histogramm dargestellt.

Unten erkennt man das zu dem Stempel komplementare Bild der beiden Spots auf dem
Objekttrager. Hier wurde im Bereich der 5x5 Kéastchen das verbleibende Gitter ausge-
wahit und fiir beide Spots im Histogramm dargestellt. Man erkennt deutlich, dass die In-
tensitatswerte der Hybridisierung (PMyor = 14000; MMyor = 15500) nur geringfiJgig, die
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des Ubertrags (PMuger = 23100; MM ger = 39400) jedoch deutlich voneinander abwei-
chen.

Da hier im Unterschied zu den anderen Beispielen nur das Probemolekl, nicht aber das
Sondenmolekil durch einen Fluorophor markiert wurde, erfoigt die Auswertung nur an-
hand des Verhaltnisses aus tbertragenem (UBER) zu angebotenem (VOR) Probemole-
kal.

Da man bei einem Mismatch im Probenduplex einen hoheren Ubertrag an Probemolekdl
auf den Stempel erwartet, als dies bei einem Perfect Match der Fall ist, gilt:

Queer = PMuser / MMuger < 0

Dies gilt jedoch nur unter der Voraussetzung, dass die Intensitaten der Hybridisierung fiJr»
PM und MM gleich groB sind. Ist dies nicht gegeben, so verwendet man:

Queervor = (PMuoger / PMyor) / (MMgger / MMyor) < 0

Im vorliegenden Beispiel erhalt man also:

Quservor = (23100 / 14000) / (39400 / 15400) = 0,65

Das resultierende Quasrvor < 1, Zeigt deutlich, dass der Analyt mit Rezeptor-PM einen
Perfect Match und mit dem Rezeptor MM einen Mismatch ausbildet. Hieraus kann ge-
schlossen werden, dass die Probe dem Wildtyp entspricht und auf Position 13 folglich G

vorliegt.
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Varianten der Ausfihrung

Fur das beschriebene Verfahren sind viele Variationen maéglich, die je nach der Situation
ausgewahlt werden kénnen.

Anlegen der Zugkraft

Wie in der bevorzugten Ausfiihrung beschrieben, wird der Kraftvergleich am einfachsten
durch die Kopplung einer Verkettung zwischen zwei angenaherte Oberflachen und an-
schlieRendes Trennen der Oberflachen ausgefiihrt. Statt der Immobilisierung an Oberfla-
chen kann die Immoblisiefung der Bindepartner aber auch an anderen Festkorpern, z.B

Kugelchen, oder tiber Molekille, an die eine Zugkraft angelegt werden kann, erfolgen.

Der Kopplungsschritt
Unter Kopplung versteht man den Schritt, durch den eine Verkettung mit den beiden
Kraftangriffspunkten verbunden wird.

Beim Kopplungsschritt sind mehrere Falle zu unterscheiden, die in Figur 3 illustriert sind:
Fall 1 entspricht dem oben ausgefihrten Beispiel, wobei der Kopplungschritt der Ausbil-
dung der Biotin-Streptavidin-Bindung zwischen Sondenoligo und dem Stempel entspricht.

Wie bei Fall 1 erfolgt auch bei Fall 2 der Kopplungsschritt erst nach der Ausbildung der
Verkettung, d.h. erst nachdem Probenkomplex und Referenzkomplex bereits miteinander
verbunden waren. Der Unterschied ist lediglich, dass bei Fall 1 auf der Seite des Refe-
renzkomplexes und bei Fall 2 auf der Seite des Probenkomplexes gekoppelt wird.

Bei Fall 3, 4 und 5 erfolgt die Kopplung und die Ausbildung der Verkettung durch den
gleichen Schritt. Bei Fall 3 erfolgt die Koppiung durch die Ausbildung des Probenkomple-
xes und bei Fall 4 durch die Ausbildung des Referernzkomplexes.

Bei Fall 5 liegen sind beide Komplexe bereits ausgebildet und mit den Kraftangriffspunk-

ten (Oberflachen) verbunden, wenn es zur Kopplung zwischen den Komplexen kommt.
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Position des Probenmolekdils in der Verkettung

Das obige Ausfilhrungsbeispiel schildert einen Fall, bei dem die Analytnucleinsaure oder
Probesequenz den zweiten Bindungspartner des Probenkomplexes darstellt und folglich
unmittelbar mit Bindungspartner 3, der Referenzsequenz verbunden ist. Die Probense-

quenz nimmt hier eine ,zentrale Position" innerhalb der Verkettung ein.

Davon abweichend, kann die Probensequenz auch Bindungspartner 1 entsprechen. In
diesem Fall nimmt sie eine ,periphere Position” in der Verkettung ein. Fur diese Ausfuh-
rungsform wird daher das Probenmolekl auf einer Oberflache immobilisiert. Dies wird in
Figur 4 veranschaulicht. Fall A und B z,eig‘en einen Aufbau, bei dem die Probe zentral
plaziert ist (Fall A entspricht dem obigen Ausfuihrungsbeispiel). Beziiglich der Kopplung
kann man A mit Fall 1 von Figur 3 vergleichen und B mit Fall 5 in Figur 3. Bei C ist das
Probemolekiil hingegen peripher plaziert und auf der Unterlage immobilisiert. Beziiglich
der Kopplung ist C mit Fall 5 von Figur 3 vergleichbar.

Die Immobilisierung des Probemolekills kann dadurch erfolgen, dass man in einen der
PCR-Primer, die zur Amplifikation des Probemolekiils verwendet werden, ein Biotin ein-
fuhrt. Die Anbindung erfolgt dann Uber die Bindung dieses Biotins an die Streptavidinbe-
schichtung der Unterlage.

Alternativ kann die Immobilisierung auch Uiber die Hybridisierung mit einem Capture-Oligo
erfolgen. Das Captureoligo wird hierfur terminal an die Unterlage gebunden und bildet mit
dem Probemolekiil einen Komplex aus, der kraftstabiler ist als Referenz- oder Probe-
komplex. Bei Fall C wird das Probenmolekl nicht markiert.

Die Auswertung von Fall B und C erfolgt, indem die Menge an Markierung 1, die auf den
Stempel tibertragen wird und die Menge an Markierung 2, die auf die Unterlage tibertra-
gen wird, bestimmt wird. Es gilt:Q' = Nper. / Npro- = Q = Marker 2 (Stempel) / Marker 1 (Un-

terlage)
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Der Referenzkomplex

Der Referenzkomplex kann aus einem Duplex von Nukleinsauren oder auch aus einem
Komplex beliebiger anderer Bindungspartner, z.B. Partnern eines spezifisch bindenden
Paares aufgebaut sein.

Es ist von Vorteil, einen Referenzkomplex zu wahlen, der unter den gegebenen Ver-
suchsbedingungen einen dem Probenkomplex ahnliche Trennkraft aufweist. Deshalb
" werden bevorzugt Referenzkomplexe gewahlt, die dem Probenkomplex in der Chemie,
Basenzusammensetzung und im GC-Gehalt ahnlich sind. Es kdnnen jedoch auch Refe-
renzkomplexe verwendet werden, die gegenliber dem Prébehkomplex in der Lange, der
Basenzusammensetzung abweichen, wobei die oben angegebenen Bedingungen beziig-

lich der freie Basenpaarungsenergie dann beachtet werden sollten.

Die Referenzsequenz

In dem obigen Ausfiihrungsbeispiel ist die Referenzsequenz ein Bestandteil des Pro-
benmolekiils. Bei einer peripheren Position des Probenmoleklls ware dies jedoch nicht
der Fali.

Im Fall des Ausfilhrungsbeispiels entspricht die Referenzsequenz Primer 2 der Amplifika-
tion bzw. der urspringlichen Sequenz der genomischen DNA. Die Referenzsequenz
kann jedoch ebenso aus einer Sequenz bestehen, die so nicht auf der genomischen DNA
enthalten war und erst durch einen degenerierten Primer bei der Amplifikation eingefugt
wurde.

Detektion
Die Ermittiung von Q" = Nrer. / Npro- (S.U.) kann entweder tiber den Nachweis getrennter
Bindungspartner eines getrennten Komplexes oder durch den Nachweis noch intakter

Komplexe erfoigen.

Der Nachweis der Bindungspartner erfolgt tiber die Markierung. Abhéngig von der ver-
wendeten Markierung wird daher die zu bestimmende Eigenschaft des Detektormolekills
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bestimmt. Dies geschieht in der Regel durch Auswertung optischer oder elektrischer Pa-

rameter. Auch der Einsatz von Massenspektroskopie ist moglich.

Ermittlung von Q

Da es in der Praxis sehr schwierig ist das Verhaltnis der mittleren Trennkrafte exakt zu
bestimmen, wird statt dem idealen Q" = Nger. / Npro- = F'ret / Fpro NBherungsweise Quo-
tient Q bestimmt, d.h. Q =Q’".

Unter idealen Bedingungen kann man das Verhéltnis von getrennten Probenkomplexen -
zu den getrennten Referenzkomplexen einfach au's der Verteilung des Probenmolekils
swischen den beiden Oberflachen ermitteln. Im Ausfihrungsbeispiel wiirde das bedeu-
ten, nur den Cy3-Marker am Probenmolekiil einzusetzen. Q" = NRer. / Npro- €Ntsprache in
diesem Fall naherungsweise dem Verhaltnis von Cy3, das auf den Stempel Ubertragen
wurde zu Cy3, das auf dem Objekitrager verblieben ist.

Dies setzt jedoch voraus, das die Kopplung, also das Verbinden beider Oberflachen
durch die Verkettungen bei jedem Experiment reproduzierbar effizient ist. Dies ist nicht

immer der Fall und daher werden bevorzugt zwei Markierungen eingesetzt.

Das folgende Beispiel soll verdeutlichen, warum eine zweite Markierung haufig sinnvoll
ist: Ein Experiment, bei dem Referenzkomplex und Probenkomplex gleiche Trennkréfte
aufweisen, wird zweimal durchgefiihrt. Beim Experiment 1 werden alle der 100 Verket-
tungen gekoppelt (nkop = 100). Nach der Trennung sind 50 Probenmolekile auf dem
Stempel und 50 auf der Unterlage zu finden. Bei Experiment 2 werden von 100 Verket-
tungen nur 50 gekoppelt. Nach der Trennung sind 25 Probenmolekile auf dem Stempel
und 75 auf der Unterlage zu finden. Fur Experiment 1 mit man Q = Nget. / Npro- = 50/50 =
1. Fur Experiment 2 miit man Q = Nret. / Npro. = 75/25 = 3. Tatsachlich handelt es sich
jedoch um nger. = 25 und np. = 25 sowie um 50 Verkettungen, die nicht gekoppelt und

getrennt wurden.
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Die unterschiedliche Kopplungseffizienz, die z.B. durch Qualitétsschwankungen der
Stempeloberflache verursacht werden kann, fiihrt also zu einem abweichenden Ergebnis.
Bei der bevorzugten Ausfiihrungsform kommt deshalb ein zweiter Marker zum Einsatz,
der an der Sonde befestigt ist und zur Bestimmung der Menge der gekoppelten Verket-
tungen (nkop) dient.

In diesem Fall erhlt man aus  Nkep = NRet- + Npro- UNd Q" = NRet. / Npro-

das Verhaltnis der Trennkrafte: Q = (Nkop = Nero- )/ Nero-

Bei der Auswertung des Stempels setzt man die Menge des auf eine bestimmte Flache
des Stempels ibertragenen Sonden-Markers mit dem auf die gleiche Flache Ubertrage-
nen Proben-Markers ins Verhéltnis. Die Menge des Sondenmarkers entspricht dabei der
Menge der Kopplungen (Nkep):

n(Sonden-Marker) / n(Proben-Marker) = Nkep / Nero-

Fir das obige Beispiel gilt also:

Experiment 1: Q = (Nkop - Npro- )/ Nero- = (100 — 50)/ 50 = 1

Experiment 2: Q = (Nkop - Nero- )/ Npro- = (50 — 25 )Y 25=1

Durch Einbeziehen der Kopplungzahi n,, erhélt man also auch fir nicht reproduzierbare

Kopplungseffizienz den richtigen Quotienten.
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Das Rezeptoroligo
Das Rezeptoroligonukleotid kann aus DNA, RNA, PNA, oder anderen kiinstlichen Nukie-
otidbausteinen bestehen. In der Regel hat es eine Lange zwischen 15 und 25 Basenpaa-

ren.

Die Diskriminierung

Die Diskriminierung einer Mutation gegeniiber einem Wildtyp erfolgt in der Regel Uber
einen Unterschied im Quotienten Q. Im Ausfithrungsbeispiel werden zwei Q-Werte be-
stimmt und miteinander verglichen (Referenzexperiment). Alternativ kdnnte man auch auf
das Referenzexperiment verzichten, wenn z.B. der Quotient fir den Wildtyp (Qwr) bereits
bekannt ist. Eine signifikante Veranderung gegeniiber Qur wilrde dann auf eine Mutation
hinweisen. Dies ist jedoch nur sinnvoll, wenn eine sehr gute Reproduzierbarkeit aller Ver-
suchsparameter (z.B. gleichbleibende Qualitat der Marker) gewahrleistet ist, was nicht

immer der Fall ist.

Das Probenmolekdl

Bei dem Probenmolekiil oder der Analytnucleinséure kann es sich sowohi um DNA als
auch RNA als auch synthetisc_he NA unterschiedlichster Herkunft handein. Ob eine
Amplifizierung notwendig ist, hangt dabei immer von der Menge des verfugbaren Pro-
benmaterials ab. Bevorzugt wird das Probenmaterial durch PCR amplifiziert, um eine

ausreichende Menge zur Verfiigung zu haben.



WO 03/066896

PCT/EP03/01258
50
Patentanspriiche
1. Verfahren zum Nachweis von Mutationen in einer Nucleinséure umfassend, dass

a) eine Mehrzahl zu analysierender Nucleinsaure-Strange mit mindestens zwei
Arten von Oligonucleotiden, Rezeptoroligos und Sondenoligos, in Kontakt
gebracht wird unter solchen Bedingungen, dass die Oligos mit der zu analy-
sierenden DNA hybridisieren unter Bildung eines Prc‘)'benkomplexes und ei-
nes Referenzkomplexes, so dass eine beidseitig immobilisierte oder immobi-

" lisierbare Verkettung von Probekomplex und Referenzkomplex vorliegt,

b) anschlieBend gegebenenfalls die Verkettung immobilisiert wird,

c) an die Verkettung eine Zugkraft angelegt wird, bis sich einer der Komplexe
trennt und

d) bestimmt wird, welcher der Komplexe getrennt wurde.

2, Verfahren zum Nachweis von Mutationen in Analytnucleinsauren, bei dem die
Analytnucleinsaure mit mindestens zwei Arten von Oligonucleotiden, Rezeptoroli-
gos und Sondenoligos, in Kontakt gebracht wird unter solchen Bedingungen, dass
die Oligos mit der Analytnucleinsaure hybridisieren unter Bildung eines Probe-
komplexes und eines Referenzkomplexes, wobei die Oligonucleotide immobilisiert
oder immobilisierbar sind, und wobei gegebenenfalls die Oligonucleotide nach der
Hybridisierung immobilisiert werden, so dass eine beidseitig immobilisierte Verket-
tung von Rezeptoroligo - Analytnucleinsaure - Sondenoligo entsteht; an die Ver-
kettung eine Zugkraft angelegt wird, so dass sich einer der gebildeten Komplexe
19st und bestimmt wird, welcher der Komplexe gel6st wurde,
wobei die Rezeptoroligonucleotide eine Sequenz aufweisen, die zu ginem Se-
quenzabschnitt des Wildtyps der Analytnucleinsaure komplementar ist, in dem ei-

ne Mutation oder Variation vermutet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Verbindung von Analytnucleinséure und Sondenoligo Uber eine Kopplungsse-
quenz erfolgt.
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4, Verfahren zum Nachweis von Mutationen in Analytnucleinsauren, bei dem aus
Analytnucleinsaure, zwei Arten von Oligonucleotiden, Rezeptoroligos und Sonde-
noligos, und gegebenenfalls einer Kopplungssequenz durch Hybridisierung Pro-
benkomplexe und Referenzkomplexe in solcher Weise gebildet werden, dass die
beiden Komplexe jeweils miteinander verkettet sind; auf die gebildeten Verkettun-
gen eine Zugkraft ausgelibt wird, wobei sich jeweils einer der Komplexe trennt

und dann bestimmt wird, welcher der Komplexe sich jeweils getrennt hat.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass fir Probekomplex und Referenzkomplex solche Nucleinsauren ausgewanhlt
werden, dass sich die freie Basenpaarungsenergie AG der hybridisierten Komple-

xe um < 40 kcal/mol unterscheidet.

6. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass
sich die freie Basenpaarungsenergie AG von Probe- und Referenzkomplex um

weniger als 20 kcal/mol unterscheidet.

7. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass
sich die freie Basenpaarungsenergie AG von Probe- und Referenzkomplex um

weniger als 4 kcal/mol unterscheidet.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass sich bei Probe- und Referenzkomplex die Anzahl der hybridisierenden Paare
bei gleichem GC-Gehalt um hochstens zwei Basen Lange unterscheiden.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass sich bei Probe- und Referenzkomplex die Anzahl der hybridisierenden Paare

bei gleichem GC-Gehalt um eine Base Lange unterscheiden.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Anzahl der Mismatches bei Probe- und Referenzkomplex sich nur um ei-
nen Mismatch unterscheidet.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass das Verfahren gleichzeitig und parallel an einer Vielzahl von Analytnuclein-
sauren durchgefihrt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Analytnucleinsauren durch PCR erhalten wurden.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Analytnuclein-
saure markiert wird, indem fiir die PCR Primer, die eine Markierung tragen, einge-

setzt werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Rezeptoroligo und/oder Sondenoligo an einem Ende einen Partner eines
spezifisch bindenden Paares aufweisen, wobei der andere Partner des spezifisch
bindenden Paares an einer Oberflache gebunden ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Rezeptoroligo und/oder Sondencligo an einer Oberflache gebunden sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass
Analyt und Sondenoligo an einer Oberflache gebunden sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Rezeptoroligo und Sondenoligo an einer Oberflache immobifisiert werden
und anschlieRend mit der Analytnucleinsaure hybridisiert werden.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Rezeptoroligo und/oder Sondenoligo zuerst mit der Analytnucleinsaure in
Kontakt gebracht werden unter solchen Bedingungen, dass eine Hybridisierung
stattfindet, und anschlieRend immobilisiert werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass mindestens eine der beiden Oberflachen, die zur Immobilisierung verwendet
werden, aus einem elastischen Material besteht bzw. mit einem elastischen Mate-
rial beschichtet ist.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine der
beiden Oberflachen mit Polydimethylsiloxan oder einem Derivat davon beschichtet

ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Rezeptoroligo und/oder Sondenoligo entweder direkt kovalent, tiber ein Bri-
ckenmolekil und/oder Uber ein spezifisch bindendes Paar an einer Oberflache
immobilisiert ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die komplementaren Nucleinsdurestrange DNA-, RNA- und/oder LNA -
Strange sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Partner des spezifisch bindenden Paares Biotin und Streptavidin bzw.
Antibiotin-Antikérper sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass als Markierung eine Gruppe verwendet wird, die optisch und/oder eléktrisch
nachweisbar ist.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass als Markierung eine radioaktive, fluoreszierende, lumineszierende, chro-
mophore Markierung oder ein Farbstoff oder eine leitfahige Gruppe verwendet

wird.

Verfahren nach Anspruch 25 dadurch gekennzeichnet, dass als Markierung eine

' fluoreszierende Gruppe verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 26 dadurch gekennzeichnet, dass als Markierung Fluo-
resceinisothiocyanat, Fluorescein, Rhodamin, Tetramethylrhodamin-5-(und-6)-
isothiocyanat, Texas Red oder ein Cyaninfarbstoff verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass zwei Markierungen verwendet werden, die an Analytnucleinsdure und Son-
denoligo bzw. Referenzstrang gebunden sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass zwei Markierungen verwendet werden, die an Rezeptoroligo und Referenz-
strang gebunden sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die unmarkierten Komponenten immobilisiert werden und die markierten

Komponenten zuletzt zu der Reaktionsmischung zugegeben werden.
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Figur 2
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Figur 4
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Figur 5
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Figur 6
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Figur 7
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