REPUBLIK

(19) OSTERREICH (10) Nummer: AT 4 0 8 9 89 B
Patentamt
- PATENTSCHRIFT
(21) Anmeldenummer: 2041/99 (51) Int.CL.”: C12Q 1/68
(22) Anmeldetag: 03.12.1999
(42) Beginn der Patentdauer:  15.09.2001
(45) Ausgabetag: 25.04.2002
(73) Patentinhaber:
FORSCHUNGSINSTITUT FUR KREBSKRANKE
KINDER
A-1090 WIEN (AT).
(72) Erfinder:
HAAS OSKAR A. DR.
WIEN (AT).
WEINHAUSEL ANDREAS DR.
WIEN (AT).

(54) VERFAHREN ZUR DETEKTION UND EXALUIERUNG EINER POTENTIELL ABERRANT
METHYLIERTEN DNS-REGION AM X-CHROMOSOM ODER DER KLONALITAT

AT 408 989 B

Verfahren zur Detektion und Evaluierung einer poten-
tiell aberrant methylieten DNS-Region am X-Chromosom
oder der Klonalitdt, wobei in einer Probe das AusmaB der
Methylierung der potentiell aberrant methylierten DNS-
Region und gegebenenfalls das Ausmaf der Methylierung
in einem sicher physiologisch methylieten DNS-Bereich
des X-Chromosoms und/oder das AusmaB der Methylie-
rung sowie gegebenenfalis die Sequenzvariante einer poiy-
morphen DNS-Region des X-Chromosoms, die entweder
physiologisch oder aberrant methyliert sein kann, bestimmt
wird und anschiieBend aus dem Vergleich der Methylie-
rungsbestimmungen und gegebenenfalls der Sequenzvari-
ante das Vorhandensein und gegebenenfalls die Variante
und das AusmaR der potentiellen Aberration oder der
Klonalitat diagnostiziert wird.
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Es wird ein Verfahren zur Detektion und Evaluierung einer potentiell aberrant methylierten
DNS-Region am X-Chromosom oder der Klonalitat zur Verfugung gestell, die Verwendung eines
solchen Verfahrens sowie ein Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens.

Die DNS, Trager der genetischen Information, liegt im Zellkern der Eukaryonten in strukturellen
Einheiten, den Chromosomen, dicht verpackt vor. Anderungen der Zahl oder aber der Struktur der
Chromosomen sowie Veranderungen der DNS selbst, ohne dass diese mikroskopische Verande-
rungen an den Chromosomen herbeifihren, haben bei Menschen meist schwerwiegende Krank-
heitsbilder zur Folge. Krankheiten kénnen auch infolge epigenetischer Veranderungen, wie etwa
durch aberrante DNA-Methylierung hervorgerufen werden. Die Methylierung der DNA erfolgt durch
kovalente Bindung von Methylgruppen an die Nukleotide und stellt einen wichtigen Regulationsme-
chanismus dar: Im Fall des Saugergenoms sind aktive Gene oder deren regulatorische Einheiten
haufig untermethyliert, wahrend inaktive DNA-Abschnitte sich haufig durch eine starke Methylie-
rung auszeichnen. Dabei werden primar die Cytosin-Reste in CpG-Dinukleotiden in 5'-Position
methyliert. Dementsprechend ist in methylierter DNA Methyl-Cytosin (mC) praferentiell als mCpG
in den CpG-Inseln der DNA vorzufinden. Diese sind zumeist in regulatorischen DNA-Einheiten zu
finden und ursachlich nicht methyliert. Physiologisch findet man im diploiden Saugergenom mCpG
in gepragten Genen, "imprinted genes", - in Abhéngigkeit vom elterlichen Ursprung des jeweiligen
Gens bzw. Chromosoms, in der Regel unmethylierte aktive DNA -, und methylierte inaktive DNA-
Abschnitte. Somit werden "gepragte Gene" von nur einem der beiden homologen Chromosomen
exprimiert. Ein &hnliches Verhaltnis findet sich in Zellen weiblicher Individuen zur Dosiskompensa-
tion von Genen, welche am X-Chromosom Iokalisiert sind: da weibliche Zellen (XX) im Gegensatz
zu den mannlichen Zellen (XY) 2 X-Chromosomen tragen, wird eines der beiden X-Chromosomen
inaktiviert. Dabei ist dieses inaktive X-Chromosom, bzw. dessen DNA (in der Form mCpG) bis auf
wenige Bereiche (XIC... X-Inaktivierungs-Zentrum, pseudoautosomale Bereiche) methyliert. Diese
X-Inaktivierung erfolgt im Laufe der Entwicklung eines Individuums zufallig (Random-X-Inaktivie-
rung), wonach die Gesamtheit der Zellen aus einer Population von Zellen mit inaktivem vaterlichen
und aktivem matterlichen X-Chromosom, sowie einer gleich groen Population von Zellen mit
aktivem vaterlichen und inaktivem mtterlichen X-Chromosom besteht. So kommt es zu einem
Verhaltnis von aktiven zu inaktiven (Xa/Xi) Allelen bezuglich ihres elterlichen Ursprungs von
Xa/Xi = 50/50. In vielen Fallen kann es bei weiblichen Individuen aber auch zu einer Abweichung
von diesem 50/50-Verhaitnis kommen, so dass zwar das Verhaltnis von methylierten zu unmethy-
lierten bzw. aktiven zu inaktiven X-Chromosomen (pro Zelle und auch pro Gesamtpopulation) von
1:1 aufrecht erhalten wird, aber die GréRe der Zellpopulation mit dem aktiven/inaktiven X-Chromo-
som in Bezug auf dessen elterlichen Ursprung nicht gleich 50/50 ist. D.h. es ist die Zellpopulation
(Kion) mit dem aktiven X-Chromosom des einen Elter (E1) gréRer und die mit dem aktiven X-Chro-
mosom des anderen Elter (E2) kleiner, bzw. der Klon mit dem inaktiven X-Chromosom von E1
kieiner und jener mit dem inaktiven X-Chromosom von E2 gréRer. Dieses Phanomen der "ver-
schobenen" Kiongrofe bzw. Klonalitat wird durch den Begriff "skewed-X-inactivation" beschrieben,
welches auch bei normalen Frauen mit zunehmendem Alter beobachtet werden kann.

Experimentell kann man die Methylierung von DNA, z.B. durch das Schneiden mit methylie-
rungssensitiven Enzymen, durch mC spezifische Antikorper, durch genomisches Sequenzieren
Bisulfit deaminierter DNA, selektive Hydrazin-Spaltung nicht-methylierter DNA, etc. nachweisen.

Weist ein DNA-Abschnitt eine fehlerhafte (aberrante) Methylierung auf (d.h. Hypermethylierung
von physiologisch unmethylierter DNA oder aber Hypomethylierung pyhsiologisch methylierter
DNA), fuhrt dies zumeist zu einer Deregulation der physiologischen Funktion dieses DNA-
Abschnittes und kann in einer Krankheit resultieren. Haufig genigt die Feststellung des Phanotyps
nicht, um die spezielle Krankheit zu diagnostizieren. Um die Krankheit mit Sicherheit feststellen zu
kénnen und auch die Variante bzw. die Krankheit zu diagnostizieren, ist in der Regel eine Untersu-
chung der Erbsubstanz des Patienten notwendig, insbesondere die Methylierung eines bestimmten
DNA-Abschnitts.

Eine Reihe an Krankheiten wird durch eine Veranderung der DNA an einem X-Chromosom
hervorgerufen. Beispielsweise kann ein DNA-Bereich am X-Chromosom methyliert werden, so
dass dieses Gen inaktiviert wird. Zusatzlich kann z.B. durch eine Veranderung (Mutation) der DNA,
etwa durch Expansion einer Repeatregion, die Genfunktion gestort und zudem methyliert werden
(FraX-A, FraX-E, FraX-F (s. Carrel et al., American Journal of Medical Genetics 64: 27-30 (1996);
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Hirst et al., Hum. Molec. Genet. 2: 197-200, 1993; Parrish et al., Nature Genet. 8: 229-235, 1994;
Ritchie et al., Hum. Molec. Genet. 3: 2115-2121, 1994; Sutherland et al., Hum. Molec. Gent. 1:
111-113, 1992). In anderen Fallen kénnen Krankheiten durch Veranderungen von DNA-Abschnit-
ten bzw. ganzer Chromosomen (-bereiche) durch Duplikation, Insertion, Translokation bedingt sein.
Betrifft eine solche Veranderung das X-Chromosom bereits in den frihen Entwicklungsstadien
eines Individuums, muss man in vielen Fallen von X-chromosomalen Erkrankungen sprechen.
Auch bei sporadischen Erkrankungen, wie dies fiir viele Tumor-Erkrankungen gilt, konnten X-chro-
mosomale Veranderungen nachgewiesen werden (Gale et al., Blood, Vol. 83, No. 10 (1994), 2899-
2905). Demzufolge liegen unterschiedliche Varianten des X-Chromosoms nebeneinander oder
aber auch unterschiedliche Zelipopulationen (Klone) neben dem normalen gesunden Kion vor.
Diese Populationen (Klone) kénnen sich einerseits im Allelmuster als auch im Methylierungsmuster
der Allele bzw. des veranderten genetischen Materials unterscheiden (siehe Cammarata et al., Am.
J. Med. Genet., 1999; 85(1). 86-7; ISSN: 0148-7299; Dierlamm et al., Br. J. Haematol., 1995;
91(4). 885-91; ISSN: 0007-1048; James et al., Ann. Hum. Genet., 1997; 61(6): 485-90; ISSN:
0003-4800; Leal et al., Hum. Genet., 1994; 94(4): 423-6; ISSN: 0340-6717; MacDonald et al., Hum.
Mol. Genet., 1994; 3(8): 1365-71; ISSN: 0964-6906; und Martinez-Pasarell et al., Horm. Res.,
Oktober 1999; 51(5): 248-252; ISSN: 0301-0163).

Bei genetischen Untersuchungen wird das betroffene Gen bzw. der betroffene Genlokus mittels
zytogenetischen, Southern blot-, PCR-, reverse Transkription PCR (RT-PCR)- bzw. immunologi-
schen Analysen untersucht. In diesen Untersuchungen wird die Sequenz, die Expression, das Aus-
maf der Methylierung, und &hnliches untersucht.

Das fragile X-Syndrom (FX- oder FRAXA-Syndrom) ist ein Beispiel fir eine Erbkrankheit, wobei
sie insbesondere Manner betrifft.

Der klinische Phanotyp des FX-Syndroms zeigt eine geringe bis sehr starke mentale Retardati-
on, grof’e Ohren, ein langes Gesicht, Hyperaktivitat, autistische Charakterzuge, etc. Das FX-Syn-
drom resultiert aus einer funktionellen Stérung oder einer unterdriickten Expression des FMR-1-
Gens, weiches in der telomerischen Region des langen Armes des X-Chromosoms, X (q27) lokali-
siert ist. Meistens ist die Gentranskription durch eine unphysiologische Expansion eines polymor-
phen CGG-Triplet-Repeat-Bereichs am 5'-Ende des FMR-1-Gens gestdrt. In normalen Personen
umfasst der FMR-1-Gen-Repeat-Bereich zwischen 6 und (48-) 54 Repeat-Einheiten, mit einem
Haufigkeitsmaximum der Allelfrequenz mit einer Repeatlénge von etwa 30 Einheiten. Personen mit
Allelen mit einer sogenannten Pramutation weisen zwischen (48-) 54 und 200 Repeat-Einheiten
auf und zeigen ebenfalls keine kiinischen Stérungen. Im Bereich von 48-54 Repeat-Einheiten
herrscht eine Grauzone, d.h., dass Patienten mit einer Repeat-Bereich-Lénge von 48-54 Einheiten
bei weiteren FX-Patienten in der Familie als Pramutationen eingestuft werden missen. Personen
mit Pramutationen haben ein erhéhtes Risiko, Volimutationen an die nachfolgenden Generationen
weiterzugeben, wobei diese Vollmutationen aus tber 200-Triplet-Repeat-Einheiten bestehen. Das
Risiko, Volimutationen an nachfolgende Generationen weiterzugeben, hangt von der Gréfe der
Pramutation, vom Geschlecht des Elternteils und der Stellung im Stammbaum dieses Elternteils
ab. Personen mit groReren Pramutations-Allelen weisen ein héheres Risiko auf, Volimutationen
weiterzugeben als solche mit kiirzeren Pramutationen. Dieses Ph&nomen betrifft jedoch nur Frau-
en, so dass Kinder von Muttern, die Pramutationen aufweisen, durch Vollmutationen betroffen sein
kénnen. Hingegen erben Kinder von Vatern mit einem Pramutations-Allel lediglich seine Pramu-
tation.

Dariber hinaus kénnen andere seitene Mutationen, wie z.B. kleine Deletionen der FMR-1-
Genregion oder Punktmutationen innerhalb der kodierenden Sequenz, zum Fehlen oder zur Pro-
duktion eines nicht funktionsfahigen FMR-1-Proteins fuhren.

Es konnte gezeigt werden, dass der FMR-1-Genbreich mit einer normalen oder Préamutations-
Repeat-Anzahl nicht-methyliert ist, wahrend bei Volimutationen Cytosin in CpG-Dinukleotiden im
expandierten Repeat-Bereich als auch in der umgebenden 5'-Promotor-Region des FMR-1-Gens
methyliert werden.

Nichtsdestotrotz kbnnen FMR-1-Allele mit sehr vielen Repeat-Einheiten (300-800) in vitro durch
Behandlung mit demethylierenden Agentien, wie 5-Azadeoxycitidin, reaktiviert werden. Weiters
wurden Mé&nner gefunden, die obwohl sie eine Repeatzahl dber 200 (Vollmutation) aufweisen,
diese jedoch unmethyliert ist, eine normale intelligenz und fast normale FMR-1-Proteinkonzentra-
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tionen aufweisen. Daraus kann geschlossen werden, dass eher die Denovo-Methylierung des
FMR-1-Promotors als die Lange des expandierten Repeat-Bereiches die Genfunktion stort. Unter-
schiedliche Grade der Methylierung kénnen unterschiedliche Grade der Krankheit zur Folge haben.

Gangige Verfahren zur Evaluierung des FX-Syndroms umfassen zytogenetische, Southern
blot-, PCR-, reverse Transkription PCR (RT-PCR)- und immunohistochemische Analysen. Bei die-
sen Untersuchungen wird in der Regel die Grofle des expandierten Repeat-Bereichs, die Denovo-
Methylierung dieser Genregionen oder die Genexpression analysiert.

In der WO 92/14840 wird die Detektion von fragilem X-Syndrom mittels Restriktionsenzymen
beschrieben, wobei diese Restriktionsenzyme beispielsweise nur die Stellen schneiden, die nicht
methylierte Cytosine aufweisen. Die methylierte DNA wird somit im Gegensatz zur nicht-methylier-
ten DNA verdaut, wobei die Verdauungsprodukte nachweisbar sind.

Die WO 91/09140 betrifft ein Oligonukleotid mit einer bestimmten Sequenz, weiches an eine
bestimmte Stelle, M54, der Region des fragilen Gens, bindet. Durch eine in situ-Hybridisierung mit
dem markierten Oligonukleotid kénnen Patienten mit fragilem X-Syndrom detektiert werden.

Die WO 92/20825 betrifft ebenfalls ein Verfahren zur Diagnose des fragilen X-Syndroms, wobei
einerseits die Menge an mRNA etwa durch RT-PCR oder die Menge des Proteins etwa mittels im-
munologischer Verfahren des FMR-1-Gens bestimmt wird. Eine weitere Methode zur Detektion des
fragilen X-Syndroms besteht darin, die Repeat-Bereich-L&nge zu bestimmen. Dies geschieht z.B.
durch Verdauung des FMR-1-Gens mit Restriktionsenzymen bzw. PCR-Verfahren mit Primern, die
fur den Repeat-Bereich des FMR-1-Gens spezifisch sind, und anschlieRender Gelelektrophorese.

Auch das Verfahren gemaf der US 5 658 764 zur Detektion des fragilen X-Syndroms umfasst
eine GréRenmessung der GC-reichen Sequenz mit Hilfe von PCR-Verfahren.

Die Nachteile dieser beschriebenen Verfahren bestehen darin, dass die Bestimmung lediglich
einer Genregion keine eindeutige Aussage bezuglich der Variante der Krankheit zulasst. Eine
herkommliche PCR eines einzigen Gen-Bereiches ergibt z.B. keine ausreichenden Ergebnisse, da
im Falle des fragilen X-Syndroms beispielsweise Volimutationen aufgrund ihres hohen CG-Gehalts
und ihrer repetitiven Natur mittels PCR nicht amplifiziert werden kénnen. Da negative Ergebnisse
somit auch auf eine Volimutation schlieRen lassen konnen, musste anschlieRend immer eine
Southern blot-Analyse durchgefiihrt werden. Diese Southern blot-Analysen bringen Informationen
bezuglich der Repeat-Bereich-Lange sowie der Methylierung. Die Nachteile des Southern blots
liegen darin, dass er zeitaufwendig ist, dass relativ groRe Mengen an DNA notwendig sind, was
insbesondere bei pranatalen Analysen Schwierigkeiten darstellt, und auch die dabei Ubliche Ver-
wendung von Radioisotopen ist fur das Laborpersonal nachteilig. Ein Nachteil der PCR besteht
darin, dass nicht zwischen einer Vollmutation und einer Pramutation unterschieden werden kann,
insbesondere wenn ein Grenzfall Volimutation/Pramutation vorliegt, d.h. dass die Lange des Re-
peat-Bereichs um 200 Einheiten liegt und die Sequenz teilweise methyliert bzw. nicht methyliert ist.
Weiters ist die Unterscheidung zwischen einer Vollmutation und einem Mosaik (d.h. z.B. eine
Vollmutation auf einem Allel und eine Pramutation oder eine Expansion im Normalbereich auf dem
anderen Allel) problematisch bzw. unméglich. Weiters sind diese bekannten Verfahren sehr zeit-
aufwendig, da mehrere Verfahrensschritte notwendig sind. Auch zeigen diese Methoden eine hohe
"Falsch-Negativ"-Rate bei Frauen.

Die Schrift von Das et al. "Methylation analysis of the fragile X Syndrome by PCR" (Genetic
testing, Volume 1, Number 3, 1997/98) betrifft ein Verfahren zur Detektion des fragilen X-Syndroms
mittels Methylierungs-spezifischer PCR (MS-PCR). Hierbei werden die nicht-methylierten Cytosin-
reste durch Zusetzen eines Agens in Urazil umgewandelt, wahrend die methylierten Cytosinreste
nicht umgewandelt werden. Bei der DNA-Replikation wird in der modifizierten DNA das Urazil
durch Thymidin ersetzt. Durch die Konstruktion von spezifischen Primern, die entweder mit der
modifizierten DNA-Sequenz hybridisieren, wird entweder die methylierte Sequenz oder die nicht-
methylierte Sequenz amplifiziert. Werden Primer ausgewahlt, die unterschiedliche Produktiangen
ergeben, kann je nach PCR-Produkt bestimmt werden, ob die bestimmte Stelle des FMR-1-Gens
methyliert ist oder nicht. Durch diese MS-PCR werden infolge der PCR-Amplifikation der nicht-
methylierten Sequenz die normalen und pramutierten Allele von den Vollmutation und Mosaik-
sequenzen, - Ampiifikation der methylierten Sequenz -, unterschieden. Normale und préamutierte
Sequenzen missen anschlieRend durch eine konventionelle PCR unterschieden werden (Seite
152, Spalte 2, 2. Absatz). In der konventionellen PCR werden nur normale Sequenzen (5-50
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Repeat-Einheiten) nicht aber pramutierte Sequenzen (50-200 Repeat-Einheiten) amplifiziert (s.
Fig. 2B). Weiters kann gemaR dieser MS-PCR nicht zwischen Personen mit Vollmutationen und
solchen mit einem Mosaik aus Volimutation/Pramutation unterschieden werden. Fur diese Bestim-
mung muss anschlieRend eine Southern blot-Analyse durchgefuhrt werden (s. Seite 153, 2. Spalte
unten, bis Seite 154, 1. Spalte oben). Weiters ist es auch nicht moglich, mit Hilfe dieser MS-PCR
das Krankheitsbild von Frauen zu testen, da das inaktive X-Chromosom immer methyliert ist und
somit immer ein Produkt erhalten wird. Betroffene weibliche Patienten kénnen demnach nur mit
Hilfe der konventionellen Southern blot-Analyse richtig diagnostiziert werden (s. Seite 155, vorletz-
ter Absatz).

Selbst bei Durchfiihrung der obgenannten Methoden in Kombination, ist im Falle eines Mosaiks
eine Bestimmung der KlongroRe, d.h. der Klonalitat, nicht méglich, da hier lediglich die Methylie-
rung bzw. Nicht-Methylierung qualitativ bestimmt wird. Diese kann nur durch Analyse eines zusatz-
lichen informativen (d.h. 2 voneinander unterscheidbare Allele) Genabschnittes erfolgen, wobei das
Ausmaf einer "skewed X-Inaktivierung" durch Methylierungsanalyse eines solchen informativen
Bereiches am X-Chromosom durchgefuhrt werden muR. Zudem ist dieser Bereich so zu wéhlen,
dass das physiologische Methylierungsmuster von vornherein bekannt ist. Ein dazu oftmals heran-
gezogener Genlokus ist das HUMARA (human androgen receptor) Gen (s. Pardini et al., The New
England Journal of Medicine, Vol. 338, Nr. 5 (1998), 291-295; Kubota et al., Hum. Gent. (1999)
104: 49-55).

Diese Problematik ergibt sich bei der Diagnostik aller X-chromosomaler Erkrankungen, deren
zugehorige Genbereiche durch X-Inaktivierung unterschiedlich methyliert werden, insbesondere
bei der Ermittlung der Variante der Erkrankung (Normal-/Pra-/Volimutation) und Klonalitat bzw.
KlongréRe. Als Beispiele seien hier nur FRAX-A, FRAX-E, FRAX-F, und diverse X-chromosomale
Erkrankungen angefithrt:

Wie schon fur das fragile X-Syndrom (FRAX-A) dargestellt, sind die Verhaltnisse im Fall von
PRAX-E und FRAX-F &hnlich, wobei ebenfalls Repeat-Expansion und einhergehende Methylierung
zur Auspragung der Erkrankung fuhren.

Bei FRAXE-positiven Personen umfasst eine GCC-Repeat-Expansion, die neben einer CpG-
Insel im Xq28 vorhanden ist, tber 200 GCC-Einheiten, im Vergleich zu 6-25 GCC-Einheiten bei
normalen Personen. Uberdies ist bei FRAXE-positiven Personen die CpG-Insel methyliert. Diese
Patienten weisen mentale Retardationen auf (s. Knight et al., Am. J. Hum. Gent. 53.A79, 1993;
Knight et al., Cell 74: 127-134, 1993). Es wurde ein Gen, FMR2, identifiziert, das distal der CpG-
Insel beim FRAXE transkribiert wird und durch Repeat-Expansion & Methylierung down-reguliert
wird (Gu et al., Nature Gent. 13: 109-113).

Bei FRAXF-positiven Patienten ist eine Expansion einer Sequenz (GCCGTC)y(GCC)r zu fin-
den, wobei m mehr als 900 betragen kann und die daneben liegende CpG-Insel methyliert ist. In
normalen Personen betragt m 12 bis 26 und n 3 (Ritchie et al., Hum. Molec. Gent. 3: 2115-2121,
1994).

Die Nachteile der bekannten Bestimmungstechniken liegen darin, dass zur Diagnose der
Krankheiten und der Krankheitsvariante oft mehrere unterschiedliche Verfahrensschritte notwendig
sind. In vielen Fallen ist eine eindeutige Aussage Uber das Krankheitsbild nicht méglich, da die
angewandten Bestimmung nur Aussagen Uber einen spezifischen Gen-Bereich zulassen.

Das Ziel der vorliegenden Erfindung ist es demnach, ein Verfahren zur Diagnose einer poten-
tiell aberrant methylierten DNS-Region am X-Chromosom oder der Klonalitat zur Verfligung zu
stellen, das rasch und einfach mit méglichst wenigen Verfahrensschritten durchgefuhrt werden
kann, wobei zwischen den verschiedenen Varianten unterschieden wird, und das Verfahren sowohl
bei mannlichen als auch bei weiblichen Patienten zur Unterscheidung der verschiedenen Geno-
typen herangezogen werden kann.

Das erfindungsgemaie Verfahren der eingangs angefihrten Art ist dadurch gekennzeichnet,
dass

a) entweder in einer Probe das Ausmaf der Methylierung der potentiell aberrant methylierten
DNS-Region und/oder das Ausmal der Methylierung in einem sicher physiologisch methylierten
DNS-Bereich des X-Chromosoms bestimmt wird und anschlieRend aus dem Vergleich der Methy-
lierungsbestimmungen das Vorhandensein und gegebenenfalls die Variante und das Ausmal der
potentiellen Aberration diagnostiziert wird, oder
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b) in einer Probe das Ausmaf} der Methylierung der potentiell aberrant methylierten DNS-
Region und/oder das Ausmaf der Methylierung sowie gegebenenfalls die Sequenzvariante einer
polymorphen DNS-Region des X-Chromosoms, die entweder physiologisch oder aberrant methy-
liert sein kann, bestimmt wird und anschlieBend aus dem Vergleich der Methylierungsbestimmun-
gen und gegebenenfalls der Sequenzvariante das Vorhandensein und gegebenenfalls die Variante
und das AusmaR der potentiellen Aberration oder der Klonalitét diagnostiziert wird, oder

¢) in einer Probe das Ausmaly der Methylierung der potentiell aberrant methylierten DNS-
Region, das Ausmal der Methylierung in einem sicher physiologisch methylierten DNS-Bereich
des X-Chromosoms, und das Ausmaf der Methylierung sowie die Sequenzvariante einer polymor-
phen DNS-Region des X-Chromosoms, die entweder physiologisch oder aberrant methyliert sein
kann, bestimmt wird und anschlieRend aus dem Vergleich der Methylierungsbestimmungen und
der Sequenzvariante das Vorhandensein und gegebenenfalls die Variante und das Ausmald der
potentiellen Aberration diagnostiziert wird.

Unter dem Ausmaf der Methylierung wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung das Verhalt-
nis von methyliertem und nicht-methyliertem Allel in einem Chromosom verstanden, d.h., dass in
einer Reaktion gleichzeitig die methylierte und nicht-methylierte DNS bestimmt wird. Durch die
gleichzeitige Bestimmung kann eine genaue und quantitative Aussage bezuglich des Verhaltnisses
von Methylierung und Nicht-Methylierung einer spezifischen Sequenz getroffen werden. Dadurch
ist es moglich, das AusmaR und die Variante der bestimmten Krankheit zu diagnostizieren.

Unter einer potentiell aberrant methylierten DNS-Region wird im Rahmen der vorliegenden Er-
findung eine DNS-Region verstanden, die methyliert oder nicht-methyliert ist. Wird diese DNS-
Region durch Methylierung beeinfiusst, kann durch aberrante Methylierung eine Krankheit hervor-
gerufen werden.

Es konnte gezeigt werden, dass eine quantitative Methylierungsbestimmung der beiden Allele
eines methylieten DNS-Bereichs und/oder die Bestimmung der Klongrée uber die Methylie-
rungsbestimmung einer polymorphen DNS-Region eine eindeutige und klare Aufldsung des Methy-
lierungsmusters und damit des Krankheitsbildes ergeben. Somit kénnen die unterschiedlichen
Genotypen sowoh! von mannlichen als auch von weiblichen Patienten voneinander unterschieden
werden, da je nach Genotyp das Ergebnis ein spezifisches Muster aufweist.

Eine gquantitative Methylierungsanalyse, welche bei Bestimmung der Kionalitat (Klongrofie)
aussagekraftig ist, eignet sich zur Abklarung aller X-chromosomalen Erkrankungen, und auch jener
Erkrankungen, welchen eine Abweichung von der normalen Anzahl an X-Chromosomen zugrunde
liegt (Klinefelter-, Turner-, Multiples X-Syndrom), oder auch jener Krankheiten, deren betroffene
Zellpopulation (Klon) X-Aneuploidie aufweist. Dies findet man sehr haufig bei verschiedenen
Tumorerkrankungen und hamatologischen Neoplasien. Der Nachweis und eine Bestimmung der
KlongroRe/Klonalitat dieser neoplastischen Erkrankungen ist fiir Diagnose und ein Monitoring ein
wichtiger Parameter. Im Falle autosomaler Erkrankungen, welche gepragte Gene betreffen, liegen
die Verhaltnisse ahnlich.

Dabei kann auch das AusmaR der Methylierung in einem sicher physiologisch methylierten
DNS-Bereich des X-Chromosoms bestimmt werden. Der sicher physiologisch methylierte DNS-
Bereich betrifft dabei lediglich ein Allel des X-Chromosoms, wahrend das andere Allel nicht methy-
liert ist.

Ist dieses AusmaR des sicher physiologisch methylierten DNS-Bereiches bekannt, so dient die-
se zusatzliche Kontrolle als interner Standard.

Einen diagnostischen Wert hat diese zusatzliche Analyse dann, wenn die potentiell aberrant
methylierte DNS-Region Deletionen aufweist, so dass diese auch nicht nachgewiesen werden
kann, unabhangig davon, ob sie Methylierungen aufweist oder nicht. Im Ergebnis wirde dann der
Nachweis der potentiell aberrant methylierten DNS-Region fehlen, jedoch wurde der sicher physio-
logisch methylierte DNS-Bereich nachgewiesen werden. Somit kann auf eine Deletion geschlossen
werden. Ohne diese zusatzliche Kontrolle wére es nicht méglich zu sagen, ob die DNS-Region De-
letionen aufweist, und somit nicht detektiert worden ist, oder ob der Nachweis nicht funktioniert hat.

Gemaf Punkt b) ist es aber auch méglich, als eventuelle zusatzliche Bestimmung das Ausmaf}
der Methylierung sowie gegebenenfalls die Sequenzvariante einer polymorphen DNS-Region des
X-Chromosoms zu bestimmen.

Unter einer polymorphen DNS-Region wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Varia-
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bilitat einer DNS-Sequenz verstanden, beispieisweise ein DNS-Abschnitt, der in einer Population
verschiedene Allele aufweist, wie etwa die Lange eines bestimmten DNS-Abschnittes im Fall von
Mikrosatelliten-Repeats oder Nukleotid- und Aminosaure-Polymorphismen. Die gleichzeitige Be-
stimmung des AusmaRes der Methylierung der Sequenzvariante zusammen mit der Bestimmung
des Ausmafes der Methylierung der potentiell aberrant methylierten DNS-Region erlaubt eine sehr
gute Aussage beziiglich der Variante oder auch der Klongrée der entsprechenden Krankheit.

GemafR Punkt c) kénnen diese drei verschiedenen Bestimmungen auch gleichzeitig durchge-
fuhrt werden, was eine maximale Aufklarung des Krankheitsbildes ergibt, da eine genaue Zuord-
nung der Variante der aberrant methylierten DNS-Region gewahrleistet ist. Das Verfahren kann
schnell durchgefthrt werden und das Ergebnis ist fehlerfrei und leicht zu interpretieren. Mit diesem
Verfahren kénnen im Gegensatz zu den herkdmmlichen Analyseverfahren sowohl ménniiche als
auch weibliche Patienten untersucht werden. Diese Analyse gibt selbst in Grenzfallen eindeutige
Ergebnisse.

Das Ausmal der Methylierung kann dabei durch verschiedene Verfahren bestimmt werden,
z.B. Methylierungs-spezifische Restriktionsenzyme, Oligonukieotide, die Methylierungs-spezifisch
veranderte DNS-Abschnitte spezifisch erkennen und hybridisieren, etc. Auch die Sequenzvariante
der polymorphen DNS-Region kann auf unterschiedliche Arten bestimmt werden, etwa mittels PCR
oder mit Hilfe von Restriktionsenzymen.

Fir eine rasche Analyse ist es besonders vorteilhaft, wenn die Bestimmung des Ausmalles der
Methylierung sowie gegebenenfalls die Bestimmung der Sequenzvariante mittels einer Methylie-
rungs-spezifischen PCR (MS-PCR) durchgefiihrt wird, wobei Primer verwendet werden, mit wel-
chen eine methylierte bzw. nicht-methylierte DNS-Region jeweils Methylierungs-spezifisch amplifi-
ziert werden. Die Technik der MS-PCR ist eine einfache Methode, um zwischen methylierten
Sequenzen und nicht-methylierten Sequenzen zu unterscheiden und wird, da die Methylierung
bzw. Nicht-Methylierung haufig ein Indiz fir eine genetisch bedingte Krankheit ist bzw. diese her-
vorruft, fur die Diagnostik von Patienten herangezogen.

Die MS-PCR basiert auf dem Prinzip, dass Primer verwendet werden, die spezifisch fur eine
methylierte bzw. nicht-methylierte Sequenz sind, so dass jeweils die einen oder anderen Primer mit
der Sequenz hybridisieren, je nachdem, ob diese methyliert oder nicht methyliert ist. Die PCR-
Produkte lassen anschlieRend auf die Methylierung bzw. Nicht-Methylierung schlieRen. Beispiels-
weise konnen die Primer so gewahit werden, dass das PCR-Produkt fur die methylierte Sequenz
eine bestimmte Lange aufweist und das PCR-Produkt fur die nicht-methylierte Sequenz eine
andere Lange aufweist. Die PCR-Produkte geben somit aufgrund ihrer GréRe Aufschiuss tber die
Methylierung der amplifizierten DNA-Abschnitte.

Eine gangige Methode, MS-Primer zu erhalten besteht darin, die methylierte und/oder die
nicht-methylierte Sequenz spezifisch zu verandern und entsprechende Primer, die spezifisch fur
die geanderten Sequenzen sind, zu konstruieren. Eine Méglichkeit, die DNA Methylierungs-spezi-
fisch zu verandern, besteht darin, die DNA mit einem deaminierenden Agens zu behandeln, z.B.
Natriumbisulfit. Natriumbisulfit wandelt das nicht-methylierte Cytosin in Urazil um, das bei der
anschlieBenden DNA-Amplifikation durch Thymidin ersetzt wird. Dieses Verfahren stelit somit
unterschiedliche DNA-Sequenzen ausgehend von ursprunglich homologen aber unterschiedlich
methylierten Allelen her. Die Primer, die mit der nicht-methylierten Sequenz hybridisieren, weisen
Thymidin anstelle von Cytosin auf. Die Primer, die fur die methylierte Sequenz spezifisch sind,
weisen hingegen an den Stellen der methylierten Cs weiterhin Cytosin auf.

In dem vorliegenden Fall ist es fur ein eindeutiges Ergebnis vorteilhaft, wenn die Primer so ge-
wahit werden, dass das PCR-Produkt der methylierten Sequenz immer - unabh&ngig von der
Lange des Repeat-Bereichs - eine andere Lange aufweist als das PCR-Produkt der nicht-methy-
lierten Sequenz.

Die Bestimmung mittels MS-PCR gewahrleistet demnach ein besonders zeitsparendes und
effizientes Verfahren, da wenig DNA gebraucht wird und weniger Arbeitsaufwand notwendig ist.
Das Ergebnis der PCRs wird gleichzeitig erhalten. Es sind auch keine weiteren Verfahrensschritte
notwendig, wie Southern blot, Hybridisierungsverfahren, etc.

Besonders ginstig ist es, z.B. im Falle des CGG-Repeats des FMR-1-Gens, wenn die MS-
PCR-Primer an einem antisense-Strang bzw. an antisense-Strangen durchgefiihrt wird bzw.
werden. Dadurch wird die Schmelztemperatur von 95°C auf eine Schmelztemperatur von 75°C
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reduziert, was die Durchfuhrung der PCR bei moderater Annealingtemperatur ermaglicht und den
Ablauf des Verfahrens verbessert. Diese Temperaturbedingungen sind fir die Reaktionskompo-
nenten und die DNA-Polymerase schonend.

Vorzugsweise werden die MS-PCRs in Duplex-Reaktionen durchgefiihrt. D.h., dass die PCRs
zur Amplifikation einer bestimmten methylierten Sequenz als auch derselben bestimmten nicht-
methylierten Sequenz in einer Reaktion durchgefuhrt werden, z.B. die PCRs zur Amplifikation der
polymorphen methylierten und nicht-methylierten DNS-Region. Auf diese Weise wird gewéhrleistet,
dass die Reaktionsprodukte, welche erhalten werden, bei der anschlieRenden Analyse aufgrund
ihrer GréRe eindeutig zugeordnet werden konnen, und so das Ergebnis klar zu interpretieren ist.

Vorteilhafterweise werden die MS-PCR fur die Bestimmung der potentiell aberrant methylierten
DNS-Region und die MS-PCR fur die Bestimmung des sicher physiologisch methylierten DNS-
Bereichs in einer gemeinsamen Multiplex-Reaktion durchgefiihrt. Da die MS-PCRs in der Regel
zwei verschiedene Gene betreffen und somit zwei verschiedene Sequenzen, werden die MS-PCRs
nicht von einander beeinflusst. Die Bestimmung der polymorphen DNS-Region wirde in einer
separaten Duplex-Reaktion durchgefuhrt werden, um den Polymorphismus eindeutig bestimmen
zu kénnen, z.B. damit diese in der GréRe variabler PCR-Produkte mit anderen PCR-Produkten bei
der anschlieRenden Auswertung nicht tberlagern.

Besonders bevorzugt wird ein Verfahren zur Verfugung gestellt, wobei die polymorphe DNS-
Region eine DNS-Region mit einem Repeat-Polymorphismus ist, die vorzugsweise mit der poten-
tiell aberrant methylierten DNS-Region in Zusammenhang steht, wobei als Sequenzvariante die
Lange des Repeat-Bereiches bestimmt wird, und anschlieBend sowohl das Vorhandensein als
auch das Ausmaf der potentiellen Aberration bestimmt wird.

Unter Repeat-Polymorphismus wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Bereich ver-
standen, der eine mehrmalige Wiederholung einer Repeat-Einheit, d.h. einer bestimmten Abfolge
von mehreren Nukleotiden, aufweist. Die Anzahl der Wiederholungen, der sogenannten "Repeat-
Einheiten", ist dabei je nach Gen bzw. Krankheit unterschiedlich, wobei das AusmaR der Krankheit
in der Regel mit der Lange des Repeat-Bereichs zusammenhangt. Meist ist ein Repeat-Bereich,
der eine besonders unnatirliche Lange aufweist, auch gleichzeitig methyliert, wenn dieser DNS-
Bereich normalerweise nicht methyliert ist. Meist ist in diesem Fall auch der z.B. angrenzende bzw.
potentiell aberrant methylierte Bereich entsprechend stark methyliert, so dass die Bestimmung der
potentiell aberrant methylierten DNS-Region und die Bestimmung der polymorphen DNS-Region
erganzende Ergebnisse erbringen und damit als zusatzliche Kontrollen gesehen werden kénnen.

Besonders bevorzugt ist die polymorphe DNS-Region der CGG-Trinukleotid-Repeat-Bereich
des FMR-1-Gens. Die Bestimmung in diesem Bereich ergibt ein wiederholbares und eindeutiges
Ergebnis. Wird die Bestimmung etwa mit Hilfe einer MS-PCR durchgefiihrt, kann in einem einzigen
Verfahrensschritt sowoh! die Lange des Repeat-Bereiches als auch das Ausmaf der Methylierung
bestimmt werden, wenn die Primer so gewahit werden, dass sie den gesamten Repeat-Bereich
einschlieBen. Der CGG-Trinukleotid-Repeat-Bereich des FMR-1-Gens ist, wie bereits in der Be-
schreibungseinleitung angefiihrt ist, ein Sequenzbereich, der Auskunft Uber Krankheiten, insbe-
sondere (iber das fragile X-Syndrom, gibt, da die Lange des Repeat-Bereichs charakteristisch fur
die Variante der Krankheit ist.

Dabei ist es besonders guinstig, wenn die polymorphe DNS-Region im ersten untranslatierten
Exon des FMR-1-Gens ist. Dies ist eine fur die Bestimmung vorteilhafte Region, die zu einem
fehlerfreien Ergebnis fuhrt.

Vorzugsweise ist die potentiell aberrant methylierte DNS-Region das FMR-1-Gen oder ein Teil
davon. Dies gewahrleistet ein vereinfachtes Verfahren, da fur zumindest einen Teil der Analyse
lediglich der FMR-1-Genbereich notwendig ist. Dieser kénnte aus der (brigen DNA isoliert fur die
Analyse verwendet werden, auch konnte die Analyse an isolierten X-Chromosomen durchgefuhrt
werden.

Vorzugsweise ist die potentiell aberrant methylierte DNS-Region der 5'-untranslatierte Bereich
des FMR-1-Gens, d.h. der FMR-1-Promotor, oder ein Teil davon. Dies liefert einerseits zuverl&ssi-
ge Ergebnisse und andererseits liegt die potentiell aberrant methylierte DNS-Region damit in der
Nahe des CGG-Repeat-Bereichs, da dieser im ersten untranslatierten Exon liegt. Auf diese Weise
muss nicht das gesamte Gen fir die Analyse herangezogen werden, das im Laufe der Deaminie-
rung maoglicherweise zerfallen kénnte. Liegt die potentiell aberrant methylierte DNS-Region im
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FMR-1-Promotor, kann fir die Bestimmung ein kirzerer DNS-Abschnitt fur die Untersuchung
herangezogen werden.

Dabei ist es vorteilhaft, wenn die sicher physiologisch methylierte DNS-Region eine DNS-
Region ist, die am aktiven X-Chromosom sicher methyliert ist. Damit ist dessen Methylierungs-
muster gegenteilig zu dem des FMR-1-Gens, weiches am inaktiven X-Chromosom methyliert ist.
Diese zusatziiche Bestimmung stellt damit ein neues und erfinderisches Verfahren zur Verfugung,
das erlaubt, auf besonders einfache und eindeutige Art und Weise auch den Grad der entspre-
chenden Krankheit von Frauen zu bestimmen. Dazu wird das Verhaltnis der methylierten zur nicht-
methylierten DNS-Region des einen Gens (vorzugsweise des FMR-1-Gens) mit dem Verhaltnis der
reziprok-methylierten DNS-Region (methyliert: nicht-methyliert) sowie auch mit dem Verhaltnis des
methylierten Repeat-Polymorphismus zum nicht-methylierten Repeat-Polymorphismus (vorzugs-
weise des FMR-1-Gens) verglichen.

Vorzugsweise ist die sicher physiologisch methylierte DNS-Region eine Region, die das XIST-
Gen oder Teile davon umfat. Das XIST-Gen ist am aktiven Chromosom X methyliert, so dass es
ein reziprokes Methylierungs-Muster zum FMR-1-Gen aufweist. Die Bestimmung mit Hilfe des
XIST-Gens als interner Standard stellt ein zuverlassiges, eindeutiges und einfaches Verfahren zur
Detektion und Evaluierung einer potentiell aberrant methylierten DNS-Region am X-Chromosom,
insbesondere bei Frauen, zur Verfigung.

Besonders glnstig ist es, wenn die sicher physiologisch methylierte DNS-Region eine Region
im XIST-Gen-Promotor ist. Es hat sich herausgestellt, dass die Methylierung des Promotors des
XIST-Gens einfach zu bestimmen ist, und zu zuverlassigen Ergebnissen fuhrt.

Fur ein besonders vorteilhaftes Verfahren ist es vorgesehen, dass die potentiell aberrant me-
thylierte DNS-Region und die polymorphe DNS-Region zwei einander nicht iberlappende. Sequen-
zen sind. Somit ist sichergestellt, dass, selbst wenn beide DNS-Regionen auf dem FMR-1-Gen
sind, zwei separate, voneinander unabh&ngige DNS-Regionen untersucht werden, so dass die
Ergebnisse der Untersuchung beider Bereiche sich gegenseitig erganzen, und dadurch maégliche
Verwechslungsfehier vorzeitig erkannt werden kénnen.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines erfindungsgemafien,
oben beschriebenen Verfahrens zur Detektion und Evaluierung von X-chromosomalen Erkrankun-
gen. Diese Erkrankungen wurden bereits oben beschrieben, wobei es sich um Erkrankungen
handelt, die durch aberrante Methylierung an zumindest einer Stelle im X-Chromosom hervorgeru-
fen werden. Je nach der zu detektierenden und zu evaluierenden Erkrankung wird eine spezifi-
sche, potentiell aberrant methyliete DNS-Region und gegebenenfalls ein sicher physiologisch
methylierter DNS-Bereich des X-Chromosoms und/oder eine spezifische polymorphe DNS-Region
des X-Chromosoms analysiert.

Dabei ist es besonders giinstig, wenn das Verfahren insbesondere zur Detektion und Evaluie-
rung des fragilen X-Syndroms, FraX-E, FraX-F, der Klonalit4t und X-Aneuploidien verwendet wird.

Im Fall des fragilen X-Syndroms ist es besonders ginstig, wenn der FMR-1-Promotor als po-
tentiell aberrant methylierte DNS-Region bestimmt wird und/oder das XIST-Gen oder ein Teil
davon als sicher physiologisch methylierter DNS-Bereich bestimmt wird und/oder der CGG-
Trinukleotid-Bereich des FMR-1-Gens als polymorphe DNS-Region bestimmt wird.

Im Fall des FRAXE wird vorteilhafterweise die CpG-Insel im Sq28 als potentiell aberrant methy-
lierte DNS-Region und/oder der GCC-Trinukleotid-Bereich als polymorphe DNS-Region und/oder
das XIST-Gen oder ein Teil davon als sicher physiologisch methylierter DNS-Bereich bestimmt.

Im Fall des FRAXF wird vorteilhafterweise die (GCCGTC),(GCC)n-Region als polymorphe
DNS-Region und/oder die daneben liegende CpG-insel als potentiell aberrant methylierte DNS-Re-
gion und/oder das XIST-Gen oder ein Teil davon als sicher physiologisch methylierter DNS-Bereich
bestimmt.

Im Fall der KlongroRe wird vorzugsweise der CGG-Nukleotid-Repeat-Bereich des FMR-1-Gens
als polymorphe DNS-Region bestimmt.

Wie bereits in der Beschreibungseinleitung angefthrt ist, weisen im Fall der FRAXA normale
Sequenzen einen Repeat-Bereich von 5-(48-) 54 CGG-Einheiten, pramutierte Sequenzen (48-)
54-200 CGG-Einheiten und Vollmutationen uber 200 CGG-Einheiten auf.

Zur volistandigen Erfassung des Krankheitsbildes im Falle des fragilen X-Syndroms (aber auch
z.B. bei FRAXE und FRAXF) kann durch die erfindungsgemaie Analyse eindeutig und schnell
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swischen den verschiedenen Genotypen des fragilen X-Syndroms unterschieden werden, selbst
bei weiblichen Patienten, bei denen die Methylierungsanalyse kein eindeutiges Ergebnis liefert, da
- im Fall des Repeat-Bereichs - dieser in der PCR insbesonders bei einer Lange von mehr als
200 Einheiten durch einen Repeat mit normaler Lange kompetitiert wird. Durch die Bestimmung
des Ausmafes der Methylierung der potentiell aberrant methylierten DNS-Region kann die Probe
einem bestimmten Genotyp eindeutig zugeordnet werden, da im Normal- und Pramutationsfall
diese DNS-Region nicht methyliert, bei der Volimutation hingegen methyliert ist. In mannlichen
Pra-\Vollmutations-Mosaiken liegen die Verhaltnisse &hnlich wie soeben fir weibliche Patienten
dargestellt. Mittels einer herkémmlichen Analyse, bei der lediglich der Repeat-Bereich bestimmt
wird, kann insbesonders bei Grenzfallen ohne zusatzliche Verfahrensschritte, z.B. Southern-blot,
keine eindeutige Diagnose erfolgen. Selbst bei Durchfuihrung eines Southern-blots kénnen Mosa-
ike aufgrund der limitierten Sensitivitat nur begrenzt nachgewiesen werden. Demgegeniber kann
mittels der genannten PCR-Verfahren héhere Sensitivitat bei geringerem Bedarf an Patienten-DNA
eine verbesserte Beurteilung des Krankheitsbildes erfolgen.

Wenn weiters neben der Bestimmung der potentiell aberrant methylierten DNS-Region auch
ein sicher physiologisch methylierter DNS-Bereich analysiert wird, so kann dieser als interner
Standard herangezogen werden. Falls die potentiell aberrant methylierte DNS-Region aufgrund
von Deletionen nicht nachgewiesen werden kann, wird in jedem Fall der sicher methylierte DNS-
Bereich (z.B. das XIST-Gen) nachgewiesen. Auf diese Weise ist sichergestellt, dass das Verfahren
funktioniert hat, und gegebenenfalls die potentiell aberrant methylierte DNS-Region zumindest
teilweise fehit, d.h. deletiert ist (z.B. FMR-1-Gen).

Im Fall, dass der FMR-1-Repeat-Bereich bestimmt wird, und zwar mittels MS-PCR, kann die
Anzahl der normalen bzw. Pramutations-Repeat-Einheiten einfach aus der Lange der MS-PCR-
Produkte errechnet werden. Auf diese Weise wird ein Verfahren zur Verfiigung gestellt, bei dem
gleichzeitig der Grad der Methylierung und die Lange der Repeat-Bereiche bestimmt werden. In
einem einzigen Verfahrensschritt (entweder eine einzige MS-PCR-Reaktion oder mehrere MS-
PCR-Reaktionen nebeneinander) wird somit der Grad des fragilen-X-Syndroms bestimmt. Die MS-
PCR ist ein schnelles und zuverlassiges Verfahren, das kostengunstig ist und in jedem Labor
durchgefihrt werden kann. Weiters ist lediglich eine kleine Menge an DNA fur diese Analyse
notwendig. Weiters mussen keine zusatzlichen, oft zeitaufwendigen und kostspieligen Verfahren
durchgefithrt werden, wie etwa immunologische oder Southern blot-Verfahren. Im Gegensatz zu
den herkdémmilichen Verfahren zur Bestimmung des fragilen X-Syndroms, die meist PCR und
zusitzlich einen Southern blot beinhalten, werden keine radioaktiven Substanzen eingesetzt, was
insbesondere fur das Laborpersonal vorteilhaft ist. Weiters wird ein Verfahren zur Verfigung ge-
stellt, das aufwendige Arbeitsschritte einspart und sich besonders fur Routinediagnosen und
Screening-Studien eignet. Weiters eignet sich diese Analyse fur DNA, die aus Guthrie-Karten
extrahiert wurde, und for Studien von kleinen Gewebsproben, die mit feinen Nadeln aus dem
Kérper entnommen wurden.

Wird eine 3-fach MS-PCR-Analyse fur die Detektion und Evaluierung des fragilen X-Syndroms
durchgefihrt, kommt es zu folgendem Ergebnis:

- Normale mannliche Individuen zeigen einen nicht-methylierten Repeat-Bereich (als polymorphe
DNS-Region) von bis zu (48-) 54 Einheiten sowie eine nicht-methylierte FMR-1-DNS-Re-gion, z.B.
der Promotor (als potentiell aberrant methylierte DNS-Region).

- Mannliche Patienten mit einer Pramutation zeigen dasselbe Muster, aber mit etwa (48-) 54 bis
200 Repeat-Einheiten.

- Mannliche Patienten mit einer Vollmutation weisen einen methylierten Repeat-Bereich mit iber
200 Einheiten (wird in der Regel nicht amplifiziert) sowie eine methylierte FMR-1-Promotor-Region
(als potentiell aberrant methylierte DNS-Region) auf. Bei Grenzfallen Volimutation/Pramutation ist
es ausschlaggebend, ob die methylierte oder nicht-methylierte FMR-1-Promotor-Region amplifiziert
ist. Selbst wenn nun der methylierte Repeat-Bereich einer Vollmutation so jange ist, dass dieser
nicht amplifiziert werden wiirde, kann die Volimutation aufgrund der Amplifizierung der methylierten
FMR-1-Promotor-Region detektiert werden.

- Mosaik Vollmutation/Pramutation: der Repeat-Bereich des Allels mit der Vollmutation wird nicht
amplifiziert, der nicht-methylierte Repeat-Bereich des Pramutationsallels wird amplifiziert, wobei es
(48-) 54 bis 200 Einheiten aufweist. Die methylierte FMR-1-Promotor-Region wird amplifiziert.
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- Aufgrund der zufalligen (random) X-Inaktivierung in normalen homozygoten Frauen betragt das
Verhaltnis der nicht-methylierten zur methylierten FMR-1-DNS-Region sowie vom nicht-methy-
lierten zum methylierten XIST-Gen 1:1. Da beide Homologe idente Repeat-Bereich-Langen aufwei-
sen, ist lediglich jeweils ein nicht-methylierter und ein methylierter FMR-1-Repeat-Bereich sichtbar.
- Bei heterozygoten Frauen, die unterschiediiche Repeat-Bereich-Langen aufweisen, ist dasselbe
Muster wie oben beschrieben zu sehen, lediglich sind zwei nicht-methylierte und zwei methylierte
FMR-1-Repeat-Bereiche mit unterschiedlichen L&ngen zu sehen.

- Frauen mit einer Pramutation weisen ein &hnliches Muster auf wie heterozygote Frauen, mit
dem Unterschied, dass ein methylierter und ein nicht-methylierter FMR-1-Repeat-Bereich eines
Allels eine Lange von (48-) 54 bis 200 Einheiten aufweist.

- Frauen mit einer Volimutation weisen immer eine methyliete FMR-1-Promotor-Region am
expandierten Allel auf, unabh#ngig davon, ob diese am aktiven oder inaktiven Chromosom liegt. Im
Fall einer random X-Inaktivierung betragt das Methylierungsverhaltnis der FMR-1-DNS-Region
Promotor-Region 3:1 (Methylierung:Nicht-Methylierung), wahrend das Methylierungsverhéitnis des
XIST-Gens weiterhin 1:1 betragt.

- Frauen mit einer Vollmutation und entweder einer skewed X-Inaktivierung oder Mosaik weisen
dasselbe Muster auf wie betroffene Frauen mit random X-Inaktivierung. Eine skewed X-Inaktivie-
rung und Mosaike kénnen durch quantitative Bewertung des Methylierungsverhaitnisses der FMR-
1-Promotor-Region mit dem des XIST-Gens und des FMR-1-Repeat-Bereichs identifiziert werden.
Das Methylierungsverhaltnis des XIST-Gens bleibt in allen Fallen 1:1, da jede Zelle weiterhin ein
aktives und ein inaktives Chromosom enthélt. Somit stellt das Methylierungsverhaitnis des Ab-
schnitts des weiteren Gens (XIST) einen Standard dar. Im Gegensatz dazu verschiebt sich das
Methylierungsverhaltnis der FMR-1-Promotor-Region und das des Repeat-Bereichs in Richtung
Nicht-Methylierung bzw. Methylierung, je nachdem, ob das normale Chromosom oder das mit dem
expandierten Allel eine skewed X-Inaktivierung aufweist. Ein &hnliches Muster kann bei Mosaik-
Frauen mit einer normalen Zellpopulation und einer mit einer Vollmutation gesehen werden.

Geman einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung einen Kit, der eingangs ange-
fuhrten Art, wobei er Primer-Sets zur spezifischen Amplifizierung jeweils der methylierten und
nichtmethylierten DNA-Variante einer potentiell aberrant methylierten DNS-Region und/oder eines
sicher physiologisch methylierten DNS-Bereichs des X-Chromosoms und/oder einer polymorphen
DNS-Region des X-Chromosoms, die entweder physiologisch oder aberrant methyliert sein kann,
umfasst. Mit diesem Kit kann das oben beschriebene erfindungsgemaRe Verfahren durchgefuhrt
werden,

Vorzugsweise umfasst dieser Kit zusatzlich zu den Primer-Sets weitere notwendige Stoffe zur
Durchftihrung einer MS-PCR: einen Stoff zur Umwandlung der methylierten bzw. nicht-methylierten
Sequenz (z.B. Natriumbisulfit zur Umwandlung der nicht-methylierten Cytosin-Reste), die:notwen-
digen Enzyme, Puffer, etc. Auf diese Weise wird ein Kit zur Verfugung gestellt, so dass fur die
Durchfuihrung des Verfahrens lediglich die zu testende DNA noch zugefugt werden muss. Mit Hilfe
dieses Kits kénnen in jedem Labor routinematige Diagnosen durchgefiihrt werden.

Besonders vorteilhaft 148t sich dieser Kit zur Detektion und Evaluierung X-chromosomaler Er-
krankungen einsetzen, wobei er Primer-Sets zur methylierungsspezifischen Amplifizierung einer
DNS-Region mit einem Repeat-Polymorphismus fiir die Bestimmung der polymorphen DNS-
Region umfasst. Mit diesen Primer-Sets wird das Ausmaf® der Methylierung und die Lange des
Repeat-Polymorphismus bestimmt, um den Grad der Erkrankung und die Klonalitdt dieser zu
testen. Diese chromosomalen Erkrankungen sind z.B.: FRAX-A, FRAX-E, FRAX-F, X-chromoso-
male Retardierungen, Klonalitat, etc.

Vorzugsweise umfasst der Kit Primer-Sets zur Amplifizierung einer polymorphen DNS-Region
des CGG-Nukleotid-Repeat-Bereiches im ersten Exon des FMR-1-Gens. Da der Repeat-Bereich
des FMR-1-Gens wie oben bereits beschrieben eine sichere und klare Aussage tber den Krank-
heitsgrad des fragilen X-Syndroms bzw. die Klongrée gewahrleistet, kann mit Hilfe dieses Kits ein
rasches und sicheres Analyseverfahren zur Verfiigung gestellt werden.

Weiters ist es glinstig, wenn der Kit Primer-Sets zur Amplifizierung des XIST-Gens oder Teilen
davon fir die Bestimmung der sicher physiologisch methylierten DNS-Region umfasst. Wie oben
bereits beschrieben, weist das XIST-Gen ein Methylierungsmuster auf, das reziprok zu dem des
FMR-1-Gens ist. Das Methylierungsmuster im Ergebnis l&sst eine genaue Interpretation bezuglich
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der Variante des fragilen X-Syndroms zu.

Weiters ist es von Vorteil, wenn der Kit Primer-Sets zur Amplifizierung des FMR-1-Gens oder
eines Teils davon fur die Bestimmung der potentiell aberrant methylierten DNS-Region umfasst.
Gunstigerweise umfasst der Kit Primer-Sets zur Amplifizierung des FMR-1-Gen-Promotors oder
eines Teiles davon. Damit kann das oben beschriebene bevorzugte Analyseverfahren durchgefthrt
werden.

Dabei ist es besonders vorteilhaft, wenn die Primer-Sets jeweils als Duplex-Sets, raumlich
voneinander getrennt, vorgesehen sind. Auf diese Weise wird, wie oben beschrieben, sicherge-
stellt, dass klare und leicht interpretierbare Ergebnisse erhalten werden.

Dabei ist es besonders gunstig, wenn die Primer-Sets flr die Amplifizierung des sicher physio-
logisch methylierten DNS-Bereichs und der potentiell aberrant methylierten DNS-Region zusam-
men in einem Multiplex-Set oder 4-plex-Set vorgesehen sind. Auf diese Weise werden die Methy-
lierungs-spezifischen PCR-Reaktionen zweier DNS-Regionen in einem Reaktionsgemisch gleich-
zeitig durchgefiihrt, wodurch das Verfahren zeitsparender wird. Dies ist moglich, da die beiden
Gene (FMR-1 und XIST) unterschiedliche Sequenzen aufweisen, so dass sich die beiden PCR-
Reaktionen nicht beeinflussen.

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand von Beispielen sowie von Zeichnungsfiguren, auf
die sie jedoch nicht beschrankt sein soll, weiter erlautert, wobei in Fig. 1 die Stellung der Primer far
das FMR-1-Gen; in Fig. 2 die jeweiligen Methylierungsmuster des FMR-1- und XIST-Gens sowie
die GréRe und Methylierung des Repeat-Bereichs schematisch, sowie in Fig. 3a und 3b Gelelektro-
phoresen zur Auftrennung der MS-PCR-Produkte dargestelit sind.

Beispiel 1: DNA-Priparation

EDTA antikoagulierte, periphere Blutproben aus gesunden sowie an fragilem X-Syndrom er-
krankten Patienten wurden bis zur DNA-Extraktion in 500 ul Aliquoten bei -20°C gelagert. Far die
DNA-Deaminierung und anschiieBender MS-PCR-Analyse wurde DNA aus 80 pl Blut mit DNAzol™
(Vienna Lab, Vienna, Austria) extrahiert und in 30 pl sterilem Wasser resuspendiert.

0,5 ug DNA wurde gemaR den Protokollen von Zeschnigk et al. "A single-tube PCR test for the
diagnosis of Angelman and Prader-Willi syndrom based on allelic methylation differences at the
SNRPN locus." Eur. J. Hum. Genet. 5, 94-8 (1997); "Imprinted segments in the human genome:
different DNA methylation patterns in the Prader-Will/Angelman syndrome region as determined by
the genomic sequencing method." Hum. Mol. Genet. 6, 387-95 (1997) deaminiert, wobei die Dea-
minierung bei 55°C zwei Stunden lang mit Zusatz von 8 ul Polyacryltrager, der die DNA-Prazipi-
tation auf 10 min bei -20°C verkdrzt, durchgefihrt wird. Die deaminierte DNA wurde in 20 pl steri-
lem Wasser geldst.

Beispiel 2: Methylierungs-spezifische PCR

13 Primer wurden (s. Seq.Id.Nr. 1-13) entsprechend der deaminierten DNA-Sequenz der jewei-
ligen nicht-methylierten bzw. methylierten Genregionen synthethisiert (s. Tabelle 1 und Fig. 1).
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In einer Multiplex-PCR-Reaktionsmischung wurden zwei Vorwarts-Primer (PUF, PMF), die
spezifisch fur unmethylierte und methylierte DNS sind, und ein gemeinsamer Ruckwarts-Primer
(P-R), der spezifisch fur den deaminierten, nicht-methylierten und methylierten FMR-1-Promotor
ist, sowie zwei Vorwérts-Primer (XUF, XMF) und zwei Ruckwarts-Primer (XUR, XMR), die spezi-
fisch fur den deaminierten, nicht-methylierten und methylierten XIST-Promotor sind, zugesetzt. Der
Duplex-PCR-Mix umfasst zwei Vorwarts-Primer (RUF, RMF) und zwei Riickwarts-Primer (RUR,
RMR), die spezifisch fir den deaminierten, nicht-methylierten und methylierten Triplet-Repeat-
Bereich sind.

Ein zusatzliches Primer-Paar detektiert einen weiteren methylierten Sequenzabschnitt im FMR-
1-Promotor (FMF, FMRY), kann jedoch nicht mit den anderen Primern kombiniert werden.

Fur das Design dieser Primer wurde als zu amplifizierende Ziel-Sequenz die des antisense-
Stranges des FMR-1-Genbereiches (Acc. Nr. L29074, L38501, U80460) verwendet, um die
Schmelztemperatur von Tm=985°C auf Tm=75°C zu reduzieren.

Die PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 25 pl unter Ol durchgefiihrt, wobei jeweils 1 ul
der 20 ul deaminierten DNA aus Patienten und Normalkontrollen verwendet wurde. Fur die Multi-
plex-PCR wurde der Amplifikationspuffer F-511 (10 mM Tris, pH 8,8, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,,
0,1% Triton-X-100; Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) verwendet; optimierter Puffer EXT (50 mM
Tris, 15 mM NH,CI, 1,5 mM MgCly, 0,1% Triton-X-100, pH 9,0) wurde fur die Duplex-Reaktion mit
4% DMSO und 60 mM TMAC und fur die FMP-Amplifikation ohne Verstarker (DMSO, TMAC)
verwendet. Die dNTPs-Konzentrationen betrugen 200 uM jedes Nukleotids. In Tabelle 1 sind die
optimalen Primer-Konzentrationen aufgelistet. Die Amplifikationen wurden auf einem Biometra
TrioBlock (Biometra, Goettingen, Deutschland) durchgeftihrt und mit einer Einheit Dynazyme 501L
(Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) gestartet, mit einem ersten Denaturierungsschritt bei 95°C fur
5 min. Die Multiplex-PCR-Profile waren 35 Zyklen 95°C/30 s, 60°C/20 s, 72°C/40 s. Duplex und
FMP-Profile betrugen 37 Zyklen bei 95°C/45 s, 63°C/1 min und 72°C/1 min. AbschlieRend wurde in
allen Fallen bei 72°C 7 min lang inkubiert.

PCR-Produkte (5 wl) wurden auf in 0,5x TBE-Puffer (30 mM Tris, 90 mM Borat, 2 mM EDTA,
pH 8,0) auf NOVEX-TBE-Gelen getrennt (Novex, San Diego, California, USA). Die Banden wurden
durch Farbung mit Ethidiumbromid (EtBr) detektiert. Densitometrische Analysen wurden mit
KODAK-1D™2.0.2 software package (Kodak, New Haven, CT, USA) durchgefiihrt.

Repeat-Einheiten im normalen und Pramutations-Bereich, aber keine Volimutationen, konnten
amplifiziert werden. Die Anzahl der Repeat-Einheiten konnte bei normalen Individuen und Pramu-
tationstragern aus der L&nge der PCR-Produkte errechnet werden.

in Tabelle 2 sind die zu erwartenden Ergebnisse aufgelistet, wobei "-" kein PCR Produkt, "+"
ein PCR Produkt und "2+" zwei Produkte mit unterschiedlichen Langen bedeuten. In Fig. 2 sind die
zu erwartenden Ergebnisse schematisch dargestelit, wobei dieselbe Nummerierung wie in Tabelle
2 verwendet wird.

Tabelle 2
Multiplex PCR Duplex PCR
Ziel-Gen-Sequenz FMR1 XIST FMR1

Promotor Promotor Repeat
# |PCR-Produkt PU PM XU XM RU RM
1 |normale Manner + - - + + -
2 |Manner mit Pramutation + - - + + -
3 |Manner mit Volimutation - + - + - -
4 |Mosaik-Mé&nner mit Volimutation - + . + + -
5 |Méanner mit Deletion - - - + - -
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Multiplex PCR Duplex PCR
Ziel-Gen-Sequenz FMR1 XIST FMR1
Promotor Promotor Repeat
# |PCR-Produkt PU PM XU XM RU RM
6 [normale Frauen mit gleichen Repeat- 1:1 11 + +
Langen an beiden Allelen
7 |normale Frauen mit ungleichen 1:1 1:1 2+ 2+
Repeat-Langen an beiden Allelen
8 [Frauen mit Pramutation 1:1 1:1 2+ 2+
9 |Frauen mit Vollmutation 1.3 1:1 + +

10 |Frauen mit Volimutation und
einer erhdhten Menge an Zellen (>)1:3 1:1 A v
mit aktiven normalen Allelen

11 |Frauen mit Volimutation und
einer erhdhten Menge an Zellen (<)1:3 1:1 \% A
mit aktiven betroffenen Allelen

12 |Mosaik-Frauen mit Pramutation (>)1:3 A v
oder 1:1 oder
(<)1:3 \% A
13 |Mosaik-Frauen mit Volimutation (>)1:3 A v
oder 11 oder
(<)1:3 v A
(1) Normale manniiche Individuen zeigen einen nicht-methylierten Repeat-Bereich von bis zu

)
3)

4)

®)

(6)

@)

(8)

(48-) 54 Triplets sowie einen nicht-methylierten FMR-1-Promotor.

Mannliche Patienten mit einer Pramutation zeigen dasselbe Muster, aber mit etwa (48-)
54 bis 200 Repeat-Einheiten.

Mannliche Patienten mit einer Vollmutation weisen im Ergebnis einen methylierten Re-
peat-Bereich mit tber 200 Triplets (wird in der MS-PCR meist nicht ampiifiziert) sowie
einen methylierten FMR-1-Promotor auf.

Mannliche Patienten mit Mosaik Vollmutation/Pramutation zeigen einen methylierten Re-
peat-Bereich mit iber 200 Einheiten (wird nicht amplifiziert) sowie einen nicht-methylierten
Repeat-Bereich von (48-) 54 bis 200 Einheiten, zudem einen nicht-methylierten und einen
methylierten FMR-1-Promotor.

Anhand des Nachweises des spezifischen Produktes des XIST-Gens, kann in allen Féllen
zwischen weiblichen und mannlichen Patienten eindeutig unterschieden werden.

Bei Deletionen im zu amplifizierenden Bereich des FMR-1-Gens ist lediglich das methy-
lierte PCR-Produkt des XiST-Gen-Promotors sichtbar.

Bei normalen homozygoten Frauen ist das Verhaltnis von nicht-methyliertem zu methylier-
tem FMR-1-Promotor und jenes des XIST-Gen-Promotors etwa 1:1. Da beide Homologe
idente Repeat-Bereich-Langen aufweisen, ist lediglich jeweils ein nicht-methylierter und
ein methylierter FMR-1-Repeat-Bereich sichtbar.

Bei heterozygoten Frauen, die unterschiedliche Repeat-Bereich-Langen aufweisen, ist
dasselbe Muster wie oben beschrieben zu sehen, lediglich sind zwei nicht-methylierte und
zwei methylierte FMR-1-Repeat-Bereiche mit unterschiedlichen Langen zu sehen.

Frauen mit einer Pramutation weisen ein ahnliches Muster auf wie heterozygote Frauen,
mit dem Unterschied, dass ein methylierter und ein nicht-methylierter FMR-1-Repeat-
Bereich eine Lange zwischen (48-) 54 bis 200 Einheiten aufweist.
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(9) Frauen mit einer Volimutation weisen immer einen methylierten FMR-1-Promotor am ex-
pandierten Allel auf, unabhangig davon, ob dieser am aktiven oder inaktiven Chromosom
liegt. Im Fall einer random-X-Inaktivierung betragt das Methylierungsverhéitnis des FMR-
1-Promotors 1:3 (Nicht-Methylierung:Methylierung), wahrend das Methylierungsverhéitnis
des XIST-Gen-Promotors weiterhin 1:1 betragt.

(10) - (13) Frauen mit einer Vollmutation und entweder einer skewed X-inaktivierung oder Mo-
saik weisen dasselbe Muster auf wie betroffene Frauen mit random-X-Inaktivierung, wobei
jedoch das Methylierungsverhéiltnis im FMR-1-Gen in die eine oder andere Richtung ver-
schoben ist. Eine skewed X-Inaktivierung und Mosaik kénnen durch semi-quantitativen
Vergleich des Methylierungsverhaltnisses des FMR-1-Promotors und des FMR-1-Repeat-
Bereichs mit dem des Gen-Abschnitts des XIST-Gens identifiziert werden. Das Methylie-
rungsverhaltnis des XIST-Gens bleibt 1:1 in allen Fallen, da jede Zelle weiterhin 1 aktives
und 1 inaktives Chromosom tragt. Im Gegensatz dazu verschiebt sich das Methylierungs-
verhaltnis des FMR-1-Promotors und das des Repeat-Bereichs in Richtung Nicht-
Methylierung bzw. Methylierung, je nachdem ob das normale Chromosom oder das mit
dem expandierten Allel eine skewed X-Inaktivierung aufweist. Ein &hnliches Muster kann
bei Mosaik-Frauen mit einer normalen Zellpopulation und einer mit einer Volimutation ge-
sehen werden.

Somit kénnen alle méglichen Varianten zur Diagnostik des fragilen-X-Syndroms und ahnlicher
Erkrankungen wie FraX-E, FraX-F, und andere X-chromosomale Erkrankungen aber auch Kionali-
tat und X-Aneuploidien festgestellt werden.

in Fig. 3a und 3b sind Gelelektrophoresen der MS-PCR-Produkte dargestellt, wobei Fig. 3a die
Produkte der Multiplex-Reaktion (FMR-1-Promotor, XIST-Promotor) und Fig. 3b die Produkte der
Duplex-Reaktion (FMR1-Repeat-Expansion) zeigt, wobei dieselbe Nummerierung wie in Tabelle 2
verwendet wird, und n die Anzahl der Repeat-Einheiten bedeutet.

(1) Normaler mannlicher Patient (n = 34);

(2) Mannlicher Patient mit Pramutation (n = 130);

(3) Mannlicher Patient mit Vollmutation (n > 200);

(4) Mannlicher Patient mit Mosaik-Vollmutation (n > 200 und n = 100);

(5) Mannlicher Patient mit einer Deletion im FMR1-Gen-Promotor sowie im Repeat Bereich,;

(6) Normale homozygote Frau (n = 33);

(7) Normale heterozygote Frau (n = 23+30);

(8) Frau mit Pramutation (n = 33+66);

(9) Frau mit Vollimutation (n > 200 + n = 23);

(10) Frau mit einer Volimutatation und einer erhéhten Anzahl von Zellen mit einem normalen
Aliel auf Grund einer skewed X-Inaktivierung (n > 200 und n = 30); erhdhte Menge des
RU-Produktes);

(11) Frau mit erhhter Menge von Zelien mit einer Vollmutation auf Grund einer skewed X-
Inaktivierung (n > 200 und n = 46; erhdhte Menge des RM-Produktes);

(12) Negativkontrolle (native Plazenta-DNA, die vor der Ampilifikation nicht deaminiert wurde);

(s) GroRenstandard.

Tabelle 3 stellt die Ergebnisse einer densitometrischen Analyse der Multiplex-PCR-Produkte
von weiblichen Patienten dar. Es werden die Netto-Intensitaten, die berechneten Verhaltnisse von
nicht-methylierten und methylierten Produkten sowie das standardisierte Verhéltnis, basierend auf
dem intergenen XIST-Standardverhaltnis (XM pro XU) gezeigt, wobei die Spalten gemaf Fig. 1
und 3 nummeriert sind. Das Verhaltnis von nicht-methylierten und methylierten XIST-Produkten,
spezifisch fur das inaktive bzw. aktive X-Chromosom, blieb innerhalb aller weiblichen Proben stabil
(Mittelwert (XM/XU) = 1,033 £ 0,21). In betroffenen Frauen (2 und 11) waren die Verhéltnisse der
FMR1-Methylierung basierend auf dem XIST-Standardverhéitnis auerhalb des 95 %-Vertrauens-
bereiches (Verhaltnis (PU/PM) / (XM/XU) = 0,32 £ 0,06). Im Fall einer skewed X-Inaktivierung, die
das Vollmutations-Allel bevorzugt (Spalte 10) verbleibt das Verhaltnis im normalen Bereich und es
wurde auf Grund der verschiedenen Banden-Intensitaten der RU- und RM-Produkie, spezifisch fur
betroffene Frauen, diagnostiziert, daRl der Patient am fragilen X-Syndrom erkrankt war (Spalte 10,
s. auch Fig. 3, unten).
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Tabelle 3
Produkt Probe (Netto-Intensitat)
[o] 7 8 9 10 11
PU [318] 1206 2685 1122 1244 916 318
PM [288] 3812 5317 3863 6512 3278 2977
XM [241] 1177 2476 1972 3529 1854 1698
XU [198] 1157 1862 1700 3143 2363 2155
Verhaltnis intragene Verhéaltnisse
(PM/PU) 0,32 0,49 0,29 0,19 0,28 0,11
(XMIXU) 1,02 1,33 1,16 1,12 0,78 0,79
standardisierte intergene Verhaltnisse
(PM/PU)
(XMIXU) 0,31 0,37 0,256 0,17 0,36 0,14
SEQUENZPROTOKOLL
<110> St. Anna-Kinderspital
<120> Verfahren zur Detektion und Evaluierung einer potentiell
aberrant methylierten DNS-Region am X-Chromosom
<130> R35658
<140>
<141>
<160> 13
<170> Patentin Ver. 2.1
<210> 1
<211> 25
<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:Primer
<400> 1
gtgtttgatt gaggttgaat ttttg 25
<210> 2
<211> 28
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:Primer
<400> 2
atttaatttc ccacrccact aaatacac 28
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<210> 3

<211> 27

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 3
gttgcgggtg taaatattga aattacg

<210> 4

<211> 26

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 4
aattaaagta ggtattcgeg gtttcg

<210> 5

<211> 26

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 5
tttttcctta acccatcgaa atateg

<210> 6

<211> 27

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 6
aaaagtggtt gttattttag atttgtt

<210> 7

<211> 26

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 7
tttttcctta acccatcgaa atateg
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<210> 8

<211> 29

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 8
tttgagaggt gggttgtggg tatttgagg

<210> 9

<211> 34

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 9
aacaccacta ccaaaaaaca tacaacaaca caac

<210> 10

<211> 30

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

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

<400> 10
ccgectctaa acgaacgacg aaccgacgac

<210> 11

<211> 29

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 11
titcgagagg tgggttgcgg gegticgag

<210> 12

<211> 29

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 12
cgtegteggt tegtegtteg tttagagge
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<210> 13

<211> 28

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

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

<400> 13
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ccgaccgatt cccaacaacg cgcatacg 28

PATENTANSPRUCHE:

Verfahren zur Detektion und Evaluierung einer potentiell aberrant methylierten DNS-
Region am X-Chromosom oder der Klonalitat, dadurch gekennzeichnet, dass

a) entweder in einer Probe das Ausmafl der Methylierung der potentiell aberrant methy-
lierten DNS-Region und/oder das Ausmal der Methylierung in einem sicher physiologisch
methylierten DNS-Bereich des X-Chromosoms bestimmt wird und anschlielend aus dem
Vergleich der Methylierungsbestimmungen das Vorhandensein und gegebenenfalls die
Variante und das AusmaR der potentiellen Aberration diagnostiziert wird, oder

b) in einer Probe das Ausmal} der Methylierung der potentiell aberrant methylierten DNS-
Region und/oder das AusmaR der Methylierung sowie gegebenenfalls die Sequenzvarian-
te einer polymorphen DNS-Region des X-Chromosoms, die entweder physiologisch oder
aberrant methyliert sein kann, bestimmt wird und anschlieBend aus dem Vergleich der
Methylierungsbestimmungen und gegebenenfalls der Sequenzvariante das Vorhandensein
und gegebenenfalls die Variante und das AusmaR der potentiellen Aberration oder der
Klonalitat diagnostiziert wird, oder

c) in einer Probe das Ausmaf der Methylierung der potentiell aberrant methylierten DNS-
Region, das Ausmal der Methylierung in einem sicher physiologisch methylierten DNS-
Bereich des X-Chromosoms, und das Ausmaf der Methylierung sowie die Sequenzvarian-
te einer polymorphen DNS-Region des X-Chromosoms, die entweder physiologisch oder
aberrant methyliert sein kann, bestimmt wird und anschlieBend aus dem Vergleich der Me-
thylierungsbestimmungen und der Sequenzvariante das Vorhandensein und gegebenen-
falls die Variante und das AusmaR der potentiellen Aberration diagnostiziert wird.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung des Aus-
mafles der Methylierung sowie gegebenenfalls die Bestimmung der Sequenzvariante mit-
tels einer Methylierungs-spezifischen PCR (MS-PCR) durchgefiihrt wird, wobei Primer ver-
wendet werden, mit weichen eine methylierte bzw. nicht-methylierte DNS-Region jeweils
Methylierungs-spezifisch ampilifiziert werden.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die MS-PCRs an einem anti-
sense-Strang bzw. an antisense-Strangen durchgefiihrt wird bzw. werden.

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die MS-PCRs in Du-
plex-Reaktionen durchgefiihrt werden.

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die MS-PCR fur die
Bestimmung der potentiell aberrant methylierten DNS-Region und die MS-PCR fur die
Bestimmung des sicher physiologisch methylierten DNS-Bereichs in einer gemeinsamen
Multiplex-Reaktion durchgefuhrt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die polymor-
phe DNS-Region eine DNS-Region mit einem Repeat-Polymorphismus ist, die vorzugs-
weise mit der potentiell aberrant methylierten DNS-Region in Zusammenhang steht, wobei
als Sequenzvariante die Lange des Repeat-Bereiches bestimmt wird, und anschlieRend
sowohl das Vorhandensein als auch das Ausmal der potentiellen Aberration bestimmt
wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die polymor-
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

AT 408 989 B

phe DNS-Region der CGG-Trinukleotid-Repeat-Bereich des FMR-1 -Gens ist.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die polymorphe DNS-Region
im ersten untranslatierten Exon des FMR-1-Gens ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die potentiell
aberrant methylierte DNS-Region das FMR-1-Gen oder ein Teil davon ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die potentiell
aberrant methylierte DNS-Region der 5'-untranslatierte Bereich des FMR1-Gens, d.h. der
FMR-1-Promotor, oder ein Teil davon ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die sicher
physiologisch methylierte DNS-Region eine DNS-Region ist, die am aktiven X-Chromosom
sicher methyliert ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die sicher
physiologisch methylierte DNS-Region eine Region ist, die das XIST-Gen oder Teile davon
umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die sicher
physiologisch methylierte DNS-Region eine Region im XIST-Gen-Promotor ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die poten-
tiell aberrant methylierte DNS-Region und die polymorphe DNS-Region zwei einander
nicht {berlappende Sequenzen sind.

Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriche 1 bis 14 zur Detektion und Eva-
luierung von X-chromosomalen Erkrankungen.

Verwendung eines Verfahrens nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass es ins-
besondere zur Detektion und Evaluierung des fragilen X-Syndroms, FraX-E, FraX-F, der
Klonalitat und X-Aneuploidien verwendet wird.

Kit zur Detektion und Evaluierung einer potentiell aberrant methylierten DNS-Region am
X-Chromosom gemaR einem Verfahren nach einem der Anspriche 2 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass er Primer-Sets zur spezifischen Amplifizierung jeweils der methylierten
und nicht-methylieten DNA-Variante einer potentiell aberrant methylierten DNS-Region
und/oder eines sicher physiologisch methylierten DNS-Bereichs des X-Chromosoms
und/oder einer polymorphen DNS-Region des X-Chromosoms, die entweder physiologisch
oder aberrant methyliert sein kann, umfasst.

Kit nach Anspruch 17 zur Detektion und Evaluierung X-chromosomaler Erkrankungen, da-
durch gekennzeichnet, dass er Primer-Sets zur Methylierungs-spezifischen Amplifizierung
einer DNS-Region mit einem Repeat-Polymorphismus fur die Bestimmung der polymor-
phen DNS-Region umfasst.

Kit nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass er Primer-Sets zur Amplifi-
zierung einer polymorphen DNS-Region des CGG-Nukleotid-Repeat-Bereichs im ersten
Exon des FMR-1-Gens umfasst.

Kit nach einem der Anspriiche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass er Primer-Sets zur
Amplifizierung des XIST-Gens oder von Teilen davon fur die Bestimmung der sicher phy-
siologisch methylierten DNS-Region umfasst.

Kit nach einem der Anspriiche 17 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass er Primer-Sets zur
Amplifizierung des FMR-1-Gens oder eines Teils davon fur die Bestimmung der potentiell
aberrant methylierten DNS-Region umfasst.

Kit nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass er Primer-Sets zur Amplifizierung
des FMR-1-Gen-Promotors oder eines Teils davon umfasst.

Kit nach einem der Anspriiche 17 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Primer-Sets
jeweils als Duplex-Sets raumlich voneinander getrennt vorgesehen sind.

Kit nach einem der Anspriiche 17 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Primer-Sets
fur die Amplifizierung des sicher physiologisch methylierten DNS-Bereichs und der poten-
tiell aberrant methylierten DNS-Region zusammen in einem Multiplex-Set oder 4-plex-Set
vorgesehen sind.

HIEZU 3 BLATT ZEICHNUNGEN
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