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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Array von Hybridisierungssonden, die Verwendung von Hybridi-
sierungssonden, ein Verfahren zum Bestimmen der Hybridisierung eines Arrays solcher Sonden sowie Verfah-
ren zum Charakterisieren von cDNA und zur Nucleinsduresequenzierung.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die Massenspektrometrie ist eine hochempfindliche Technik zur Bestimmung von Molekiilmassen. Sie
ist derart empfindlich, dass sie auch verwendet werden kann, um eine detaillierte strukturelle Information zu
liefern. Im Wesentlichen wird das bzw. die zu analysierende(n) Molekiil(e) in Vakuum gespriiht und ionisiert.
Die lonen in der Dampfphase werden durch elektromagnetische Felder beschleunigt und ihr Masse/La-
dungs-Verhaltnis wird durch die Analyse des Verhaltens der Molekdle in den elektromagnetischen Feldern be-
stimmt. Es existieren verschiedene Massenspektrometrie-Techniken, die durch die Hauptangriffsziele der Sys-
teme oder die verschiedenen lonisierungstechniken, die sie einsetzen, festgelegt sind. Im Grossen und Gan-
zen wird Massenspektrometrie zur direkten Analyse von Molekilen verwendet, um deren Masse zu bestim-
men, sie zu identifizieren oder strukturelle Informationen zu erhalten. Bezuiglich eines Fachbuches tber Mas-
senspektrometrie siehe Referenz 1).

[0003] Die kombinatorische Chemie (beziiglich eines Ubersichtartikels iiber dieses Gebiet siehe Referenz 2)
fuhrte zu spezielleren Anforderungen fir die indirekte Analyse von Molekilen. Es existieren jetzt verschiedene
Strategien, um unter Verwendung von Festphasensynthesetechniken grofle Anzahlen verwandter Molekiile
kombinatorisch herzustellen. Da die meisten Systeme einzelne Molekiile an Beads erzeugen, kénnen diese
auf winschenswerte Eigenschaften durchmustert werden. Es ist jedoch oft der Fall, dass das durchmusterte
Molekul nicht direkt zurlickgewonnen werden kann oder aus anderen Grinden, wie einer indirekten Markie-
rung der Beads, schwer direkt analysiert werden kann, und deshalb wurden deren Molekiile als Lésung vorge-
schlagen. Die meisten Techniken zur ,Kodierung" (siehe Referenz 3) von kombinatorischen Bibliotheken schei-
nen den Gebrauch von Markierungen einzubeziehen, die in gewissem Sinne ,sequenziert" werden kdnnen
(siehe Referenz 4). Zum Beispiel werden Aminosauren und Nucleinsduren haufig zur Kodierung von Bibliothe-
ken verwendet, da die Techniken fir deren Sequenzierung Standardtechniken sind und fir kurze Peptide und
Oligonucleotide relativ schnell sind, eine Analyse, die heute oft auch mittels Massenspektrometrie durchgefiihrt
wird. Andere organische Einheiten, wie Halogenbenzole und sekundare Amide, sind sequenzierbar und kén-
nen zu diesem Zweck verwendet werden (siehe Referenzen 5 und 6).

[0004] Eine alternative Vorgehensweise (siehe Referenz 7) verwendet eine Vielfalt von kombinatorischen Mo-
nomeren, die mit bestimmten Isotopen angereichert sein kdnnen, um Markierungen herzustellen, die in einem
Massenspektrum eindeutige Isotopensignale erzeugen. Diese Vorgehensweise erlaubt die Erzeugung einer
groRen Anzahl von Markierungen, deren Isotopenpeaks unterschiedliche Muster in begrenzten Bereichen des
Massenspektrums aufweisen. Dieses Verfahren ist zum Beispiel ideal zur eindeutigen Identifizierung einer ein-
zelnen Verbindung, deren Bead aus einer grofen kombinatorischen Bibliothek isoliert wurde, wiirde aber fast
sicher Probleme dabei aufweisen, grofle Molekilezahlen gleichzeitig aufzulésen.

[0005] Die Referenzen 15 bis 17 offenbaren Anwendungen der Massenspektrometrie zum Nachweis der Bin-
dung verschiedener Liganden.

Zusammenfassung der Erfindung

[0006] Die vorliegende Erfindung sieht ein Array von Hybridisierungssonden vor, wobei jede von diesen eine
Massenmarkierung umfasst, die mit einer bekannten Basensequenz von vorbestimmter Lange verbunden ist,
worin jede Massenmarkierung des Arrays, gegebenenfalls zusammen mit der bekannten Basensequenz, mit-
tels Massenspektrometrie dieser Basensequenz zugeordnet werden kann. Vorzugsweise umfasst jede der Hy-
bridisierungssonden eine Massenmarkierung, welche mit einer bekannten Basensequenz von vorbestimmter
Lange spaltbar verbunden ist, worin jede Massenmarkierung des Arrays, nach Freisetzung aus ihrer jeweiligen
Basensequenz, mittels Massenspektrometrie dieser Basensequenz zugeordnet werden kann, Ublicherweise
mittels ihres Massen-/Ladungsverhaltnisses, das in Bezug auf jede andere Massenmarkierung des Arrays vor-
zugsweise eindeutig identifizierbar ist.

[0007] Die vorliegende Erfindung sieht weiterhin die Verwendung einer Hybridisierungssonde vor umfassend
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eine Massenmarkierung, die mit einer bekannten Basensequenz von vorbestimmter Lange verbunden ist, in
einem Verfahren zum Bestimmen der Hybridisierung der Sonde mittels Massenspektrometetrie der Massen-
markierung, gegebenenfalls zusammen mit der bekannten Basensequenz. Vorzugsweise umfasst die Hybridi-
sierungssonde eine Massenmarkierung, die mit einer bekannten Basensequenz von vorbestimmter Lange
spaltbar verbunden ist.

[0008] Die vorliegende Erfindung umfasst weiterhin ein Verfahren zum Bestimmen der Hybridisierung einer
Sonde mit einer Zielnucleinsaure, wobei das Verfahren umfasst
(a) das Kontaktieren einer Zielnucleinsaure mit einer Hybridisierungssonde, welche eine mit einer bekann-
ten Basensequenz vorbestimmter Lange verbundene Massenmarkierung umfasst, unter Bedingungen zum
Hybridisieren der Sonde mit einer Zielnucleinsdure und gegebenenfalls Entfernen nicht-hybridisierten Ma-
terials; und
(b) das Identifizieren der Sonde unter Anwendung von Massenspektrometrie.

[0009] Die vorliegende Erfindung schlagt weiter ein Verfahren zum Bestimmen der Hybridisierung eines Ar-
rays von Sonden mit einer Zielnucleinsaure vor, wobei das Verfahren umfasst
(a) das Kontaktieren einer Zielnucleinsdure mit jeder Hybridisierungssonde des Arrays unter Bedingungen
zum Hybridisieren der Sonde mit der Zielnucleinsaure und gegebenenfalls Entfernen nicht-hybridisierten
Materials, wobei jede Sonde eine mit einer bekannten Basensequenz vorbestimmter Lange verbundene
Massenmarkierung umfasst; und
(b) das ldentifizieren der Sonde unter Anwendung von Massenspektrometrie.

[0010] Vorzugsweise ist die oder jede Massenmarkierung spaltbar mit ihrer jeweiligen bekannten Basense-
quenz verbunden und jede hybridiserte Sonde wird gespalten, um die Massenmarkierung freizusetzen, wobei
die freigesetzte Markierung unter Anwendung von Massenspektrometrie identifiziert wird.

[0011] Die vorbestimmte Lange der Basensequenz betragt gewohnlich zwischen 2 und 25.

[0012] Jede Massenmarkierung kann mittels einer Bindung mit der bekannten Basensequenz spaltbar ver-
bunden sein, wobei die Bindung eine durch Licht spaltbare Bindung, eine chemisch spaltbare Bindung oder
eine thermisch spaltbare Bindung sein kann. GemaR einer Ausfuihrungsform wird die Bindung in einem Mas-
senspektrometer, zum Beispiel in der lonisationskammer des Massenspektrometers, gespalten. Dies hat den
Vorteil, dass keine Spaltung der Bindung auf3erhalb des Massenspektrometers stattzufinden hat. Bei geeigne-
ter Wahl der Bindung erfolgt die Spaltung der Bindung in dem Massenspektrometer, um eine schnelle Tren-
nung der bekannten Basensequenz von der Massenmarkierung zu gewahrleisten, so dass die Massenmarkie-
rung schnell identifiziert werden kann. Die Bindung ist bevorzugt weniger stabil gegeniber einer Elektroneni-
onisation als die Massenmarkierung. Dies erlaubt eine Spaltung der Bindung, ohne dass ein Teil der Massen-
markierung in dem Massenspektrometer fragmentiert wird.

[0013] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Massenmarkierung gegentiber einer Elektronenionisati-
on bei 50 Volt, bevorzugt 100 Volt, stabil. Die Bedingungen einer Elektronenionisation, die in Massenspektro-
metern auftritt, kann die Fragmentierung von Molekulen verursachen, weshalb es angebracht ist, die Stabilitat
einer Massenmarkierung hinsichtlich ihrer Fahigkeit zu messen, einer Elektronenionisation bei einer bestimm-
ten Spannung standzuhalten. Die Stabilitat gegentber einer Elektronenionisation ist auch ein brauchbarer An-
haltspunkt fir die Stabilitdt des Molekdls unter in einem Massenspektrometer getesteten Bedingungen einer
kollisionsinduzierten Dissoziation.

[0014] Bevorzugt kdnnen die Massenmarkierungen in der Massenspektrometrie mit Bezug auf die bekannten
Basensequenzen aufgeldst werden. Dies ist vorteilhaft, da damit das Erfordernis einer Trennung oder Reini-
gung jeder Massenmarkierung von ihren jeweiligen Basensequenzen umgangen wird. DemgemaR werden die
Massenmarkierung und die bekannten Basensequenzen in einer bevorzugten Ausfihrungsform nicht vor Ein-
tritt in das Massenspektrometer getrennt.

[0015] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Verfahren ausschlieRlich online. Unter online
ist zu verstehen, dass in keiner Stufe des Verfahrens ein Schritt vorkommt, der offline ausgefihrt wird. Dies ist
vorteilhaft, da das Verfahren als kontinuierliches Verfahren ausgefiihrt werden kann und leicht automatisiert
werden kann.

[0016] In einer Ausfiihrungsform ist jede Massenmarkierung so ausgelegt, dass sie unter lonisierungsbedin-
gungen negativ geladen ist. Dies hat den Vorteil, dass Pufferbedingungen eingestellt werden kénnen, wobei
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die Nucleinsaure, welche die Massenmarkierung begleitet, positiv geladen ist. In einem Massenspektrometer
ermdglicht dies eine leichte Trennung der Massenmarkierung von der DNA und hat ein schwéacheres Hinter-
grundrauschen im Massenspektrum zur Folge.

[0017] Bevorzugt sind an die bekannte Basensequenz mehrere identische Massenmarkierungen gebunden.
Die Verwendung mehrerer identischer Massenmarkierungen hat den Vorteil, dass die gleichzeitige Abspaltung
der mehreren Massenmarkierungen ein starkeres Signal erzeugt, da eine héhere Konzentration an Massen-
markierungen gemessen werden kann.

[0018] In einer Ausfiihrungsform umfasst die bekannte Basensequenz ein klebriges Ende eines Adapter-Oli-
gonucleotids, welches eine Erkennungsstelle fur eine Restriktionsendonuclease enthalt, die bei einer vorgege-
benen Versetzung von der Erkennungsstelle schneidet.

[0019] Diese Erfindung empfiehlt die Verwendung von Markierungen mit geeigneten massenspektrometri-
schen Eigenschaften, um die Identifizierung relativ groRer Molekilzaheln in einem einzigen Massenspektrum
zu ermoglichen. Geeignet heil’t, dass die Molekule die Anzahl an Peaks, die sie in einem Spektrum erzeugen,
durch das Vermeiden mehrerer lonisationsstufen minimieren und nicht besonders labile Gruppen verwenden.
Mehrere Jahrzehnte Massenspektrometrie in der organischen Chemie haben bestimmte molekulare Eigen-
schaften, die fir eine solche Verwendung geeignet sind, und bestimmte Eigenschaften, die zu vermeiden sind,
identifiziert.

Massenspektrometrie zur Analyse markierter Molekdle:

[0020] Es ist moglich, Molekiile, insbesondere biologische Molekiile, mit ,Masse" als Indikator flr die Identitat
der Molekile zu markieren. Ein Code, der die Masse eines Molekils und dessen Identitat in Bezug bringt, ist
leicht herzustellen; z. B. kann man im Fall einer Reihe von Molekiilen, die man zu identifizieren wiinscht, ein-
fach fir jedes unterschiedliche zu identifizierende Molekiil eine zunehmende Masse wahlen. Natirlich kdnnen
viele Molekiile allein aufgrund ihrer Masse identifiziert werden und eine Markierung kann tberfllissig erschei-
nen. Es kann der Fall sein, dass bestimmte Reihen von Molekiilen, obwohl sie eindeutig unterschiedlich sind,
nahe beieinander liegende Massen aufweisen und mehrfach ionisierbar sind, was die Auflésung im Massen-
spektrometer schwierig macht, daher die Nutzlichkeit einer Massenmarkierung. Dies trifft insbesondere fir Nu-
cleinsauren zu, die haufig isobar aber dennoch unterschiedlich sind, z. B. ist die Sequenz TATA von TTAA,
TAAT, usw. verschieden, aber in einem Massenspektrometer waren diese schwer aufzuldésen. Dartiber hinaus
kann es erwilinscht sein, dass die zu identifizierenden Molekiile eine bestimmte Funktion austiben und zugleich
nachweisbar sind, was heil}t, dass ein direkter Nachweis unmdglich ist, so dass eine entfernbare Markierung,
die unabhangig nachgewiesen werden kann, von grofiem Nutzen ist. Dies ermdglicht die gleichzeitige Analyse
einer groRen Zahl von Molekilen, die sehr &hnlich sein kénnen, fir Durchmusterungen in groRem Malstab.

[0021] Die Erfindung beschreibt die Verwendung von Bibliotheken von Massenmarkierungen, welche die Se-
quenz einer kovalent gebundenen Nucleinsauresonde identifizieren. Die Konstruktion von Massenmarkierun-
gen ist fur einen qualifizierten organischen Chemiker relativ einfach. Dies macht es einfach, Markierungen her-
zustellen, die von ihrer jeweiligen Sonde kontrolliert entfernt werden kénnen und die vorteilhafte physikalische
Eigenschaften haben, welche die lonisation in einem Massenspektrometer férdern und welche den Nachweis
und die Auflésung von mehreren Markierungen uber ein breites Spektrum an relativen Mengen dieser Markie-
rungen fordern.

[0022] Die vorliegende Erfindung wird nun anhand von Beispielen mit Bezug auf die beiliegenden Zeichnun-
gen ausflhrlicher beschrieben, wobei:

[0023] die Fig. 1a und 1b die Verwendung von massenmarkierten Hybridisierungssonden gemaf der vorlie-
genden Erfindung in einem Genexpressions-Profilierungs-Verfahren zeigen;

[0024] die Fig. 2a und Fig. 2b die Verwendung von massenmarkierten Hybridisierungssonden gemaR der
vorliegenden Erfindung in einem weiteren Genexpressions-Profilierungs-Verfahren zeigen;

[0025] die Eig. 3a und Fig. 3b die Verwendung von massenmarkierten Hybridisierungssonden gemaR der
vorliegenden Erfindung in einem weiteren Genexpressions-Profilierungs-Verfahren zeigen;

[0026] Fig. 4 eine schematische Darstellung eines orthogonalen Flugzeitmassenspektrometers zeigt, das zur
Verwendung in der vorliegenden Erfindung geeignet ist;
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[0027] Fig. 5 photospaltbare Linker zeigt, die zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung geeignet sind;

[0028] Fig. 6 ein Reaktionsschema zur Herstellung von massenmarkierten Basen zur Verwendung in der vor-
liegenden Erfindung zeigt;

[0029] Fig. 7 fragmentierbare Linker zeigt, die zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung geeignet sind;
[0030] Fig. 8 Massenmarkierungsstrukturen zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung zeigt;

[0031] Fig. 9 verschiedene Gruppen und Massenreihen-modifizierende Gruppen zur Verwendung in der vor-
liegenden Erfindung zeigt;

[0032] Fig. 10 I6slichmachende und ladungstragende Gruppen zeigt, die zur Verwendung in der vorliegenden
Erfindung geeignet sind;

[0033] Fig. 11 ein Massenspektrum der Modellverbindung AG/1/75 im Negativ-lonen-Modus zeigt;
[0034] Fig. 12 ein Massenspektrum der Modellverbindung AG/1/75 im Positiv-lonen-Modus zeigt;
[0035] Fig. 13 ein weiteres Massenspektrum der Modellverbindung AG/1/75 im Positiv-lonen-Modus zeigt;

[0036] die Fig. 14 und Fig. 15 Massenspektren eines PCR-Produkt in verschiedenen Puffern im positiven und
negativen Modus zeigen;

[0037] die Fig. 16 und Fig. 17 Massenspektren des PCR-Produkts mit AG/1/75 im Negativ- und Positiv-lo-
nen-Modus zeigen;

[0038] die Fig. 18 und Fig. 19 Massenspektren des PCR-Produkts mit AG/1/75 nach Signalverarbeitung zei-
gen;

[0039] die Fig. 20 und Fig. 21 Massenspektren der massenmarkierten Base FT23 im Negativ- und Positiv-lo-
nen-Modus zeigen;

[0040] die Fig. 22 und Fig. 23 Massenspektren von FT23 im Negativ- und Positiv-lonenmodus mit Oligonuc-
leotid-Hintergrund zeigen;

[0041] Fig. 24 die erfindungsgemafien massenmarkierten Basen FT9 und FT17 zeigt; und
[0042] Fig. 25 die erfindungsgemafien massenmarkierten Basen FT18 und FT23 zeigt.
Anwendungen der Massenmarkierungs-Technik:

[0043] Es gibt zwei Schlissel-Massenspektrometrie-lonisierungstechniken, die bei der biologischen Analyse
routinemaBig eingesetzt werden. Dies sind die Elektrospray-Massenspektrometrie (ESMS) und die MALDI
TOF-Massenspektrometrie. Die ESMS ist im Wesentlichen eine Technik, welche die lonisation aus der Flis-
sigphase in die Gasphase ermdglicht, wahrend MALDI-Techniken im Wesentlichen die lonisation aus der Fest-
phase in die Gasphase ermdglichen. Molekularbiologie wird haufig in der Fllissigphase durchgefiihrt oder ver-
wendet Festphasenchemie in einem Flissigmedium, wodurch Reagenzien zu Molekilen, die an Festphasen-
tragern fixiert sind, hinzugegeben oder von diesen entfernt werden kénnen. Diese beiden Techniken sind ge-
wissermallen komplementar, da sie sowohl die Analyse von Festphasen-Elementen als auch von Flissigpha-
sen-Elementen erlauben.

Verwendung von massenmarkierten Adaptermolekulen zur Genprofilierung:
[0044] Ein Verfahren zur Klassifizierung (Indexierung) von cDNA, die aus RNA aus Gewebe oder Zellen re-
vers transkribiert wurde, oder von DNA unter Verwendung von Restriktionsenzymen der Klasse Il ist in Refe-

renz 32 beschrieben.

[0045] Die in Referenz 8 beschriebene Genprofilierungs-Technik stellt ein Verfahren zur Analyse von Genex-
pressionsprofilen in einer Zelle durch Sampling jeder cDNA innerhalb der Population dieser Zelle bereit. Ent-

5/63



DE 698 38 519 T2 2008.07.03

sprechend dieser Patentanmeldung wird ein Verfahren zur Charakterisierung von cDNA bereitgestellt. Das

Verfahren umfasst:
(a) das Schneiden einer Probe, umfassend eine Population von einer oder mehreren cDNAs oder isolierten
Fragmenten daraus, wobei jedes dieser Fragmente ein Ende der cDNA tragt, wie beispielsweise den Po-
ly-A-Schwanz, mit einer ersten Probe-Endonuclease an einer ersten Probennahmestelle in bekanntem Ab-
stand von einer Referenzstelle proximal zum Ende der cDNA, um aus jeder cDNA oder jedem isolierten
Fragment daraus ein erstes und ein zweites Subfragment zu erzeugen, wobei jedes eine klebrige Endse-
quenz vorbestimmter Lange und unbekannter Sequenz umfasst, und das erste Subfragment das Ende der
cDNA aufweist;
(b) das Sortieren entweder der ersten oder der zweiten Subfragmente in Subpopulationen gemaf ihrer
klebrigen Endsequenz und das Registrieren der klebrigen Endsequenz jeder Subpopulation als erstes kleb-
riges Ende;
(c) das Schneiden der Subfragmente in jeder Subpopulation mit einer zweiten Probe-Endonuclease, die
gleich wie oder anders als die erste Probe-Endonuclease ist, an einer zweiten Probennahmestelle mit einer
bekannten Versetzung von der ersten Probennahmestelle, um aus jedem Subfragment ein weiteres Sub-
fragment zu erzeugen, welches eine zweite klebrige Endsequenz vorbestimmter Lange und unbekannter
Sequenz umfasst; und
(d) das Bestimmen jeder zweiten klebrigen Endsequenz;
wobei die aggregierte Lange der ersten und zweiten klebrigen Endsequenzen jedes Subfragments 6 bis 10
betragt; und wobei die Sequenzen und relativen Positionen der Referenzstelle und des ersten und zweiten
klebrigen Endes die oder jede cDNA charakterisieren.

[0046] Die mit der ersten Probe-Endonuclease geschnittene Probe umfasst bevorzugt isolierte Fragmente
der cDNAs, die durch Schneiden einer Probe, welche eine Population von einer oder mehreren cDNA umfasst,
mit einer Restriktionsendonuclease und durch Isolieren von Fragmenten, deren Restriktionsschnittstelle an der
Referenzstelle liegt, hergestellt werden.

[0047] Die erste Probe-Endonuclease bindet bevorzugt eine erste Erkennungsstelle und schneidet an der
ersten Probennahmestelle bei einer vorgegebenen Versetzung von der Restriktionsschnittstelle der Restrikti-
onsendonuclease. in Ubereinstimmung mit diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung wird die erste Erken-
nungsstelle in einem ersten massenmarkierten Adapter-Oligonucleotid, wie vorstehend beschrieben, vorgese-
hen, welches mit der Restriktionsstelle der isolierten Fragmente hybridisiert wird. Gemaf diesem Verfahren be-
tragt die aggregierte Lange der ersten und zweiten klebrigen Endsequenz jedes Subfragments vorzugsweise
8.

[0048] In einer Ausfuhrungsform entnimmt das Sampling-System zwei Proben von 4 bp von jeder cDNA in
einer Population und bestimmt deren Sequenz bezuglich eines gegebenen Referenzpunktes. Hierflr wird jede
cDNA in einer Population immobilisiert und kann mit einer Restriktionsendonuclease geschnitten werden. Das
entstehende bekannte klebrige Ende wird mit einem Adapter verknlpft. Der Adapter ist so ausgelegt, dass er
die Bindungsstelle fiir eine Typ lI-Restriktionsendonuclease tragt. An den Adapterenden jeder cDNA in der Po-
pulation wird unter Verwendung der Typ ll-Restriktionsendonuclease ein unbestimmtes 4 bp langes klebriges
Ende freigelegt. Eine Familie von Adaptermolekilen wird verwendet, um diese 4 freigelegten Basen zu hybri-
disieren. Mit auf Fluoreszenz basierenden Systemen kénnen nur 4 von 256 moglichen Sondenmolekulen
gleichzeitig zugegeben werden, um einen Pool von cDNAs zu hybridisieren, wie in Referenz 8 diskutiert. Of-
fensichtlich ist dies ein langsames Verfahren zur Bestimmung der Sequenz der 4 Basenpaare. Mit massenmar-
kierten Adaptern kénnen alle 256 moglichen 4-bp-Adapter gleichzeitig zu einem Pool freigelegter cDNAs ge-
geben werden, was die Genprofilierungs-Erfindung bedeutend beschleunigt. Dies ist wesentlich fir eine kom-
merziell brauchbare Technologie.

[0049] Ein derartiges System kdnnte an ESMS angepasst werden. In der Genprofilierungs-Erfindung wird die
cDNA-Population entsprechend der durch eine Typ Il-Restriktionsendonuclease freigelegten Sequenz in 256
Teilmengen unterteilt. Diese Unterteilung produziert 256 cDNA-Populationen in 256 Vertiefungen. Eine zweite
4bp-Sequenz kann fir jede cDNA durch eine zweite Spaltung mit einer Typ lI-Restriktionsendonuclease frei-
gelegt werden, und diese 4 Basen kénnen dann durch Ligieren von massenmarkierten Adaptern bestimmt wer-
den.
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Auf Massenspektrometrie basierende Oligonucleotid-Chip-Reader (MALDI):

Oligonucleotid-Arrays:

[0050] Verschiedene Nucleinsdure-Assays kdonnen unter Verwendung von Arrays von Oligonucleotiden
durchgefihrt werden, die an einem ebenen Festphasensubstrat, wie einem Glastrager, synthetisiert wurden.
Derartige Arrays werden im Allgemeinen so hergestellt, dass der Trager in unterschiedliche Bereiche oder Fel-
der unterteilt ist und jedes Feld nur ein einziges Oligonucleotid tragt. Eine Hybridisierung einer markierten Nu-
cleinsaure an den Array wird durch Messung des Signals der markierten Nucleinsdure von jedem Feld des Ar-
rays bestimmt. Eine Bestimmung der mRNA-Konzentrationen kann auf mehrere Weisen erfolgen. Po-
ly-A-mRNA kann unter Verwendung der Reversen Transkription leicht in cDNA umgeschrieben werden. Re-
verse Transkriptase-PCR (RT-PCR)-Verfahren ermoglichen die Bestimmung der Menge einzelner RNAs, je-
doch mit einer relativ geringen Genauigkeit. Oligonucleotid-Arrays sind eine relativ neue Vorgehensweise zur
Nucleinsaure-Analyse, die eine Mutationsanalyse, eine Sequenzierung durch Hybridisierung und eine Analyse
der mRNA-Expression ermoglicht. Verfahren zur Herstellung solcher Arrays wurden entwickelt (siehe zum Bei-
spiel Referenzen 9, 10, 11) und weitere Verfahren werden in Betracht gezogen.

[0051] Die Hybridisierung von markierten Nucleinsduren an Oligonucleotid-Arrays der vorstehend beschrie-
benen Art wird Ublicherweise unter Verwendung von Fluoreszenzmarkierungen nachgewiesen. Oligonucleotid-
oder cDNA-Arrays kénnen mit fluoreszenzmarkierten Nucleinsduresonden hybridisiert werden. Bei einem Oli-
gonucleotid-Chip wirde dies durch das Auftreten von Fluoreszenz in den Feldern des Arrays, die Oligonucle-
otide enthalten, an welche die markierte Nucleinsaure hybridisiert, zeigen, zu welchen Oligonucleotiden eine
markierte *Nucleinsdure komplementar ist. Solche Oligonucleotid-Arrays kdnnten unter Verwendung von MAL-
DI-Massenspektrometrie gelesen werden, wenn die Nucleinsauren, die an den Oligonucleotid-Array hybridisie-
ren, mit Massenmarkierungen gekennzeichnet waren. Die Massenmarkierungen wurden bevorzugt unter Ver-
wendung eines photospaltbaren Linkers an ihre entsprechende Nucleinsaure gebunden. Diese Massenmar-
kierungen konnten mit Laser anregbare Mittel in ihre Struktur einschlieen oder der Oligonucleotid-Array kénn-
te nach Austiben einer Hybridisierungsreaktion mit geeigneten Desorptionsmitteln, wie 3-Hydroxypicolinsaure,
behandelt werden. Nach Hybridisierung von (einer) massenmarkierten Nucleinsaure(n) an den Chip kann der
Linker zwischen der Massenmarkierung und der Nucleinsaure durch Anwenden von Laserlicht geeigneter Fre-
quenz gespalten werden. Die Markierungen kénnen dann von spezifischen Bereichen eines Oligonucleotid-Ar-
rays durch Scannen dieser Regionen mit Laserlicht geeigneter Frequenz desorbiert werden. Die Identitat der
hybridisierten Nucleinsaure in einem bestimmten Feld des Oligonucleotid-Arrays kann dann aus der Masse der
Markierung bestimmt werden, die von diesem Feld des Arrays desorbiert wird.

[0052] Der Vorteil hiervon gegeniiber der Verwendung von auf Fluoreszenz basierenden Systemen liegt ein-
fach in der Zahl von verfugbaren Markierungen. Techniken, die auf einem Fluoreszenzfarbstoff beruhen, wer-
den durch Probleme spektraler Uberlappung stark eingeschrankt, welche die Zahl von Farbstoffen, die fiir den
gleichzeitigen Gebrauch mit Fluoreszenz-Readern hergestellt werden kdénnen, einschrankt. Bei Verwendung
von Massenspektrometrie als Markierungsnachweissystem kann eine sehr viel hdhere Zahl von Massenmar-
kierungen erzeugt werden.

[0053] Oligonucleotid-Arrays kdnnen direkt an die Verwendung mit der in Referenz 12 offenbarten Genprofi-
lierungs-Technologie angepasst werden. Ein Array, der alle 256 mdglichen 4-Basen-Oligonucleotide an defi-
nierten Punkten auf seiner Oberflache tragt, kann verwendet werden, um den von dieser Erfindung erforderten
vorstehend beschriebenen Sortierschritt durchzufiihren. Damit diese Chip-basierte Ausfiihrungsform des Pro-
filierungs-Systems mit einer massenspektrometrischen Analyse kompatibel ist, ist es erforderlich, dass die
Markierungen, die an den Adaptern verwendet werden, um die zweite 4-Basen-Sequenzprobe zu bestimmen,
mit MALDI kompatibel so dass der Oligonukleotid-Chip in einem MALDI-Spektrometer durch einen Ultravio-
lett-Laser gescannt werden kann. Dies ermdglicht die Bestimmung einer 8-Basen-Signatur fur jede cDNA in
einer Population mit einer einzigen DNA-Probe, die einer einzigen immobilisierten Quelle entnommen und in
einer einzigen Reihe von Laserscans analysiert wurde. Der Bereich des Chips, von dem eine Reihe von Mar-
kierungen desorbiert wird, legt die ersten 4 bp der Signatur fest, wahrend die Zusammensetzung der Markie-
rungen die zweiten 4 Basen der Signatur und die Anteile jeder cDNA festlegt.

Genprofilierung unter Verwendung von Flissigchromatographie-Massenspektrometrie
[0054] Der Genprofilierungs-Vorgang erfolgt in zwei Schritten: dem molekularen Sortieren von Signaturen,

gefolgt von der Analyse der an die sortierten Signaturen gebunden Sondenmolekile. Die MALDI-Vorgehens-
weise verwendet einen Oligonucleotid-Array zur Durchfiihrung der Sortierung der Signaturen. Eine Alternative
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zur Verwendung eines Arrays ist die Affinitdtschromatographie. Eine Affinitatssaule zur Sortierung von Signa-
turen aufgrund eines unbestimmten klebrigen Endes von gegebener Lange. Zur Sortierung von Signaturen mit
einem unbestimmten klebrigen Ende mit einer Lange von 4 bp kénnen fir eine Verwendung in HPLC-Format
geeignete Beads mit den 256 mdéglichen 4-meren an dem klebrigen Ende derivatisiert werden. Solch eine Sau-
le kann mit den Signaturen beladen werden, die in einem Puffer geldst sind, der die Hybridisierung mit den
4-meren an den derivatisierten Beads fordert. Dadurch wird das Hybridisierungsgleichgewicht zugunsten einer
Hybridisierung verschoben. Die Saule kann dann mit schrittweise zunehmenden Konzentrationen eines Puf-
fers gewaschen werden, der die Hybridisierung hemmt. Signaturen, die mit klebrigen AAAA- oder TTTT-Enden
enden, werden zuerst freigesetzt, wahrend GGGG- und CCCC-Signaturen zuletzt freigesetzt werden. Um die
Trennung von Signaturen zu gewahrleisten, die zueinander komplementar sind, kénnen Beads mit Basenana-
loga derivatisiert werden, so dass sich die Hybridisierungsaffinitat eines Guanins in einer Signatur zu einem
Cytosin an einem Bead von der Hybridisierung eines Cytosins in einem klebrigen Ende einer Signatur an ein
Guanin an einem Bead unterscheidet. Darlber hinaus kann gewahrleistet werden, dass jedes 4-mer in einer
zu allen anderen unterschiedlichen relativen Konzentration auf den Beads vorhanden ist.

[0055] Eine derartige Affinitdtssaule sollte es ermdglichen, eine Population von Signaturen entsprechend der
Sequenz ihres unbestimmten klebrigen Endes in 256 Fraktionen zu sortieren. Solche Fraktionen kénnen dann
direkt zur Analyse in ein Elektrospray-Massenspektrometer geladen werden.

Verwendung von massenmarkierten Adaptermolekulen zur DNA-Sequenzierung

[0056] Ein Verfahren zur DNA-Sequenzierung unter Verwendung eines Reagenz, das einen an eine oder
mehrere Reportergruppen gebundenen Analyten-Einheit umfasst, ist in Referenz 33 beschrieben.

[0057] In Referenz 13 ist eine Sequenziertechnik beschrieben, in der ein Verfahren zur Sequenzierung von

Nucleinsaure bereitgestellt ist, welches umfasst:
(a) den Erhalt einer Zielnucleinsaure-Population, umfassend Nucleinsdure-Fragmente, in welcher jedes
Fragment in einer unterschiedlichen Menge vorhanden ist und an einem Ende eine klebrige Endsequenz
von gegebener Lange und unbekannter Sequenz tragt;
(b) das Schutzen des anderen Endes jedes Fragments; und
(c) das Sequenzieren jedes Fragments durch
(i) das Kontaktieren der Fragmente mit einem Array von Adapter-Oligonucleotiden in einem Zyklus, wobei
jedes Adapter-Oligonucleotid eine Markierung, eine Erkennungsstelle fiir ein Sequenzierenzym, und eine
bekannte eindeutige Basensequenz mit gleicher vorbestimmter Lange wie die klebrige Endsequenz auf-
weist, wobei das Array alle mdglichen Basensequenzen von dieser vorbestimmten Lange enthalt; worin der
Zyklus das sequentielle Kontaktieren jedes Adapter-Oligonucleotids des Arrays mit den Fragmenten unter
Hybridisierungsbedingungen in Gegenwart einer Ligase, Entfernen jeglichen ligierten Adapter-Oligonucle-
otids und Registrieren der Menge jeglichen ligierten Adapter-Oligonucleotids durch Detektion der Markie-
rung umfasst, anschlieRend Wiederholung des Zyklus, bis sdmtliche im Array vorliegenden Adaptoren ge-
testet wurden;
(i) das Kontaktieren der ligierten Adapter-Oligonucleotide mit einem Sequenzier-Enzym, das an die Erken-
nungsstelle bindet und das Fragment schneidet, um eine neue klebrige Endsequenz freizulegen, welche an
die vorhergehende klebrige Endsequenz angrenzt oder mit dieser Uberlappt;
(iii) das Wiederholen der Schritte (i) und (ii) in ausreichender Anzahl an Malen und das Bestimmen der Se-
quenz des Fragments durch Vergleichen der Mengen, die fiir jede klebrige Endsequenz registriert wurden.

[0058] Die vorbestimmte Lange der Basensequenz der klebrigen Enden betragt bevorzugt 3 bis 5. Gemaf
der vorliegenden Erfindung tragt jedes Adapter-Oligonucleotid eine Massenmarkierung, wie vorstehend be-
schrieben. Dies ahnelt im Prinzip dem in der Referenz 8 beschriebenen Genprofilierungs-System, indem
DNA-Molekile immobilisiert sind und and ihren Enden mittels Typ lI-Restriktionsendonucleasen in einem ite-
rativen Zyklus 4-Basen-Sequenzen freigelegt werden. Diese werden aus denselben Griinden, aus denen die
Verwendung von massenmarkierten Adaptern bei der Genprofilierung vorteilhaft ist, ebenso mit Adaptermole-
kilen hybridisiert, obwohl Markierungen, die mit einem Flissigphasensystem vereinbar sind, zum Beispiel fir
die Verwendung mit einem Elektrospray-Massenspektrometrie-System besser geeignet waren, da die Sequen-
zier-Erfindung ein iterativer Vorgang ist und die Sequenzproben kontinuierlich und nicht wie in dem Genprofi-
lierungs-System nur einmal analysiert werden.

Hybridisierungs-Assay

[0059] Die Referenz 14 offenbart ein Verfahren zur Identifizierung von Oligonucleotiden zuganglichen Stellen
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in der Tertiarstruktur der RNA, welches keine Amplifizierung von Oligonucleotiden oder irgendeine Form der
Elektrophorese erforderlich macht. Die Bindung kurzer Oligonucleotid-Sonden, bevorzugt 4-mere, an eine
mRNA wird nachgewiesen und das Bindungsprofil wird mit der Primarstruktur der mRNA in Bezug gebracht.
Eine Anzahl von Sonden binden mit hoher Affinitat an einen zuganglichen Bereich, und die Sequenzen dieser
Sonden sollten zu der Primarsequenz in diesem zuganglichen Bereich komplementar sein. Die Sequenzen der
Sonden sollten auch tiberlappen. In der obigen Patentanmeldung werden die mRNA oder die Sonden an einem
Festphasensubstrat immobilisiert und die markierten Sonden beziehungsweise mMRNA werden an die zurlck-
gehaltenen Nucleinsauren hybridisiert. Das in Referenz 14 offenbarte bevorzugte Markierungsverfahren ist die
Fluoreszenzmarkierung, aber zweifellos kénnten stattdessen massenmarkierte Nucleinsduren verwendet wer-
den.

[0060] Zahlreiche auf Hybridisierung basierende Assays sind im Stand der Technik bekannt, wenngleich
Southern-Blotting und andere Verfahren zum Nachweis des Vorliegens einer bestimmten Sequenz in einer
Probe von besonderer Bedeutung sind. Fiir den Fachmann sollte es klar sein, dass fiir diese Zwecke massen-
markierte Hybridisierungssonden verwendet werden kdnnen. Es sollte ebenfalls klar sein, dass der Vorteil der
Verwendung von massenmarkierten Hybridisierungssonden in der Méglichkeit liegt, mit einer mehrfach ein-
deutig massenmarkierten Nucleinsaure-Hybridisierungssonde mehrere Sequenzen gleichzeitig zu hybridisie-
ren.

[0061] Die Referenz 15 diskutiert verschiedene Hybridisierungs-Assays, die mit massenmarkierten Nuclein-
saure-Sonden vereinbar sind.

Analyse von massenmarkierten Nucleinsauren durch Massenspektrometrie:

[0062] Die wesentlichen Merkmale eines Massenspektrometers sind wie folgt:

Einlasssystem — lonenquelle - Massenanalysator - lonendetektor » Datenerfassungssystem. Um Biomole-
kiile zu analysieren, die bei dieser Anmeldung Proben massenmarkierter Nucleinsauren sind, ist das entschei-
dende Merkmal das Einlasssystem und die lonenquelle. Andere Merkmale von Bedeutung fiir den Zweck einer
biologischen Analyse sind die Empfindlichkeit der Massenanalysator/Detektor-Anordnungen und deren Fahig-
keit, Analytenmolekile zu quantifizieren.

lonisationstechniken:

[0063] Fur viele biologische Massenspekirometrieanwendungen werden sogenannte "weiche" lonisati-
onstechniken verwendet. Diese ermdglichen es, groflte Molekile, wie zum Beispiel Proteine und Nucleinsau-
ren, im Wesentlichen ohne Fragmentierung zu ionisieren. Die Flissigphasentechniken erlauben es, dass gro-
Re Biomolekule in L6sungen mit niedrigem pH und bei geringen Konzentrationen in das Massenspektrometer
gelangen. Eine Anzahl von Techniken ist zur Verwendung mit dieser Erfindung ideal, einschlielich, aber ohne
darauf beschrankt zu sein, Elektrospray-lonisation, Fast Atom Bombardement und Matrix-unterstutzter La-
ser-Desorptionsionisation (MALDI; engl.: Matrix Assisted Laser Desorption lonisation).

Elektrospay-lonisation:

[0064] Elektrospay-lonisation erfordert es, dass eine verdinnte Lésung eines Biomolekdls in das Spektrome-
ter hinein zerstaubt wird, d. h. als feiner Spray injiziert wird. Zum Beispiel kann die L6sung ausgehend von der
Spitze eines Kapillarréhrchens mittels eines Strom trockenen Stickstoffs und unter dem Einfluss eines elektro-
statischen Felds verspriht werden. Der Mechanismus der lonisation ist nicht vollstandig verstanden, aber man
nimmt an, dass er weitgehend wie folgt ist. Das Lésungsmittel verfliichtigt sich in einem Strom von Stickstoff.
Wenn die Tropfchen kleiner werden, steigt die Konzentration des Biomolekuls an. Unter den Sprihbedingun-
gen tragen die meisten Biomolekile eine positive oder negative Gesamtladung, welche die elektrostatische
Abstoflung zwischen den gelésten Biomolekilen erhdht. So wie sich das Verflichtigen des Losungsmittels fort-
setzt, wird diese Abstoung tatsachlich groRer als die Oberflachenspannung des Trépfchens und das Tropf-
chen "explodiert" in kleinere Tropfchen. Das elektrostatische Feld tragt dazu bei, die Oberflachenspannung der
Trépfchen weiter zu Uberwinden, und unterstitzt den Sprihprozess. Die Verflichtigung setzt sich ausgehend
von den kleineren Trépfchen fort, die wiederum wiederholend explodieren, bis sich die Biomolekile im Wesent-
lichen in der Dampfphase befinden, wie es das gesamte Losungsmittels ist. Diese Technik ist insofern von be-
sonderer Bedeutung fur die Verwendung von Massenmarkern, als sie nur sehr wenig zusatzliche Energie in
lonen hinein abgibt, so dass die innere Energieverteilung innerhalb einer Population dazu neigt, in einen
schmalen Bereich zu fallen. Die lonen werden unter dem Einfluss des angelegten elektrischen Feldgradienten
aus der lonisationskammer heraus beschleunigt. Die Richtung dieses Gradienten bestimmt, ob positive oder
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negative lonen in den Massenanalysator eintreten. Die Starke des elektrischen Felds erhdht deren kinetische
Energie. Dies flhrt wiederum zu mehr oder weniger Energielibertragung wahrend Kollisionen von lonen und
neutralen Molekilen, die dann zur Fragmentierung flhren kann. Dies ist von Bedeutung, wenn die Fragmen-
tierung von lonen in dem Massenspektrometer betrachtet wird. Je mehr Energie auf eine Population von lonen
Ubertragen wird, desto wahrscheinlicher ist es, dass eine Fragmentierung durch Kollision von Analytenmole-
kilen mit dem in der Quelle vorhandenen Badgas oder Lésungsmitteldampf auftritt. Indem die zum Beschleu-
nigen von lonen in der lonisationskammer verwendete Spannung eingestellt wird, kann man die Fragmentie-
rung von lonen steuern. Dieses Phanomen ist vorteilhaft, wenn eine Fragmentierung von lonen als Mittel ver-
wendet soll, einen Marker von einer massenmarkierten Nucleinsaure abzuspalten.

Matrix-unterstutzte Laser-Desorptionsionisation (MALDI):

[0065] MALDI erfordert es, dass das Biomolekiil in einem grolen molaren Uberschul einer photoaktiven
"Matrix" eingebettet ist. Die Anwendung von Laserlicht der geeigneten Frequenz (266 nm fir Nucleinsaure)
fuhrt zur Anregung der Matrix, was wiederum zur Anregung und lonisation des eingebetteten Biomolekiils
fuhrt. Diese Technik tbertragt eine bedeutsame Menge an translatorischer Energie auf lonen, neigt aber dazu,
keine UbermaRige Fragmentierung anzuregen. Wiederum kénnen elektrische Felder verwendet werden, um
bei dieser Technik Fragmentierung zu steuern. MALDI-Techniken kénnen auf zwei Arten verwendet werden.
Massenmarkierte DNA kann in eine Matrix eingebettet sein, so dass die Markierungen selbst nicht durch den
Laser spezifisch anregbar sind oder Marker kdnnten so aufgebaut sein, dass sie die notwendigen Gruppen ent-
halten, die eine Laseranregung ermdglichen wirden. Der letztere Ansatz wirde bedeuten, dass der Marker
nicht in eine Matrix eingebettet werden muss, bevor eine Massenspektrometrie durchgefiihrt wird. Solche
Gruppen weisen Nicotin-, Sinapin- oder Zimtsaureanteile auf. MALDI-basierte Abspaltung von Markern wiirde
mit einem photoabspaltbaren Linker wahrscheinlich am Wirksamsten sein, weil dies einen Schritt zur Abspal-
tung vor der Durchfiihrung von MALDI-Massenspektrometrie vermeiden wirde. Die verschiedenen anregba-
ren lonisationsmittel weisen unterschiedliche Anregungsfrequenzen auf, so dass eine andere Frequenz als
die, die verwendet wird, um den photolytisch zersetzbaren Linker abzutrennen, gewahlt werden kann, um die
lonisation auszulésen. Diese anregbaren Anteile kénnten unter Verwendung von herkémmlichen syntheti-
schen Techniken in der organischen Chemie abgeleitet werden, um eine Vielfalt von Markern mit einem Be-
reich von Massen zu erzielen. Der Bereich konnte in kombinatorischer Weise aufgebaut sein.

Fast Atom Bombardment:

[0066] Fast Atom Bombardment (Beschuss mit schnellen Atomen) wird verwendet, um eine Anzahl von Tech-
niken zu beschreiben, um relativ nicht fliichtige Molekuile zu verdampfen und ionisieren. Das wesentliche Prin-
zip dieser Techniken besteht darin, dass Proben von Oberflachen durch Kollision der Probe mit beschleunigten
Atomen oder lonen, ublicherweise Xenonatomen oder Caesiumionen, desorbiert werden. Die Proben kénnen
auf eine feste Oberflache wie fur MALDI aufgetragen werden, allerdings ohne komplexe Matrizen zu erfordern.
Diese Techniken sind auch mit Einlasssystemen fir fliissige Phasen vereinbar — die Flissigkeit, die aus einem
Kapillar-Elektrophoreseeinlass oder einem Hochdruckflissigkeitschromatographen austritt, tritt durch eine
Fritte hindurch, wobei im Wesentlichen die Oberflache der Fritte mit einer Analytenlésung beschichtet wird, die
von der Oberflache der Fritte durch Beschuss mit Atomen ionisiert werden kann.

Quantifizierung und Massenspektrometrie:

[0067] Viele biochemische und molekularbiologische Untersuchungen sind gréftenteils quantitativ. Ein Mas-
senspektrometer ist keine einfache Vorrichtung zur Quantifizierung, aber die Verwendung von geeignetem In-
strumentarium kann zu hoher Empfindlichkeit fihren. Die Anzahl von einen Massenspektrometerdetektor er-
reichenden lonen ist kein direktes Maf} der Anzahl von tatsachlich in der lonenquelle vorhandenen Moleklen.
Das Verhaltnis zwischen der Anzahl von lonen und der anfanglichen Konzentration von Biomolekiilen ist eine
komplexe Funktion des lonisationsverhaltens. Eine Quantifizierung kann bewirkt werden, indem das Massen-
spektrum abgetastet wird und lonen fiir jedes abgetastete Masse/Ladungs-Verhaltnis gezahlt werden. Die Zah-
lung wird integriert, um die Gesamtanzahl an jeder Stelle in dem Spektrum wahrend einer vorgegebenen Zeit-
dauer zu ermitteln. Diese Zahlungen kénnen auf die urspriinglichen Mengen an Molekulen der Quelle in einer
Probe zurtickbezogen werden. Verfahren, um die lonenzahlung oder den lonenstrom zurtick auf die Menge an
Molekulen der Quelle in Beziehung zu setzen, variieren. Externe Standards sind ein Ansatz, bei dem das Ver-
halten der Probenmolekiile vor einer Messung einer unbekannten Probe ermittelt wird. Eine Kalibrierungskurve
fur jedes Probenmolekil kann ermittelt werden, indem der lonenstrom fiir aufeinanderfolgende Verdinnungen
eines Probenmolekiils gemessen wird, wenn sie in die verwendete Instrumentenkonfiguration eingebracht
werden.
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[0068] Vielmehr als externe Standards sind wahrscheinlich interne Standards der in hdherem Mal favorisier-
te Ansatz, weil ein interner Standard den gleichen experimentellen Bedingungen wie die Probe unterworfen
wird, so dass jegliche experimentelle Eskapaden sowohl die innere Steuerung als auch die Probenmolekiile
beeinflussen. Um die Menge eines Substrats in einer Probe zu ermitteln, wird eine bekannte Menge eines in-
ternen Standards der Proben hinzugefiigt. Der interne Standard wird so gewahlt, dass er ein vergleichbares
lonisationsverhalten wie das des zu erfassenden Substrats hat. Das Verhaltnis einer Zahlung von Probenionen
zu einer Zahlung von lonen des internen Standards kann verwendet werden, um die Menge der Probe zu er-
mitteln. Die Wahl geeigneter Standards stellt bei diesem Ansatz die groRte Schwierigkeit dar. Der interne Stan-
dard sollte vergleichbar mit dem des Substrats sein, muss aber nicht die gleiche Masse haben. Der am meisten
zu favorisierende Ansatz besteht darin, mit Isotopen markierte interne Standards zu verwenden. Dieser Ansatz
koénnte aufgrund des Aufwands, geeignete interne Standards zu synthetisieren, weniger wiinschenswert als
die Verwendung von externen Standard sein, wenn eine grof3e Anzahl von Markern benétigt wird. Solche Mar-
ker wirden jedoch fir eine bessere Quantifizierung sorgen, als dies externe Standards tun wirden. Eine Al-
ternative zum Markieren mit Isotopen besteht darin, einen internen Standard zu ermitteln, der ein vergleichba-
res, aber nicht identisches chemisches Verhalten verglichen mit dem der Probe in dem Massenspektrometer
hat. Das Ermitteln solcher Analoga ist schwierig und kdnnte eine bedeutsame Aufgabe fur gro3e Familien von
Massenmarkern sein.

[0069] Ein Kompromissansatz kdnnte geeignet sein, weil die grole Familien kombinatorisch zu synthetisie-
renden Massenmarkern chemisch miteinander in Beziehung stehen. Eine kleine Anzahl an internen Steuerun-
gen koénnte verwendet werden, wobei jede einzelne Steuerung die Mengen von einer Anzahl von Massenmar-
kern ermittelt. Das genaue Verhaltnis zwischen dem internen Standard und jedem Massenmarker kdnnte in
externen Kalibrierungsexperimenten ermittelt werden, um jegliche Unterschiede zwischen ihren lonisations-
charakteristika zu kompensieren.

[0070] Die Konfiguration des Massenspektrometers ist fiir das Ermitteln der tatsachlichen lonenzahlung ent-
scheidend. Die lonisations- und Massentrennverfahren sind in dieser Hinsicht besonders empfindlich. Be-
stimmte Massentrennverfahren wirken als "Massenfilter". Zum Beispiel erlaubt es das Quadrupol-Massen-
spektrometer nur, dass lonen mit einem bestimmten Masse-Ladungs-Verhaltnis gleichzeitig hindurchtreten.
Dies bedeutet, dass ein bedeutsamer Anteil der lonen niemals den Detektor erreicht. Die meisten Massen-
spektrometer detektieren lediglich einen Teil des Massenspektrums gleichzeitig. Unter der Voraussetzung,
dass ein grolRer Anteil des Massenspektrums leer oder irrelevant sein kann, aber blicherweise dennoch ab-
getastet wird, bedeutet dies, dass ein weiterer groer Anteil der Probe verschwendet wird. Diese Faktoren kén-
nen ein Problem beim Detektieren sehr geringer prozentualer Haufigkeiten von lonen darstellen, diese Proble-
me kdénnen aber grofitenteils durch eine korrekte Konfiguration des Instrumentariums iberwunden werden.

[0071] Um eine bessere Quantifizierung zu gewahrleisten, kénnte man versuchen, dass alle lonen detektiert
werden. Sektorinstrumente mit Mattauch-Herzog-Geometrie ermdglichen dies, haben aber eine Anzahl von
Einschrankungen. Sektorinstrumente sind in getrennte Bereiche (Sektoren) unterteilt, die bestimmte Funktio-
nen ausfuhren. Im Allgemeinen werden lonen in einer lonenquelle ausgehend von einem divergenten Strahl
erzeugt, der durch einen Durchtritt durch einstellbare Schlitze hindurch schmaler gemacht wird. Dieser defi-
nierte Strahl tritt dann durch einen feldfreien Bereich hindurch in einen elektrischen Sektor, der diesen fokus-
siert. Der Durchtritt durch die Schlitze fiihrt zu einem gewissen Verlust an lonen und resultiert daher in einer
Verringerung der Empfindlichkeit hinsichtlich der Probe. Der fokussierte lonenstrahl tritt durch einen zweiten
feldfreien Bereich hindurch und in einen magnetischen Sektor hinein. Dieser letzte Sektor fokussiert den Strahl
auf der Grundlage der Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse der lonen. Eine fotografische Platte, die quer zum mas-
sengetrennten Strahlteil angeordnet ist, kann verwendet werden, um die prozentualen Haufigkeiten von lonen
und deren Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse zu messen. Leider weist die fotografische Platte nur einen kleinen
dynamischen Empfindlichkeitsbereich auf, bevor sie gesattigt wird, und dies ist hinderlich. Ein besserer dyna-
mischer Bereich ist durch die Verwendung von Elektronenvervielfacheranordnungen, allerdings auf Kosten ei-
nes gewissen Verlusts an Auflésung erreichbar. Durch Verwendung einer solchen Anordnung kdnnte eine Fa-
milie gut charakterisierter Massenmarker iberwacht werden. Im Allgemeinen wirden Arraydetektoren die
gleichzeitige und kontinuierliche Uberwachung einer Anzahl von Bereichen des Massenspektrums ermdgli-
chen. Die Einschrankung des Arrays hinsichtlich der Auflésung von eng beabstandeten Bereichen des Spek-
trums kénnte die Anzahl von Markern beschréanken, die man verwenden kénnte. Fiir das "Uberwachen von
ausgewahlten lonen" (SIM; engl.: selected ion monitoring) hat die Quadrupolanordnung gegeniber vielen Kon-
figurationen dahingehend einen Vorteil, dass die elektrischen Felder, die lonen unterschiedlicher Masse-zu-La-
dungs-Verhaltnisse trennen, sehr schnell gedndert werden kdnnen, was eine sehr hohe Abtastrate Uber einer
geringen Anzahl von interessierenden Spitzenwerten ermdglicht.
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Geometrien von Massenanalysatoren:

[0072] Massenspektrometrie ist eine in hohem Mal} mannigfaltige Disziplin und es gibt vielerlei Konfiguratio-
nen von Massenanalysatoren und diese kénnen oftmals in einer Vielzahl von Geometrien kombiniert werden,
um die Analyse von komplexen organischen Molekiilen zu ermdglichen. Typische einstufige Massenanalysa-
toren sind Quadrupol- oder Flugzeit-Instrumente (engl.: Time-of-flight; TOF), die beide mit dieser vorliegenden
Erfindung vereinbar sind. Sektorinstrumente sind ebenfalls anwendbar.

Orthogonale TOF-Massenspektrometrie:

[0073] Fur biologische Anwendungen sind die Empfindlichkeit und Quantifizierung von Proben sehr bedeut-
sam. Ein Ansatz, der hinsichtlich der Empfindlichkeit von Arraygeometrien vergleichbar ist, ist das orthogonale
Time-of-Flight-Massenspektrometer. Diese Geometrie erlaubt ein sehr schnelles Abtasten eines lonenstrahls,
gefolgt von einer nahezu unverziglichen Detektion aller lonenspezies. Der lonenstrom, der die Quelle, fur viele
biologische Anwendungen wahrscheinlich eine Elektrospray-Quelle, verlasst, tritt durch eine flache Elektrode
hindurch, die senkrecht zu dem Strahl angeordnet ist. Diese Elektrode ist im Wesentlichen ein elektrisches
Gatter. Ein gepulstes elektrisches Potential lenkt einen Teil des lonenstrahls "senkrecht" in den Flugzeit-Mas-
senanalysator hinein ab. Wenn das elektrische Gatter "geschlossen" ist, um lonen in den TOF-Analysator hi-
nein abzulenken, wird ein Zeitgeber ausgeldst. Die Flugzeit der abgelenkten lonen wird aufgezeichnet, und
dies reicht aus, um deren Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse zu ermitteln. Das Gatter sendet im Allgemeinen nur
einen kurzen Puls von lonen gleichzeitig in den TOF-Analysator hinein. Weil die Ankunft aller lonen aufge-
zeichnet wird und weil die TOF-Trennung sehr schnell ist, wird das gesamte Massenspektrum gleichzeitig wirk-
sam erfasst. Ferner kann die Gatterelektrode den lonenstrahl bei sehr hohen Frequenzen abtasten, so dass
mehrere Spektren in einem sehr kleinen Zeitintervall gesammelt werden kénnen. Dies ist dort bedeutsam, wo
die Probenkonzentration in der lonenquelle gering ist oder nur fir eine kurze Zeitdauer vorliegt. Die orthogo-
nale TOF-Geometrie ist sehr empfindlich.

Analyse von massenmarkierten Nucleinsduren durch Tandem-Massenspektrometrie:

[0074] Tandem-Massenspektrometrie beschreibt eine Anzahl von Techniken, bei denen lonen einer Probe auf
der Grundlage ihrer Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse mittels eines ersten Massenanalysators zur weiteren
Analyse durch angeregte Fragmentierung der gewahlten lonen gewahlt werden. Die Fragmentierungsprodukte
werden durch einen zweiten Massenanalysator analysiert. Der erste Massenanalysator in einem Tandem-In-
strument dient als Filter beim Auswahlen von lonen, die zu untersuchen sind. Beim Verlassen des ersten Mas-
senanalysators gehen die gewahlten lonen durch eine Kollisionskammer hindurch, die ein neutrales Gas ent-
halt, was dazu fuhrt, dass einige von diesen fragmentieren.

IONENQUELLE - MS1 - KOLLISIONSZELLE - MS2 -~ IONENDETEKTOR

Angeregte Abspaltung von Massenmarkern:

[0075] Verschiedene analytische Techniken sind im Laufe der Jahre entwickelt worden, um die Fragmentie-
rung von lonen zur Verwendung in strukturellen Studien und zur unzweifelhaften Identifikation von Molekilen
auf der Grundlage von Fragmentierungs-"Fingerabdriicken" zu unterstitzen. Die meisten lonisationstechniken
verursachen eine gewisse Fragmentierung, aber weiche lonisationsverfahren erzeugen wenige Fragmentie-
rungen. Es kdnnen jedoch Variationen von beispielsweise chemischen lonisationstechniken verwendet wer-
den, um eine Fragmentierung zu unterstitzen. In vergleichbarer Weise kann Elektrospray-lonisation etwas
modifiziert werden, um eine Fragmentierung zu unterstitzen, einschlieRlich einer Koronaentladungselektrode,
um so mehr Probenmolekiile zu ionisieren oder um eine Fragmentierung von molekularen lonen zu erhdhen.
Diese Technik ist als chemische lonisation bei Atmospharischendruck (APCI; engl.: Atmospheric Pressure
Chemical lonisation) bezeichnet worden.

[0076] Ein aktiver Ansatz flur eine Fragmentierung umfasst, eine Zersetzung molekularer lonen anzuregen,
wie zum Beispiel durch Kollision angeregte Zersetzung (CID; engl.: collision induced decomposition). CID ver-
wendet Massenspektrometerauslegungen, um eine gewahlte Gruppe von lonen zu separieren und dann deren
Fragmentierung durch Kollision mit einem neutralen Gas anzuregen; die resultierende Fragmentionen werden
mittels eines zweiten Massenspektrometers analysiert.

[0077] Weitere Techniken zur angeregten Abspaltung sind mit Methoden zur Massenmarkierung vereinbart.

Ein bevorzugtes Verfahren ist, wie zuvor diskutiert, durch Photonen angeregte Zersetzung, die die Verwen-
dung von durch Licht abspaltbaren Massenmarkern beinhaltet. Eine typische Geometrie verwendet eine Tan-
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dem-Massenanalysator-Konfiguration, die mit denen vergleichbar ist, die bei CID verwendet werden, wobei
aber die Kollisionszelle durch eine Photoanregungskammer ersetzt ist, in der der lonenstrom, der den ersten
Massenanalysator verlasst, mit Laserlicht bestrahlt wird. Laser hoher Intensitat sind erforderlich, um zu ge-
wahrleisten, dass ein bedeutsamer Anteil eines sich schnell bewegenden lonenstroms in geeigneter Weise mit
einem Photon in Wechselwirkung tritt, um die Abspaltung anzuregen. Die Positionierung des Lasers ist dul3erst
wichtig, um die Belichtung des Stroms fiir eine bedeutsame Zeitdauer zu gewahrleisten. Ein Abstimmen des
Lasers auf eine spezifische Frequenz ermoglicht eine genaue Steuerung der Bindungen, die zum Abspalten
mittels Licht angeregt werden. Daher kdnnen Massenmarker, die mit einem geeigneten durch Licht abspaltba-
ren Linker mit ihren Proben verbunden sind, innerhalb des Massenspektrometers abgetrennt werden. Die Stu-
fe zum Abspalten mittels Licht erfordert keine Tandem-Geometrie, die Kammer zum Abspalten mittels Licht
konnte in der lonenquelle oder unmittelbar dieser folgend angeordnet sein.

[0078] Eine weitere mogliche Technik, um molekulare lonen zu fragmentieren, ist die oberflachenangeregte
Zersetzung. Oberflachenangeregte Zersetzung ist eine Tandem-Analysetechnik, die umfasst, einen lonen-
strahl zu erzeugen, der in einem ersten Analysator in gewahlte m/z-Verhaltnisse getrennt wird. Gewahlte lonen
werden mit einer festen Oberflache unter einem Einfallswinkel zur Kollision gebracht. Die resultierenden Kolli-
sionsfragmente kdnnen dann mittels eines zweiten Massenspektrometers analysiert werden.

[0079] Ein Typ eines Tandem-Massenspektrometers verwendet eine dreifache Quadrupol-Anordnung, die
drei Quadrupol-Massenanalysatoren umfasst, von denen einer als Kollisionskammer dient. Der Kollisionskam-
mer-Quadrupol dient sowohl als Kollisonskammer als auch als lonenfihrung zwischen den zwei anderen Mas-
senanalysator-Quadrupolen. Gas kann in den mittleren Quadrupol eingebracht werden, um so zu ermdglichen,
dass seine Molekule mit den lonen kollidieren, die ausgehend von dem ersten Massenanalysator hinein gelan-
gen. Fragmentionen werden in dem dritten Quadrupol getrennt. Angeregte Abspaltung kann mit anderen Ge-
ometrien als jenen durchgeflihrt werden, die Tandem-Sektor- oder Quadrupol-Analysatoren verwenden. lonen-
fallen-Massenspektrometer kdnnen verwendet werden, um eine Fragmentierung mittels Einbringens eines
Puffers- oder "Bad"-Gases in die Falle zu unterstitzen. Alle gefangenen lonen kollidieren mit Puffergasmole-
kilen, und die resultierende Energietbertragung kann zur Kollision fiihren. Die Kollisionsenergie kann erhéht
werden, indem die gefangenen lonen beschleunigt werden. Helium oder Neon kann als Badgas in lonenfallen
verwendet werden. Auf vergleichbare Weise kdnnte eine Fragmentierung durch Anregung mit Licht auf gefan-
gene lonen angewendet werden. Eine weitere vorzuziehende Geometrie ist ein Quadrupol/Orthogonal-Flug-
zeit-Instrument, bei dem die hohe Abtastrate eines Quadrupols mit der héheren Empfindlichkeit eines
TOF-Massenanalysators gekoppelt wird, um Fragmentierungsprodukte zu identifizieren.

[0080] Herkémmliche "Sektor"-Instrumente kénnen eine weitere gemeinsame Geometrie sein, die bei Tan-
dem-Massenspektrometrie verwendet wird. Ein Sektor-Massenanalysator umfasst zwei separate "Sektoren”,
ein elektrischer Sektor, der einen eine Quelle verlassenden Strahl in einen Strahl von lonen mit der gleichen
kinetischen Energie unter Verwendung von elektrischen Feldern fokussiert. Der magnetische Sensor trennt die
lonen auf der Grundlage ihrer Masse, um ein Spektrum an einem Detektor zu erzeugen. Fir Tandem-Massen-
spektrometrie kann ein Zwei-Sektor-Massenanalysator dieser Art verwendet werden, wobei der elektrische
Sektor die erste Massenanalysatorstufe bereitstellt, der magnetische Sensor den zweiten Massenanalysator
bereitstellt, mit einer Kollisionszelle, die zwischen den zwei Sektoren angeordnet ist. Diese Geometrie kdnnte
recht wirksam sein, um Marker von einer massenmarkierten Nucleinsdure abzuspalten. Zwei vollstandige,
durch eine Kollisionszelle getrennte Sektor-Massenanalysatoren kénnen auch verwendet werden, um mas-
senmarkierte Nucleinsduren zu analysieren.

lonenfallen:

[0081] lonenfallen-Massenspektrometer sind ein Verwandter der Quadrupol-Spektrometer. Die lonenfalle
weist im Allgemeinen einen Aufbau mit drei Elektroden auf — eine "Ring"-Elektrode und "Deckel"-Elektroden an
jedem Ende, die einen Hohlraum bilden (lonenfalle). Ein sinusférmiges Funkfrequenzpotential wird an die zy-
lindrische Elektrode angelegt, wahrend die Deckelektroden mit Gleichstrom- oder Wechselstrompotentialen
vorgespannt sind. lonen, die in den Hohlraum injiziert werden, werden durch das oszillierende elektrische Feld
der zylindrischen Elektrode in eine stabile kreisformige Trajektorie gezwungen. Fur eine vorgegebene Ampli-
tude des oszillierenden Potentials werden jedoch bestimmte lonen eine nicht stabile Trajektorie haben und aus
der Falle ausgestolRen werden. Eine Probe von in die Falle injizierten lonen kann gemaR ihrem Masse-zu-La-
dungs-Verhaltnis sequentiell aus der Falle heraus ausgestoflen werden, indem das oszillierende Funkfre-
quenzpotential gedndert wird. Die ausgestof3en lonen kdnnen dann detektiert werden, was es ermdglicht, ein
Massenspektrum zu erzeugen.
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[0082] lonenfallen werden im Allgemeinen mit einer geringen Menge an "Badgas", wie zum Beispiel Helium,
betrieben, das in dem Hohlraum der lonenfalle vorhanden ist. Dies erhéht sowohl die Auflésung als auch Emp-
findlichkeit der Vorrichtung, weil die in die Falle gelangenden lonen wesentlich auf die Umgebungstemperatur
des Badgases aufgrund von Kollision mit dessen Molekiilen gekiihlt werden. Kollision dampft die Amplitude
und Geschwindigkeit von lonentrajektorien, was diese mehr zum Zentrum der Falle bringt. Dies bedeutet, dass,
wenn das oszillierende Potential gedndert wird, lonen, deren Trajektorien instabil werden, im Verhaltnis zu den
gedampften zirkulierenden lonen schneller Energie erhalten und die Falle in einem engeren Paket verlassen,
was zu hoherer Auflésung fihrt.

[0083] lonenfallen kénnen Tandem-Sektor-Massenspektrometer-Geometrien nachahmen. Tatsachlich kon-
nen sie mehrere Massenspektrometer-Geometrien nachahmen, wobei dadurch komplexe Analysen von gefan-
genen lonen ermdglicht werden. Eine einzelne Massenspezies aus einer Probe kann in einer Falle zurlickge-
halten werden, d. h. alle anderen Spezies kdnnen ausgestoRen werden. Dann kann die zurtickgehaltene Spe-
zies vorsichtig angeregt werden, indem eine zweite oszillierende Frequenz der ersten Uberlagert wird. Die ki-
netisch angeregten lonen kollidieren mit Badgas-Molekulen und werden fragmentieren, wenn sie ausreichend
angeregt sind. Die Fragmente kdnnen weiter analysiert werden. Dies ist MS/MS oder MS?. Ein Fragmention
kann weiter analysiert werden, indem alle anderen lonen ausgestof’en werden und dann das Fragment kine-
tisch so angeregt wird, dass es nach Kollision mit Badegas-Molekiilen fragmentiert (MS/MS/MS oder MS?).
Dieser Prozess kann solange wiederholt werden, solange ausreichend Probe vorliegt, um eine weitere Analyse
zu ermdglichen (MS?). Es sollte beachtet werden, dass lonenfallen im Allgemeinen einen groRen Anteil an
Fragmentionen nach angeregter Fragmentierung zurlickbehalten. Vielmehr als raumlich aufgeldste Tan-
dem-Massenspektrometrie, die bei linearen Massenspektrometern zu finden ist, stellen diese Instrumente und
FTICR-Massenspektrometer (unten diskutiert), eine Form von zeitlich aufgeléster Tandem-Massenspektrome-
trie dar.

lonen-Zyklotron-Resonanz-Massenspektrometrie mit Fourier-Transformation (FTICR MS):

[0084] FTICR-Massenspektrometrie hat insofern mit lonenfallen vergleichbare Merkmale, als eine Probe von
lonen innerhalb eines Hohlraums zurlickgehalten wird, aber bei FTICR MS werden die lonen in einer Hochva-
kuumkammer (ICR-Zelle) mittels gekreuzter elektrischer und magnetischer Felder gefangen. Das elektrische
Feld wird durch ein Paar Plattenelektroden erzeugt, die zwei Seiten eines Kastens bilden. Der Kasten ist in
dem Feld eines Magneten enthalten, das in Verbindung mit den zwei Platten (die Fallenplatten) die injizierten
lonen auf eine Zykloidtrajektorie bringen. Die lonen kdnnen kinetisch in gréRere Zykloidumlaufbahnen hinein
angeregt werden, indem ein Hochfrequenzpuls an die zwei "Sendeplatten” angelegt wird. Die Zykloidbewegun-
gen der lonen erzeugen entsprechende elektrische Felder in den Ubrigen zwei gegenlber liegenden Seiten
(Platten) des Kastens, welche die "Empfangerplatten" umfassen. Die Anregungspulse regen die lonen kine-
tisch in gréRere Umlaufbahnen hinein an, die kleiner werden, wenn die koharenten Bewegungen der lonen auf-
grund von Kollision mit neutralen Gasmolekulen verloren geht. Die entsprechenden von den Empfangerplatten
detektierten Signale werden mittels Fourier-Transformationsanalyse in ein Massenspektrum umgewandelt.

[0085] Fur Experimente mit angeregter Fragmentierung kénnen diese Instrumente in mit einer lonenfalle ver-
gleichbaren Weise arbeiten — alle lonen aufler einer einzigen interessierenden Spezies kdnnen aus der
ICR-Zelle ausgestoRen werden. Ein Kollisionsgas kann in die Falle eingebracht werden und eine Fragmentie-
rung kann angeregt werden. Die Fragmentionen kdnnen nachfolgend analysiert werden. Im Allgemeinen ver-
binden sich Fragmentierungsprodukte und Badgas, was zu einer schlechten Auflésung fuhrt, wenn sie durch
FT der Signale analysiert werden, die von den "Empfangerplatten” detektiert werden. Die Fragmentionen kon-
nen jedoch aus der Zelle ausgestofRen und dann in einer Tandem-Konfiguration beispielsweise mit einem Qua-
drupol analysiert werden.

Massenmarkierte Hybridisierungssonden
[0086] Um das erforderliche Verhalten einer Massenmarkierung zu erzielen, sind bestimmte chemische Ei-
genschaften wiinschenswert. Diese werden in bestimmten Molekilgruppen oder -einheiten, die in Massenmar-
kierungen auf verschiedene Weisen eingebaut werden kénnen, reprasentiert.
Struktur von massenmarkierten Hybridisierungssonden
[0087] Massenmarkierte Hybridisierungssonden kénnen die folgenden grundlegenden Strukturen aufweisen.

Nu-M
Nu-L-M,
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wobei Nu eine Nucleinsauresonde ist und L eine Linkergruppe, welche die Nucleinsauresonde mit einer Mas-
senmarkierung M verbindet, ist. Die Linkergruppe (L) ist optional und die Massen markierung kann die erfor-
derlichen Linker-Merkmale in diese eingebaut enthalten. Die Linkergruppe ist nicht notwendig, falls eine nicht
schneidbare massenmarkierte Hybridisierungssonde benétigt wird. Nucleinsaduren sind lineare Polymere von
Nucleotiden, von denen es eine relativ geringe Anzahl von in der Natur vorkommenden Spezies, aber eine
wachsende Anzahl von chemisch synthetisierten Analoga gibt, die mit der Linkergruppe an zahlreichen Posi-
tionen gekoppelt werden kann. Solche Méglichkeiten werden spater diskutiert.

Linker:

[0088] Linkergruppen kénnen die folgenden strukturellen Merkmale aufweisen:
Stiel 1 — [spaltbare Gruppe] — Stiel 2

[0089] Die Stiele 1, 2 sind chemische Gruppen, die ermdglichen, dass ein Ende des Linkers mit der Nuclein-
sauresonde und das andere mit der Massenmarkierung gekoppelt wird. Zwischen den Stielen oder als Teil der
Stiele ist wenigstens eine spaltbare Gruppe erforderlich, um es der Massenmarkierung zu erméglichen, von
der damit assoziierten Nucleinsduresonde kontrollierbar entfernt zu werden.

Massenmarkierungen:

[0090] Massenmarkierungen kénnen die folgende Struktur aufweisen:

Stiel — Massenmarkierung,

wobei der Stiel eine Gruppe ist, die es der Massenmarkierung erlaubt, an ihre entsprechende Nucleinsaure-
sonde oder an den Linker zwischen der Massenmarkierung und deren Nucleinsduresonde gekoppelt zu wer-
den.

Eigenschaften von Massenmarkierungen:

[0091] Fur optimale Leistungseigenschaften bei Verwendung der vorliegenden massenspektrometrischen
Techniken ist ein Masse:Ladungs-Verhaltnis von bis zu 2000 bis 3000 Einheiten fiir solche Massenmarkierun-
gen ein geeigneter Bereich, da dies dem Bereich entspricht, innerhalb von welchem einfach geladene lonen
verlasslich mit hochster Empfindlichkeit detektiert werden kdnnen. Markierungen mit einer Masse von weniger
als 200 bis 300 Dalton sind jedoch nicht ideal, da das niedrige Masse-Ende eines jeglichen Massenspektrums
die Tendenz zeigt, durch Losungsmittelmolekile, Verunreinigungen durch kleine Molekule, Mehrfachionisie-
rungspeaks und Fragmentierungspeaks bevolkert zu werden. Ferner sollte jede Markierung minimal ungefahr
4 Dalton von ihren Nachbarn beabstandet sein, um eine Uberlappung, welche durch Kohlenstoff-, Stickstoff-
und Sauerstoff-Isotopen-Peaks verursacht wird, zu vermeiden.

[0092] Die Massenmarkierung sollte ionisieren und sich hauptsachlich unter Bildung einer einzigen Spezies
(ohne Fragmentierung) abldsen.

[0093] Die Massenmarkierung sollte leicht ionisiert werden, um sicherzustellen, dass so viel von der abge-
spaltenen Massenmarkierung wie moglich detektiert wird.

[0094] Um eine Detektion zu ermdglichen, missen Markierungen eine elektrische Nettoladung aufweisen,
sollten aber vorzugsweise nicht mehrfach ionisiert sein, d. h. sie sollten eine einzelne elektrische Ladung auf-
weisen. Dartber hinaus sollten die Markierungen bestandig gegen eine Fragmentierung sein, so dass jeder
Peak in einem massenspektrometrischen Scan nur oder einzig einer einzelnen Markierung entspricht; dies ver-
einfacht eine Analyse der Daten und verringert jegliche Mehrdeutigkeiten bei der Bestimmung der Menge der
Markierung, ein Kriterium, das fir einige der Anwendungen, firr die diese Erfindung entwickelt worden ist, sehr
wichtig ist.

[0095] Es gibt verschiedene chemische Funktionalitdten, die positive Ladungen fur eine Positiv-lonen-Mas-
senspektrometrie tragen oder tragen kénnen. Diese umfassen, sind aber nicht beschrankt auf Amine (insbe-
sondere tertidare Amine und quartare Amine), Phosphine und Sulfide. Quartdre Ammoniumgruppen tragen eine
einzelne positive Ladung und erfordern keine weitere lonisierung. Fur eine Positiv-lonen-Massenspektrometrie
ermdglichen diese vorionisierten Spezies eine hohe Empfindlichkeit. Daher sollten bevorzugte Positiv-lo-
nen-Massenmarkierungen wenigstens eine derartige Gruppe tragen. Kronenether bilden eine andere Klasse
von Verbindungen, die verwendet werden kénnten, um positive Ladungen zu tragen.
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[0096] Es stehen verschiedene chemische Funktionalitaten zur Verfigung, um eine negative Ladung fir eine
negative lonen-Massenspektrometrie zu tragen, und umfassen, sind aber nicht beschrankt auf Carbonsauren,
Phosphonsauren, Phosphorsauren und Sulfonsauren, phenolische Hydroxylverbindungen, Sulfonamide, Sul-
fonylharnstoffe, Tetrazole und Perfluoralkohole.

lonisierung und Abtrennung von Massenmarkierungen von Nucleinsauresonden:

[0097] DNA und andere Nucleinsauren neigen dazu, in einem Massenspektrometer zu stark zu fragmentie-
ren. Es ist wiinschenswert, sicherzustellen, dass DNA-Fragment-Peaks in dem resultierenden Massenspekit-
rum nicht jene, die aufgrund von Massenmarkierungen entstehen, verdecken. Es ist bevorzugt, sicherzustel-
len, dass Nucleinsduresonden-Fragmente nach der Spaltung von den Massenmarkierungen abgetrennt wer-
den. Zu diesem Zweck kann man Massenmarkierungen verwenden, die bei einer lonisation negative lonen bil-
den und die durch Negativ-lonen-Spektrometrie abgetrennt werden kénnen. Nucleinsduren haben trotz ihrer
negativ geladenen Hauptkette eine Neigung, bei einer lonisation, insbesondere durch Elektrospray- und ver-
wandte Flissigkeit-zu-Gasphase-lonisationstechniken, protoniert zu werden. Dies bedeutet, dass, wenn das
Massenspektrometer fur eine Negativ-lonen-Spektrometrie konfiguriert ist, nur negativ geladene Massenmar-
kierungen in dem Massenspektrum auftauchen sollten. Die meisten Nucleinsdure-Fragmente werden den De-
tektor nicht erreichen.

[0098] Wenn ein solcher Ansatz herangezogen wird, kann eine Protonierung der Nucleinsauresonden durch
die Verwendung von geeigneten Pufferlésungen geférdert werden, wodurch sichergestellt wird, dass Nuclein-
sauren mit einer vorab existierenden positiven Ladung in groBem Umfange vorhanden sind.

Fragmentierung innerhalb des Massenspektrometers:

[0099] Die Fragmentierung ist ein hochgradig signifikantes Merkmal der Massenspektrometrie. In Hinblick auf
diese Erfindung ist es wichtig, zu bericksichtigen, wie eine Massenmarkierung identifiziert werden soll. Als ein
Extrem kdnnen Massenmarkierungen so gestaltet werden, dass sie gegenuber einer Fragmentierung hochgra-
dig bestandig sind und die Markierung durch das Auftreten des Molekiilions der Markierung im Massenspekt-
rum identifiziert wird. In diesem Falle ware es erforderlich, Familien von Markierungen, welche einzigartige Mo-
lekulionen haben, zu gestalten. Als anderes Extrem kdnnte eine Massenmarkierung mit einem hochgradig cha-
rakteristischen Fragmentierungsmuster gestaltet werden derart, dass dieses Muster diese identifizieren wiirde.
In diesem Falle missen Familien von Markierungen mit einander nicht tGberlappenden Mustern oder mit zu-
mindest einer einzigartigen Fragmentierungsspezies fir jede Markierung gestaltet werden. Fragmentierung ist
eine Eigenschaft des Ausgangsmolekils und der lonisationstechnik, die verwendet wird, um die lonen ausge-
hend von diesem zu erzeugen. Unterschiedliche Techniken bedingen die Einwirkung von unterschiedlichen
Mengen an Energie auf das anfénglich gebildete lon und die chemische Umgebung der lonen variiert betracht-
lich. Dementsprechend sind Markierungen, die fiir eine Massenspektrometrietechnik geeignet sind, moglicher-
weise bei einer anderen ungeeignet. Der bevorzugte Ansatz besteht darin, Fragmentierungsresistente Mole-
kile zu gestalten, obwohl ein gewisses Ausmal an Fragmentierung unvermeidbar ist. Dies bedeutet, dass
man darauf abzielt, Molekile mit einer einzigen Hauptspezies, welche entweder das Molekulion oder ein ein-
zelnes leicht erzeugtes Fragmention sein kann, zu identifizieren.

Bestimmung von Bindungsstabilitat in einem Massenspektrometer

[0100] Bei neutralen Molekilen ist es relativ einfach, anhand einer Berticksichtigung von Bindungsstarken zu
bestimmen, ob ein Molekdl bestandig gegen eine Fragmentierung ist. Wenn ein Molekul jedoch ionisiert ist,
kdnnen Bindungsstarken auf Weisen, die a priori schwierig vorherzusagen sind, zunehmen oder abnehmen.
Beispielsweise fur eine gegebene Bindung X-Y in ihrer nicht-ionisierten Form:

X-Y - X°+Y°und

S DX =Y)=AH(X®) + A(Y?) = AH(X - ),

worin D die Bindungsdissoziationsenergie in geeigneten Einheiten darstellt.

[0101] Aber fur eine ionisierte Spezies (in diesem Beispiel positiv):
D(X = Y)" = AH(X*) + AH(Y®) = AH(X - Y*)
DX =Y)=D(X-Y) = AH(X?) = AH(X") = AH(X = Y) — AH(X - Y¥)

[0102] Da

[(X°) = AH(X") — AH(X°), wobei | die lonisationsenergie ist,
[(X-Y)=AHX-Y") = AH(X-Y)
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und . D(X = Y) = D(X = Y)* = I(X = Y) = I(X°).

[0103] Dies bedeutet, dass D(X -Y)—-D(X-Y)" >0, wenn [(X = Y) > I(X°), aber in dhnlicher Weise D(X -Y)
-D(X-Y)"<0,wenn I(X-Y) <I(X°).

[0104] Da beide I(X —Y) und I(X°) positiv sind, resultiert eine starkere Bindung, wenn (X - Y) < I(X°), und
entsteht eine schwéachere Bindung in dem lon von I(X -Y) > I(X°).

[0105] In den obigen Gleichungen bezieht sich D(A — B) auf die Bindungsdissoziationsenergie der Spezies in
Klammern, bezieht sich |(N) auf die lonisationsenergie der Spezies in Klammern und ist AH die Bildungsen-
thalpie der Spezies in Klammern. Fur die vorliegenden Zwecke AS = 0 und dementsprechend AG = AH. Das
Endergebnis der obigen Gleichungen ist, dass, um vorherzusagen, ob eine Bindung unter einem gegebenen
Satz von lonisationsbedingungen wahrscheinlich stabil ist, es notwendig ist, die lonisationsenergie des Mole-
kils und die lonisationsenergie des neutralen Fragments, das aus einer Fragmentierung der fraglichen Bin-
dung resultiert, zu kennen.

[0106] Beispielsweise bei Beriicksichtigung der C-N-Bindung in Anilin:
I(NH,°) = 11,14 Elektronenvolt (eV) und I(CsH;NH,) = 7,7 eV
“1(CeHsNH,) < (NH,®) um 3,44 eV.

[0107] Die alternative Spaltung an dieser Bindung ist:
I(CsHs°) = 9,35 eV und I(C,HNH,) = 7,7 eV
2 (CgHsNH,) < I(C¢H5) um 1,65 eV.

[0108] Dementsprechend wird diese Bindung somit in dem lon nicht leicht gebrochen. Es wird im Allgemeinen
beobachtet, dass Anilin, wenn es ausreichende Ausgangsenergie fiir eine Fragmentierung hat, unter Freiset-
zung von HCN anstelle durch Spaltung einer C-N-Bindung gespalten wird. In ahnlicher Weise treffen Erwagun-
gen auf Phenol zu:

[(OH°) = 13 eV und I(C4HOH) = 8,47 eV .. |(C;H,OH) < I(OH°) um 4,53 eV.

[0109] Die alternative Spaltung an dieser Bindung ist:
I(CsHs°) = 9,35 eV und I(C;H,OH) = 8,47 eV
- (CgHsOH) < I(C4Hs°) um 0,88 eV.

[0110] In dem positiven Molekdilion von Phenol wird keine C-O-Bindungsspaltung beobachtet.

[0111] Das Bestimmen der Unterschiede bei den lonisationsenergien von Molekulen und neutralen Fragmen-
ten ist ein allgemeines Arbeitsprinzip, das verwendet werden kann, um wahrscheinliche lonenbindungsstarken
vorherzusagen. Wenn die wahrend einer lonisation zugefiihrte Energie geringer ist als die lonenbindungsstar-
ke, dann wird keine Fragmentierung beobachtet werden. Typische lonenbindungen, die gute Starke aufweisen,
umfassen: Aryl-O-, Aryl-N-, Aryl-S-Bindungen, die durch Delokalisierung von Elektronen stabilisiert werden.
Allgemein werden Bindungen vom aliphatischen Typ in ionischer Form weniger stabil. Dementsprechend sind
C-C-Einfachbindungen in lonen schwach, sind aber C=C-Bindungen noch relativ stark. Aryl-C=C neigt dazu,
aus den gleichen Grunden wie Aryl-O usw. ebenfalls stark zu sein. Aryl- oder Aryl-F-Bindungen sind in lonen
ebenfalls stark, was flir eine Massenmarkierung attraktiv ist, da Fluorkohlenstoffe billig herzustellen sind, che-
misch inert sind, einen detektierbaren Massendefekt in Hinblick auf Kohlenwasserstoff-Molekiile aufweisen
und Fluor nur ein einzelnes in der Natur vorkommendes Isotop, '°F, aufweist.

[0112] Ahnliche Erwagungen treffen auf negative lonen zu mit der Ausnahme, dass in den obigen Gleichun-
gen Elektronenaffinitdten verwendet werden mussen.

Eigenschaften von Linkem:

[0113] Eine kontrollierbare Freisetzung von Massenmarkierungen aus der mit diesen assoziierten Nuclein-
sauresonde kann auf verschiedene Weisen bewirkt werden:

0 Spaltung durch Licht

0 Chemische Spaltung

0 Thermische Spaltung

o Induzierte Fragmentierung innerhalb des Massenspektrometers.
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[0114] Durch Licht abspaltbare und chemisch abspaltbare Linker kénnen fir die beschriebenen Anwendun-
gen leicht entwickelt werden. Fig. 5 zeigt eine Reihe von exemplarischen durch Licht abspaltbaren Linkern.

[0115] o-Nitrobenzylgruppen sind in diesem Fachgebiet als durch Licht abspaltbare Linker wohlbekannt, wo-
bei die Spaltung an der Benzylamin-Bindung erfolgt. Fiir eine zusammenfassende Ubersicht iiber abspaltbare
Linker siehe Referenz 18, welche verschiedene durch Licht abspaltbare und chemisch abspaltbare Linker dis-
kutiert.

[0116] Eine thermische Spaltung erfolgt durch thermisch induzierte Umlagerungen. Fig. 6 zeigt die Synthese
eines Beispiels einer Massenmarkierung, die Uber einen thermisch abspaltbaren Linker an die 3'-OH-Position
eines Thymidinrests gebunden ist. Fig. 6 zeigt auch die thermisch induzierte Umlagerung, die die Markierung
von dem damit assoziierten Nucleotid abspalten wirde. In diesem Beispiel kdnnte die Gruppe X naturlich ein
Arylether-Polymer sein, wie spater diskutiert. Diese thermisch abspaltbare Gruppe erzeugt in vorteilhafter Wei-
se auch reichlich negative lonen, die fir eine Negativ-lonen-Massenspektrometrie geeignet sind. Eine Ther-
molyse dieses Molekiils erfordert die S=O-Gruppe im Linker. Hier kénnte S durch N oder C ersetzt werden und
O durch S ersetzt werden. Fir weitere Beispiele sieche Referenz 28.

Abspaltung von Massenmarkierungen innerhalb des Massenspektrometers:

[0117] Eine bevorzugte Spaltungsmethode erfolgt durch die Verwendung des lonisationsprozesses, um eine
Fragmentierung von Markierungen zu induzieren. Ein Linker kann so gestaltet werden, dass er im lonisations-
prozess hochgradig labil ist, so dass er abgespalten werden wird, wenn das Molekdl, an welches er gebunden
ist, in einem Massenspektrometer ionisiert wird. Es gibt zwei Faktoren, die man beim Steuern einer Spaltung
unter Verwendung dieser Methode berticksichtigen muss: (1) wie hoch der Energietiberschuss ist, der an das
lon wéhrend des lonisationsprozesses abgegeben wird, und (2) ob dieser Uberschuss ausreichend ist, um ir-
gendeine der Bindungsenergien in dem lon zu tUberwinden. Der abgegebene Energieliberschuss wird stark
durch die verwendete lonisationstechnik bestimmt. Damit die abgegebene Energie eine Spaltung einer Bin-
dung bewirken kann, muss die Energie in einem Schwingungs-/Rotationsmodus sein und muss ausreichend
sein, um die Dissoziationsenergie der Bindung zu Uberwinden. Die Bindungsenergie wird offensichtlich durch
die chemische Struktur des analysierten Molekils bestimmt. Bindungsenergien werden spater diskutiert. All-
gemein gesagt, wird Energie als elektronische, Schwingungs-, Rotations- und Translationsenergie in dem lo-
nisationsprozess abgegeben. Innerhalb einer sehr kurzen lonisationszeit wird der gréRte Teil dieses Uber-
schusses an interner Energie sich in Schwingungs- und Rotationsenergie durch Zwischensystem- und Zwi-
schenzustandsiibergang umgewandelt haben. Der Uberschuss an interner Revibrationsenergie kann zu einer
Bindungsspaltung fiihren oder nicht. Um an die sich bewegenden lonen mehr interne Schwingungsenergie ab-
zugeben, kann man sie mit einem Badgas kollidieren lassen, um eine Fragmentierung des lons zu erhalten. In
einer Elektrospray-Quelle gibt es ein Badgas und ein verfliichtigtes Losungsmittel. lonen kénnen durch ein
elektrisches Feld beschleunigt werden, um die Kollisionsenergie mit einem Badgas zu erhéhen. Die Beschleu-
nigung (verleiht) den lonen kinetische Energie. Wenn ausreichend kinetische Energie an die lonen abgegeben
wird, dann werden Kollisionen mit dem Badgas zu einer Fragmentierung der lonen flihren. Die Menge an ki-
netischer Energie, welche bendtigt wird, hangt von der Starke der Bindungen in dem lon ab, aber die abgege-
bene Energiemenge kann gesteuert werden, indem das Beschleunigungspotential reguliert wird.

[0118] Um einen Linker fir Massenmarkierungen, der bei einer vorher festgelegten Bindung wahrend einer
lonisation gespalten wird, zu erzeugen, muss es eine einzige schwache Bindung in dem Linker geben, wobei
die restlichen starke Bindungen sind. Bestimmte Gruppen sind besonders bestandig gegen eine Fragmentie-
rung, wahrend andere, wie Bindungen vom aliphatischen Typ, einer Spaltung in verniinftigem Ausmalie zu-
ganglich sind. Um einen Linker zu gestalten, der bei einer speziellen Stelle gespalten wird, kdnnte ein Molekdl
gestaltet werden, das gegenilber einer Fragmentierung im Grof3en und Ganzen resistent ist, welches aber ein
~Schwaches Glied" enthalt. Es wird festgestellt, dass bestimmte strukturelle Merkmale Fragmentionen stabili-
sieren, wenn eine Spaltung bei bestimmten Bindungen in einem lon auftritt. Lineare Alkane fragmentieren re-
lativ zufallig, wahrend Molekile, die sekundare und tertiare Alkylgruppen enthalten, aufgrund der erhéhten Sta-
bilisierung von sekundaren und tertiaren Carbokationen am haufigsten an den Verzweigungsstellen des Mole-
kils gespalten werden. In dahnlicher Weise stabilisieren Doppelbindungen benachbarte positive oder negative
Ladungen durch Resonanz- oder Delokalisierungseffekte. Ahnliche Wirkungen werden in Bindungen, welche
an Arylgruppen angrenzen, festgestellt. Einige abspaltbare Linker, bei denen eine Fragmentierung durch Kol-
lision oder auf andere Weise induziert werden kann, sind in Fig. 7 gezeigt. Diese sind in der Reihenfolge ihrer
zunehmenden Labilitdt nummeriert. Die Gruppen links von der spaltbaren Bindung sind als gute austretende
Gruppen wohlbekannt und werden verwendet, um reaktive Positionen in einem Molekil zu schiitzen. Als sol-
che werden sie einer chemischen Spaltung unter bestimmten Bedingungen zuganglich sein. Die genaue Struk-
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tur, die gewahlt werden kdnnte, wiirde von der Anwendung und der chemischen Umgebung der Sonde abhan-
gen. In Fig. 7 ist der Linker (4) hochgradig anfallig fur einen erotischen chemischen Angriff und wiirde dement-
sprechend nur als ein fragmentierbarer Linker verwendbar sein, wenn die Hybridisierungsreaktionreaktion
nicht sauer ist. Der Linker (1) ist betrachtlich weniger photolytisch spaltbar. Offensichtlich kénnten diese Grup-
pen bewusst gewahlt werden, um chemisch abgespalten zu werden, wie erforderlich. Aus Fig. 7 ist leicht zu
ersehen, dass diese Linker auch einen Teil eines delokalisierten Arylether-Polymer-Systems bilden kénnen.
Die Gruppe rechts von der spaltbaren Bindung stabilisiert eine negative Ladung wesentlich, was vorteilhaft ist,
indem sie die Spaltung der Bindung an dieser Stelle férdert und ein detektierbares negatives lon liefern kann.
An dieser Stelle kdnnten andere ladungsstabilisierende Gruppen verwendet werden. Die ,Stiele" in dieser und
anderen Figuren stellen allgemein eine reaktive Gruppe dar, welche bei der Synthese der massenmarkierten
Basensequenz nutzlich ist und mdglicherweise in dem massenmarkierten Molekiil, wie synthetisiert, nicht vor-
handen ist.

Nucleinsauresonden:
Verbindungsgruppen zu Nucleinsauren:

[0119] Massenmarkierungen und ihre Linker kdnnen an verschiedenen Stellen an eine Nucleinsaure ange-
heftet werden. Fur herkdmmliche Festphasen-Synthetisiergerate ist das 5'-Hydroxyl des Ribose-Zuckers die
leichteste Gruppe, welche derivatisiert werden kann. Andere begtinstigte Positionen fiir Modifizierungen befin-
den sich an der Base an der 5'-Position in Pyrimidinen und an den 7'- und 8'-Positionen in Purinen. Diese wir-
den die bevorzugten Positionen fir eine Anheftung von abspaltbaren Massenmarkierungen und von nicht-ab-
spaltbaren Massenmarkierungen sein.

[0120] Die 2'-Position am Zucker ist fir Massenmodifikationen zuganglich, ist aber fur Modifikationen mittels
kleiner Massen, die nicht entfernt werden sollen, besser geeignet.

[0121] Die Phosphat-Bindung in natirlichen Nucleinsduren kann bis zu einem betrachtlichen Ausmafl eben-
falls modifiziert werden, einschlief3lich einer Derivatisierung mit Massenmarkierungen.

Hybridisierungssonden:

[0122] Abhéangig von der Anwendung mdchte man mdéglicherweise modifizierte Nucleinsduren verwenden,
die eine Anzahl von unterschiedlichen Analoga, bei welchen das Hybridisierungsverhalten modifiziert ist, ent-
halten. Dies ist besonders wichtig, wenn Gruppen von Hybridisierungssonden gleichzeitig verwendet werden.
Es kann wiinschenswert sein, das Hybridisierungsverhalten einer Gruppe von Sonden zu modifizieren, so dass
die Schmelztemperaturen der korrekt hybridisierten Sonden sehr nahe bei oder zumindest oberhalb eines be-
stimmten Schwellenwerts liegen. Die Schmelztemperatur von nicht-korrekt hybridisierten Sonden wird vor-
zugsweise unter diesen Schwellenwert fallen. Dies ermdglicht, dass Gruppen von Sonden gleichzeitig verwen-
det werden kdénnen, wahrend die Stringenz von Hybridisierungsreaktionen sichergestellt wird.

[0123] Es gibt bedeutende Unterschiede zwischen der Stabilitat von kurzen Oligonucleotid-Doppelstrangen,
welche alle Watson-Crick-Basenpaarungen enthalten. Beispielsweise sind Doppelstrange, welche nur Adenin
und Thymin umfassen, instabil verglichen mit Doppelstrangen, welche nur Guanin und Cytosin enthalten. Die-
se Stabilitadtsunterschiede kénnen Probleme aufwerfen, wenn versucht wird, Mischungen von kurzen Oligonu-
cleotiden mit einer Ziel-RNA zu hybridisieren. Es werden niedrige Temperaturen benétigt, um A-T-reiche Se-
quenzen zu hybridisieren, aber bei diesen Temperaturen hybridisieren G-C-reiche Sequenzen an Sequenzen,
die nicht vollstandig komplementar sind. Dies bedeutet, dass einige Fehlpaarungen auftreten kénnen und fur
die G-C-reichen Sequenzen Spezifitat verloren gehen kann. Bei héheren Temperaturen hybridisieren G-C-rei-
che Sequenzen spezifisch, aber A-T-reiche Sequenzen hybridisieren nicht.

[0124] Um diese Effekte zu normalisieren, kénnen Modifikationen an Nucleinsduren vorgenommen werden.
Diese Modifikationen fallen unter drei breite Kategorien: Basen-Modifikationen, Ruckgrat-Modifikationen und
Zucker-Modifikationen.

Basen-Modifikationen:
[0125] An den Watson-Crick-Standardbasen kénnen zahireiche Modifikationen vorgenommen werden. Das

Folgende sind Beispiele flr Modifikationen, die Basenpaarungsenergien bis zu einem gewissen Ausmalf nor-
malisieren sollten, sie sind aber nicht als Einschrankung zu verstehen:
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o Das Adenin-Analog 2,6-Diaminopurin bildet drei Wasserstoffbriickenbindungen zu Thymin anstelle von
zwei aus und bildet dementsprechend stabilere Basenpaare.

o Das Thymin-Analog 5-Propinyldesoxyuridin bildet stabilere Basenpaare mit Adenin.

o Das Guanin-Analog Hypoxanthin bildet zwei Wasserstoffbriickenbindungen zu Cytosin anstelle von drei
aus und bildet dementsprechend weniger stabile Basenpaare.

[0126] Diese und andere mdgliche Modifikationen sollten es moglich machen, den Temperaturbereich einzu-
engen, bei welchem kurze Oligonucleotide spezifisch mit ihren komplementaren Sequenzen hybridisieren kon-
nen.

Ruckgrat-Modifikationen:

[0127] Nucleotide kdnnen leicht im Bereich der Phosphat-Gruppierung modifiziert werden. Es ist gezeigt wor-
den, dass unter bestimmten Bedingungen, wie niedriger Salzkonzentration, Analoga, wie Methylphosphonate,
Triester und Phosphoramidate, die Doppelstrang-Stabilitat erhéhen. Solche Modifikationen kénnen auch er-
héhte Nuclease-Resistenz aufweisen. Weitere Phosphat-Modifikationen umfassen Phosphodithirate und Bo-
ranophosphate, von welchen jedes die Stabilitat eines Oligonucleotids gegeniiber Exonucleasen erhdht.

[0128] Das isosterische Ersetzen von Phosphor durch Schwefel ergibt Nuclease-resistente Oligonucleotide
(siehe Referenz 19). Das Ersetzen von entweder Phosphor oder zur Verkniipfung dienendem Sauerstoff durch
Kohlenstoff ist ebenfalls eine weitere Moglichkeit.

Zucker-Modifikationen:

[0129] Es kdnnen verschiedene Modifikationen an der 2'-Position in der Zucker-Gruppierung vorgenommen
werden (siehe Referenzen 20 und 21). Der Zucker kann ersetzt einen unterschiedlichen Zucker, wie Hexose,
werden durch oder das gesamte Zucker-Phosphat-Rickgrat kann vollstandig durch eine neue Struktur, wie in
Peptidnucleinsduren (PNA), ersetzt werden. Fur eine Diskussion siehe Referenz 22. PNA bildet Doppelstrange
mit der hochsten Warmestabilitat jeglicher Analoga, die bislang entdeckt worden sind.

Hydrophobe Modifikationen:

[0130] Das Hinzufiigen von hydrophoben Gruppen an die 3'- und 5'-Termini eines Oligonucleotids erhdht
ebenfalls die Doppelstrang-Stabilitat, indem Wasser aus den Basen ausgeschlossen wird, wodurch das ,Aus-
fransen" des Komplexes verringert wird, d. h. hydrophobe Gruppen verringern die Solvatisierung der termina-
len Basen.

Kinstliche Fehlpaarungen:

[0131] Eine Hauptquelle fir Fehler in Hybridisierungsreaktionen ist die Stringenz der Hybridisierung der Pri-
mer an die Zielsequenz und an die unbekannten Basen dahinter. Wenn die fiir eine Zielsequenz gestalteten
Primer einzelne kinstlich eingefiihrte Fehlpaarungen enthalten, ist die Diskriminierung des Systems viel héher
(siehe Referenz 23). Zusatzliche Fehlpaarungen werden nicht in dem gleichen Ausmalf toleriert, wie dies eine
einzelne Fehlpaarung wirde, wenn ein vollstandig komplementarer Primer verwendet wird. Es wird allgemein
festgestellt, dass der Unterschied bei der Schmelztemperatur zwischen einem Doppelstrang mit einer Fehlpaa-
rung und einem Doppelstrang mit zwei Fehlpaarungen gréRer ist als der Unterschied zwischen einem korrekt
hybridisierten Doppelstrang und einem Doppelstrang, welcher eine einzelne Fehlpaarung enthalt. Dement-
sprechend wirde dies als ein wichtiges Merkmal der in dieser Anmeldung offenbarten Hybridisierungssonden
antizipiert. Wenn eine Nucleinsduresonde eine kritische Base aufweist, d. h. um einen Einzelnucleotid-Poly-
morphismus (,Single Nucleotide Polymorphism") zu detektieren, destabilisiert eine kiinstliche Fehlpaarung,
welche 1 Helix-Drehung entfernt von der kritischen Base eingefuhrt wird, die Doppelhelix in einem betrachtli-
chen Ausmal, wenn es eine zweite Fehlpaarung an der Sondenstelle gibt.

Hybridisierungsprotokolle:

[0132] Einzelheiten von Auswirkungen auf Hybridisierungsbedingungen, insbesondere jene von Puffern und
Temperatur, flr Nucleinsduresonden kdnnen in den Referenzen 24 bis 26 gefunden werden.
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Oligonucleotid-Synthese:

[0133] Verfahren zur Synthese von Oligonucleotiden sind in diesem Fachgebiet wohlbekannt (siehe Referen-
zen 27 und 28).

Massenmarkierungs-Synthese:

[0134] Fur ein jegliches in der Praxis oder kommerziell nitzliches System ist es wichtig, dass die Konstruktion
der Markierungen so einfach wie mdglich unter Verwendung von so wenig Reagenzien und Verarbeitungs-
schritten wie mdéglich ist. Ein kombinatorischer Ansatz, bei welchem eine Reihe von monomeren Molekdlein-
heiten zur Verfuigung steht, um in einer Mehrzahl von Kombinationen miteinander verwendet zu werden, ware
ideal.

[0135] Man kann Massenmarkierungen unter Verwendung von Techniken der organischen Chemie syntheti-
sieren. Solche Markierungen kdnnen eine eine einzelne Ladung tragende Gruppe tragen und sollten gegenu-
ber einer Fragmentierung bei der verwendeten Massenspektrometrie-Technik resistent sein. Aminderivate,
quartare Ammoniumionen oder positive Schwefel-Zentren sind gute Ladungstrager, wenn eine Positiv-lo-
nen-Massenspektrometrie verwendet wird. Diese haben extrem gute Detektionseigenschaften, die saubere
scharfe Signale erzeugen. In ahnlicher Weise kénnen negativ geladene lonen verwendet werden; so sind Mo-
lekule mit Carbonsaure-, Sulfonsaure- und anderen Gruppierungen fiir eine Negativ-lonen-Spektrometrie ge-
eignet. Markierungen fur eine MALDI-Massenspektrometrie kdnnen erzeugt werden, indem bekannte Moleku-
le, die durch UV-sichtbares Laserlicht anregbar sind, wie Sinapinsaure oder Zimtsaure, von welcher bereits
eine Anzahl von Derivaten kommerziell erhaltlich ist, derivatisiert werden. Fragmentierungsbestandige Grup-
pen werden oben diskutiert.

[0136] Fur einen Text Uber organische Chemie siehe Referenz 29 oder 30.

[0137] Eine kombinatorische Synthese von solchen Markierungen kann auf eine relativ einfache Weise erzielt
werden. Bevorzugte Massenmarkierungs-Strukturen sind nachfolgend gezeigt.
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[0138] Diese Polyarylether-Strukturen sind gegen eine Fragmentierung sehr bestandig und erzeugen gute
negative lonen, da die Delokalisierung von Elektronen Uber das Molekul hinweg wirksam eine negative Ladung
stabilisieren kann. Diese Molekule sind auch thermisch stabil und so besonders mit thermisch abgespaltenen
Linkern und mit Linkern, die durch Kollisionsprozesse innerhalb des Massenspektrometers abgespalten wer-
den, kompatibel. Die "variablen Gruppen" an einem oder beiden Enden der Polyarylether sind bevorzugt sub-
stituierte Arylether, welche die Eigenschaften der Massenmarkierung modifizieren (Fig. 9). Derartige modifizie-
rende Gruppen umfassen "Massenreihen-modifizierende" Gruppen (siehe Fig. 9), I6slichmachende Gruppen,
ladungstragende Gruppen (siehe Fig. 10) und Massendefektgruppen (siehe Fig. 8). Ein lineares Polymer von
Polyarylethern nimmt mit jedem zusatzlichen "Phenoxy"-Rest im Molekll um 92 Masseneinheiten bezlglich
der Masse zu. Um das Massenspektrum vollstandig auszuwerten, missen Massenmarkierungen nur etwa 4
Dalton auseinander liegen. Um Massenmarkierungen zu erzeugen, die 4 Dalton auseinander liegen, enthalt
jede Massenmarkierung bevorzugt eine Gruppe, welche die Masse jeder Reihe von Arylethern verschiebt. Die-
se Massenreihen-modifizierende Gruppe (MSM) (siehe Fig. 9) wirkt so, dass sie jede Reihe von Arylether-Po-
lymeren von den anderen abhebt. Bei linearen Polymeren von Arylethern, bei denen jedes Monomer densel-

22/63



DE 698 38 519 T2 2008.07.03

ben 92 Dalton hinzufigt, gibt es keine Massen-Koinzidenz bei maximal 23 Reihen, wenn jede Reihe von Mas-
senmarkern 4 Masseneinheiten auseinander liegt. Um beispielsweise 256 Massenmarker zu erzeugen, muss
man dann die 23 MSM-Gruppen erzeugen, um sie an Polymere von Arylethern mit bis zu 12 aufeinanderfol-
genden Phenoxy-Struktureinheiten zu knupfen. Dies wirde insgesamt 276 Massenmarkierungen ergeben.

[0139] Aufklare Weise kann ein Polymer erzeugt werden, das eine Anzahl von verschiedenen Untereinheiten
umfasst, wobei diese Untereinheiten in verschiedenen Sequenzen auftreten. Weiter sind auch verzweigte
Strukturen mdglich, aber nur lineare Polymere sind fir die ZweckmaRigkeit der Veranschaulichung gezeigt. Die
gezeigten bevorzugten Strukturen werden wegen der SynthesezweckmaRigkeit ausgewahlt. Es ist nicht signi-
fikant schwieriger, verschiedene Sequenzen der gleichen Untereinheiten zu erzeugen, aber es ist vorzuziehen,
so viele Markierungen wie moglich in mdglichst wenigen synthetischen Schritten zu erzeugen. Eine bevorzugte
Synthesestrategie besteht darin, Polyarylether mit bis zu 12 Struktureinheiten zu erzeugen und dann diese mit
einer Anzahl von verschiedenen MSM-Gruppen zu derivatisieren, deren Massen sich idealerweise um etwa 4
Dalton unterscheiden, um eine Uberlappung von Isotopen-Peaks zu vermeiden. Die Variation der MSM-Grup-
pen kann unter Verwendung von Isotopen-Substitutionen feinabgestimmt werden; zum Beispiel ergibt ein Er-
satz von 4 Wasserstoffen in einem Molekul durch 4 Deuteriumatome einen Massenunterschied von 4 Dalton.

[0140] Weitere Beispiele fir Massenmarkierungen gemaf der vorliegenden Erfindung schlieen Aromaten,
Phenole, Aniline und Heteroanaloga derselben in monomerer, oligomerer oder polymerer Form und andere
Einheiten, die C=C oder C=C oder Heteroanaloga derselben enthalten, sowie deren oligomere oder polymere
Gegenstucke ein. Molkile oder deren Einheiten, die C-H- oder C-Hal-(nicht F-) Bindungen enthalten, sind zu
vermeiden. Zusatzlich zu den oben erdrterten Polyethern kann man als Massenmarkierungen analoge Thioe-
ther, Amine, Phosphate, Phosphonate, Phosphorothioate, Silane, Siloxane, Sulfonate, Sulfonamide und jene
verwenden, die C=C, C=C und C=N enthalten.

[0141] Wenn Aromaten oder Heteroaromaten verwendet werden, kdnnen diese substituiert oder unsubstitu-
iert sein. Wenn sie substituiert sind, missen die Substituenten ebenfalls gegen eine Fragmentierung bestandig
sein und kénnen aus irgendeiner der oben angefihrten Kategorien ausgewahlt sein.

[0142] Wie weiter oben erdrtert, wird es bevorzugt, dass jede Massenmarkierung gegen eine Fragmentierung
bestandig ist und auch bevorzugt eine Stabilitdt gegentiber Elektronenionisations-Bedingungen bei 50 Volt auf-
weisen.

[0143] Eine vorteilhafte Ausfihrungsform dieser Technologie ist die Verwendung von fluorierten Massenmar-
kierungen, wenn eine Hochaufldsungs-Massenanalyse von Markierungen nach deren Abspaltung von ihrer
Nucleinsaure verwendet wird. Ein Kohlenwasserstoffmolekiil, dessen ganzzahlige Masse 100 ist, wird eine um
einen Bruchteil hhere genaue Masse aufweisen. Im Gegensatz dazu weist ein fluoriertes Molekul, dessen
ganzzahlige Masse 100 ist, eine um einen Bruchteil niedrigere genaue Masse auf. Diese Massenunterschiede
sind in einer Hochaufldsungs-Massenanalyse unterscheidbar, und zwei Molekule mit der gleichen ganzzahli-
gen Masse, aber verschiedenen Zusammensetzungen erzeugen unterschiedliche Peaks im Massenspektrum,
wenn sie verschiedene Mengen an Kohlenasserstoff und Fluorkohlenstoff aufweisen. Man sagt, dass fluorierte
Molekile einen "Massendefekt" aufweisen. Da fluorierte Molekiile in lebenden Systemen nicht haufig sind, be-
deutet dies, dass eine fluorierte Massenmarkierung im Massenspektrum unterscheidbar ist, selbst in Anwesen-
heit von kontaminierenden Peaks aufgrund einer Fragmentierung der Nucleinsauren oder aus Puffern, solange
die Nucleinsduren und verwendeten Reagenzien nicht selbst fluoriert sind. Die Einfiihrung einer Anzahl von
Einheiten von fluorierten Arylethern ist ein einfaches Mittel zur Einfihrung eines Massendefekts in die Massen-
markierung (siehe Fig. 8). Eine Alternative zur Verwendung von getrennten Reihen von Massendefektgruppen
besteht darin, die Polymere von normalen Arylethern durch ihre fluorierten Analoga zu ersetzen.

Aminosauren:

[0144] Mit einer kleinen Zahl von Aminosauren wie Glycin, Alanin und Leucin kann unter Verwendung von in
der Technik wohlbekannten Standard-Peptidsyntheseverfahren eine grof3e Zahl kleiner Peptide mit verschie-
denen Massen erzeugt werden. Mit mehr Aminosauren kénnen viel mehr Markierungen synthetisiert werden.
Man muss sich nicht auf natiirliche Aminosauren beschranken. Jede chirale Form ist annehmbar, und verschie-
dene nicht-natirliche Seitenketten sind ebenfalls annehmbar. (siehe Referenz 31)
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Beispiel 1:
Synthese von negative lonen bildenden Spezies
Materialien:

BSA (cyclisches 2-Sulfobenzoesaureanhydrid) — 100 mg, 0,54 mMol
Benzylalkohol — 2 ml
Natriumcarbonat — 1,1 Aquiv., 63 mg.

Verfahren:

[0145] Man I6se Carbonat und BSA zusammen und gebe Benzylalkohol dazu. Man erwarme, um die Reakti-
on zu starten (CO, entwickelt sich). Man rlihre, bis das Aufschdumen aufhort. Man filtriere und falle das Produkt
durch die Zugabe von Diethylether aus. Man riihre 10 Minuten und isoliere das Produkt durch Filtration. Das
Produkt ist ein weilRer Festkorper. Dieses Molekiil wird als AG/1/75 bezeichnet. (Siehe Fig. 11).

Massenspektrometrie: Negativ-lonen-Modus

[0146] Ein Negativ-lonen-Massenspektrum des vorstehend synthetisierten Molekiils AG/1/75 ist in Fig. 11
gezeigt. Dieses Spektrum wurde mit dem zu 10 ng/ul vorliegenden Molekil erzeugt. Das Lésungsmittel war
Methanol und Wasser in einem Verhaltnis von 1:1. Das Spektrum wurde mit einem Elektrospray-Einlasssystem
erzeugt, das an ein Quadrupol-Scanning-Massenspektrometer gekoppelt war. Die Vergroflerung zeigt die
Massenpeaks, die dem Anion des AG/1/75-Molekils entsprechen, einem einzigen geladenen negativen lon
bei m/z 291 Dalton [M-Na]~. Man bemerke, dass die Isotopen-Peaks Uber etwa drei Dalton vom Quasi-Mole-
kulion-Peak entfernt signifikant sind.

[0147] Eia. 12 zeigt ein Positiv-lonen-Spektrum von AG/1/75. Es gibt kein nachweisbares Molekilion in die-
sem Spektrum, deshalb wird dieses Molekil am besten als Negativ-lonen-Modus-Markierung verwendet. Bei-
de obigen Spektren werden mit einer Kegelspannung von 45 V in der Elektrospray-Quelle erzeugt.

[0148] Fig. 13 zeigt ein Negativ-lonen-Spektrum von AG/1/75 in der gleichen Ldsung wie bei den vorherigen
Spektren, aber mit einer Kegelspannung von 75 V. Diese Spannung reicht aus, um eine signifikante Fragmen-
tierung in dem Molekul zu bewirken, was einen grofieren Negativ-Fragmention-Peak bei m/z 156 Dalton er-
zeugt, welcher der Abspaltung an der Position entspricht, die in der eingefligten Struktur in Eig. 13 gezeigt ist.

[0149] Die Eig. 14 und Fiq. 15 zeigen Massenspektren eines "unkonditionierten" PCR-Produkts in verschie-
denen Puffern im positiven und negativen Modus. Das PCR-Produkt war "unkonditioniert", indem keine An-
strengung unternommen worden war, die DNA vom Puffer und Reaktionsmaterial Uber das hinaus abzutren-
nen, was normalerweise fiir Gelelektrophorese getan wird. Es wurde kein Versuch unternommen, Metallio-
nen-Addukte gegen Ammoniumionen auszutauschen oder reine DNA zu erzeugen, wie es die Ubliche Praxis
fur Massenspektrometrie-Zwecke ist. Die Fig. 16 und Eig. 17 zeigen das gleiche PCR-Produkt mit AG/1/75,
das klar im Negativ-lonen-Modus, aber nicht im positiven Modus nachgewiesen werden kann. Die Fig. 18 und
Fig. 19 zeigen dieselben Spektren nach Signalverarbeitung, um Hintergrundrauschen zu subtrahieren, und es
ist klar, dass AG/1/75 im Negativ-lonen-Modus leicht nachgewiesen werden kann.

Beispiel 2
Synthese einer Base, die mit einem Arylether massenmarkiert ist

[0150] Das folgende sind Protokolle der Synthese einer Reihe von Arylethern von Thymidin-Nucleotiden. Die
Strukturen dieser Verbindungen sind in den Fig. 24 und Fig. 25 gezeigt.

FT9 (siehe Fig. 24)

[0151] Eine Lésung von 5'-O-(4,4'-Dimethoxytrityl)-3'-succinoylthymidin (161 mg, 0,25 mMol) in Dichlorme-
than (4 ml) wurde mit N-Methylmorpholin (27 pl, 0,25 mMol) und 2-Chlor-4,6-dimethoxytriazin (44 mg, 0,25
mMol) behandelt, und das Ganze wurde 1 h bei Raumtemperatur gertihrt. Dann wurde 4-Phenoxyphenol (51
mg, 0,27 mMol) dazugegeben und das Rihren wurde 5 Tage fortgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde mit
Dichlormethan verdiinnt und mit einer wassrigen Citronensaure-Lésung (10% Gew./Vol.) und zweimal mit
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Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet (Na,SO,) und das Lésungsmittel wurde unter
verringertem Druck entfernt. Der Ruckstand wurde durch Flash-Chromatographie unter Verwendung von
Ethylacetat/n-Hexan (2:1), das 1% Triethylamin enthielt, als Eluat gereinigt, was 86 mg (42% Ausbeute) FT9
als farblosen Schaum ergab. 'H-NMR (CDCl,): & 1,39 (3 H, m); 2,46 (2 H, m); 2,75 (2 H, m); 2,86 (2 H, m); 3,48
(2H, m); 3,78 (6 H, s); 4.14 (1 H, m); 5,52 (1 H, m); 6,44 (1 H, m); 6,75-7,45 (22 H, m); 7,60 (1 H, d). MS (FAB),
m/z 812 (M*). Berechn. fir C,;H,,N,O,,: C 69,44; H 5,46; N 3,46% Gefunden: C 69,66; H 5,53; N 3,24%

FT17 (siehe Fig. 24)

[0152] Eine Losung von 5'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3'-succinoylthymidin (288 mg, 0,5 mMol) in Dichlorme-
than (3 ml) wurde mit drei Tropfen Pyridin und dann tropfenweise mit einer L6sung von Oxalylchlorid (2 M; 0,3
ml, 0,6 mMol) in Dichlormethan behandelt. Die Reaktionsmischung wurde 90 min bei Raumtemp. gertihrt. Die
Lésung des so gebildeten Saurechlorids wurde in eine eiskalte Lésung von 4-Phenoxyphenol (110 mg, 0,59
mMol) und Pyridin (0,3 ml) in Dichlormethan (3 ml) getropft. Nach 30 min wurde eine weitere Portion 4-Phen-
oxyphenol (35 mg, 0,19 mMol) in Dichlormethan (0,7 ml) dazugegeben, und das Rihren wurde 4 h fortgesetzt.
Die Reaktionsmischung wurde mit Dichlormethan verdinnt und mit einer wassrigen NaHCO,-Ldsung (5%
Gew./Vol.) und zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na,SO, getrocknet und das
Lésungsmittel wurde unter verringertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde durch Flash-Chromatographie
unter Verwendung von Ethylacetat/n-Hexan (1:1) als Eluent gereinigt, was 145 mg (47% Ausbeute) FT17 als
farblosen Schaum ergab. 'H-NMR (CDCl,): 8 0,12 (6 H); 0,92 (9 H); 1,92 (3 H, s); 2,12 (1 H, m); 2,40 (1 H, m);
2,77 (2 H, m); 2,89 (2 H); 3,90 (2 H, d); 4,11 (1 H, d); 5,30 (1 H, d); 6,36 (1 H, dd); 7.00-7.27 (9 H, m); 7.54 (1
H, d); 8.28 (1 H, br. s). MS (FAB) m/z 625 [M + H]". Berechn. fur C,,H,,N,O,Si: C 61,52; H 6,45; N 4,48% Ge-
funden: C 61,60; H 6,45; N 4,45.

FT18/1 (siehe Fig. 25)

[0153] Eine Losung von 4-Phenoxyphenylglutarat (180 mg, 0,6 mMol) in Dichlormethan (3 ml) wurde mit drei
Tropfen Pyridin und dann tropfenweise mit einer Lé6sung von Oxalylchlorid (2 M; 0,35 ml, 0,7 mMol) in Dichlor-
methan behandelt. Die Reaktionsmischung wurde 90 min bei Raumtemperatur gerihrt. Die LOsung des so ge-
bildeten Saurechlorids wurde in eine eiskalte Losung von 5'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)thymidin (228 mg, 0,5
mMol) und Pyridin (0,3 ml) in Dichlormethan (3 ml) getropft. Das Ruhren wurde 5 h bei Raumtemperatur fort-
gesetzt. Die Reaktionsmischung wurde mit Dichlormethan verdinnt und mit wassrigem NaHCO; (5%
Gew./Vol.) und zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet (Na,SO,) und das
Lésungsmittel wurde unter verringertem Druck verdampft. Der Rickstand wurde durch Flash-Chromatogra-
phie unter Verwendung von Ethylacetat/n-Hexan (1:1) als Eluent gereinigt, was 111 mg (35% Ausbeute)
FT18/1 als farbloses Ol ergab. 'H-NMR (CDCL,): & 0,12 (6 H); 0,92 (9 H, s); 1,92 (3 H, s); 2,02-2,30 (3 H, m);
2,35-2,75 (5 H, m); 3,92 (2 H, d); 4,10 (1 H, d); 5,29 (1 H, d); 6,36 (1 H, dd); 6,97-7,37 (9 H, m); 7,54 (1 H, d);
8,65 (1 H, br. s). MS (FAB), m/z 639 [M + H]". Berechn. fir C,,H,,N,O,Si (H,0): C 60,35; H 6,75; N 4,26%,
Gefunden: C 60,57; H 6,60; N 4,18%.

F23 (siehe Fig. 25)

[0154] Eine Losung von 5'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3'-succinoylthymidin (288 mg, 0,5 mMol) in Dichlorme-
than (3 ml) wurde mit drei Tropfen Pyridin und dann tropfenweise mit einer L6sung von Oxalylchlorid (2 M; 0,3
ml, 0,6 mMol) in Dichlormethan behandelt. Die Reaktionsmischung wurde 90 min bei Raumtemperatur gerthrt.
Die Losung des so gebildeten Saurechlorids wurde in eine eiskalte Lésung von (4'-Phenoxy)-4-phenoxyben-
zylalkohol (146 mg, 0,5 Mol) und Pyridin (0,3 ml) in Dichlormethan (3 ml) getropft. Das Rihren wurde 4 h bei
Raumtemperatur fortgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde mit Ethylacetat verdinnt und mit wassrigem
NaHCO, (5% Gew./Vol.) und zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na,SO, ge-
trocknet und das Ldsungsmittel wurde unter verringertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde durch
Flash-Chromatographie unter Verwendung von Ethylacetat/n-Hexan (1:1) gereinigt, was 73 mg (20% Ausbeu-
te) FT 23 ergab. "H-NMR (CDCl,): 5 0,13 (6 H, s); 0,92 (9 H, s); 1,92 (3 H, s); 2,11 (1 H, m); 2,39 (1 H, m); 2,68
(4 H,s); 3,90 (2 H, d); 4,06 (1 H; d); 5,11 (2 H, s); 5,27 (1 H, d); 6,34 (1 H; m); 6,95-7,37 (13 H, m); 7,35 (1 H,
d); 8,27 (1 H, br. s). MS (FAB), m/z 731 [M + H]*. Berechn. fur C,4H,sN,O,,Si: C 64,08; H 6,34; N 3,85%, Ge-
funden: C 64,32; H 6,38; N 3,79%.

Massenspektrometrie von massenmarkierter Base FT23

[0155] Massenspektrometrie-Untersuchungen wurden an FT23 als Modell fir das Verhalten einer massen-
markierten Base in Anwesenheit und Abwesenheit eines Oligonucleotid-Hintergrunds durchgefihrt. Die Ergeb-
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nisse dieser Untersuchungen sind in den Fig. 20 bis Fig. 23 dargestellt. Jede Figur zeigt ein Massenspektrum,
das unter Verwendung einer Elektrospray-lonenquelle mit einer Kegelspannung von 45 V in einem Plat-
form-LC-Quadrupol-Scanning-Massenspektrometer (Micromass UK) erzeugt wurde. In jedem Fall lag FT23 zu
4 pMol/pl vor. Fig. 20 zeigt das Massenspektrum im Negativ-lonen-Modus mit einem herausragenden Peak
bei 729,3, was dem [M — H]-lon entspricht. Fig. 21 zeigt das entsprechende Massenspektrum im Positiv-lo-
nen-Modus mit einer Anzahl von herausragenden Peaks.

[0156] Die Fig. 22 und Fig. 23 zeigen ein Negativ-lonen- bzw. Positiv-lonen-Modus-Massenspektrum, das
unter den gleichen Bedingungen wie jenen erzeugt wurde, die in den Fig. 20 und Fig. 21 gezeigt sind, mit der
Ausnahme, dass eine Oligonucleotid-Probe mit einem ungefahren Molekulargewicht von 3000 zusatzlich zu
jeweils 4 pMol/ul anwesend ist. Wiederum ist im Negativ-lonen-Modus (Fig. 22) ein klarer Peak bei 729,3 wahr-
nehmbar. Im Positiv-lonen-Modus (Fig. 23) wird wiederum eine Anzahl von Peaks nachgewiesen.

[0157] Diese Ergebnisse zeigen an, dass die massenmarkierte Base FT23 leicht in der Negativ-lonen-Mo-
dus-Massenspektrometrie nachweisbar ist, selbst in Anwesenheit von dquimolarem (kontaminierendem) Oli-
gonucleotid.
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Schlissel zu den Figuren
Schlussel zu Fig. 1

Schritt 1: Herstellen von cDNA, die auf einem Festphasentrager fixiert ist, z. B. unter Verwendung eines bioti-
nylierten poly-T-Primers

Schritt 2: Behandeln von zurlickgehaltenen poly-A-tragenden cDNAs mit einem ,Referenzenzym" und Wa-
schen zur Entfernung von freien Fragmenten

Schritt 3: Zugabe eines Adapters mit einem klebrigen Ende, das zu dem klebrigen ,Referenzenzym"-Ende
komplementar ist und eine Bindungsstelle fir das ,Probe-Enzym" tragt. Der Adapter kann auch eine Primer-
sequenz tragen, um eine lineare Amplifikation der Martizen-DNA zu gewahrleisten

Schritt 4: Behandeln der Adapter-cDNAs mit ,Probe-Endonuclease" und Waschen zur Entfernung von unge-
bundenen Fragmenten

Schritt 5: Zugabe eines Adapters mit einem klebrigen Ende, das zu dem klebrigen ,Referenzenzym"-Ende
komplementar ist und eine Bindungsstelle fur das ,Probe-Enzym" tragt. Der Adapter sollte auch eine Massen-
markierung mit einem photospaltbaren Linker tragen.

Schritt 6: Zugabe von ,Probe-Enzym"

Schritt 7: Entfernen der flissigen Phase, in welche Signaturfragmente freigesetzt wurden, und Ligieren an ei-
nen Oligonucleotid-Array, der alle der 256 mdglichen 4-mere an getrennten Stellen auf einem Glaschip tragt
Schritt 8: Einbetten der ligierten Signaturen in MALDI-MATRIX. Uberfiihren des Chips mit den ligierten Signa-
turen in ein MALDI-Massenspektrometer

Schritt 9: Laserscannen des Chips zur Abspaltung der Massenmarkierungen von den Signaturen in einem Feld
des Chips. Scannen des gleichen Bereichs mit einem UV-Laser mit einer zweiten Frequenz zur lonisierung der
abgespaltenen Massenmarkierungen fir die massenspektrometrische Analyse.

Schlissel zu Fig. 2a

Schritt 1: Durchleiten durch eine Matrix mit Biotin-markiertem Poly-T, das an Avidin-beschichtete Beads gebun-
den ist

Schritt 2: Behandeln von zurlickgehaltenen poly-A-tragenden cDNAs mit einer ,Referenz-Endonuclease" und
Waschen zur Entfernung von ungebundenen Fragmenten

Schritt 3: Zugabe eines Adapters mit einem klebrigen Ende, das zu dem klebrigen "Referenzenzym"-Ende
komplementar ist und eine Bindungsstelle fiir die ,Probe-Endonuclease" tragt.

Schritt 4: Zugabe von ,Probe-Enzym"

Schritt 5: Zugabe von Adaptern mit klebrigen Enden, die zu allen mdglichen klebrigen 4-Basen-Enden komple-
mentar sind und eine Bindungsstelle fir die ,Probe-Endonuclease" tragen. Diese Adapter tragen auch eine
,Massenmarkierung" zur ldentifizierung der Sequenz des unbestimmten von ihnen identifizierten klebrigen En-
des.

Schlissel zu Fig. 2b

Schritt 6: Zugabe von ,Probe-Enzym"

Schritt 7: Entfernen der flissigen Phase, in welche Signaturfragmente freigesetzt wurden, und Aufteilen in 256
Vertiefungen.

Schritt 8: Ligieren der Signaturen mit den Beads in der Vertiefung. Jede Vertiefung enthalt Beads, die einem
moglichen klebrigen Ende entsprechen. Waschen zur Entfernung von unligierten Signaturen in jeder Vertie-
fung.

Schritt 9: Abspalten der Massenmarkierung von den immobilisierten Signaturfragmenten, so dass diese in die
fliussige Phase freigesetzt wird, und Analyse mittels Elektrospray-Massenspektrometrie

Schlissel zu Fig. 3a

Schritt 1: Durchleiten durch eine Matrix mit Biotin-markiertem Poly-T, das an Avidin-beschichtete Beads gebun-
den ist

Schritt 2: Behandeln von zurlickgehaltenen poly-A-tragenden cDNAs mit einer ,Referenz-Endonuclease" und
Waschen zur Entfernung von ungebundenen Fragmenten

Schritt 3: Zugabe eines Adapters mit einem klebrigen Ende, das zu dem klebrigen ,Referenzenzym"-Ende
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komplementar ist und eine Bindungsstelle fiir die ,Probe-Endonuclease" tragt.

Schritt 4: Zugabe von ,Probe-Enzym"

Schritt 5: Zugabe von Adaptern mit klebrigen Enden, die zu allen mdglichen klebrigen 4-Basen-Enden komple-
mentar sind und eine Bindungsstelle fir die ,Probe-Endonuclease" tragen. Diese Adapter tragen auch eine
,Massenmarkierung" zur ldentifizierung der Sequenz des unbestimmten von ihnen identifizierten klebrigen En-
des.

Schlissel zu Fig. 3b

Schritt 6: Zugabe von ,Probe-Enzym"

Schritt 7: Entfernen der fliissigen Phase, in welche Signaturfragmente freigesetzt wurden, und Beladen einer
HPLC-Affinitdtssaule zur Aufteilung der Fragmente in 256 Teilmengen aufgrund des klebrigen Endes

Schritt 8: Die Saule sollte die Signaturen in Fraktionen aufteilen, die das gleiche klebrige Ende tragen. Diese
Fraktionen mussen dann einem Laser ausgesetzt werden, um die Massenmarkierung abzuspalten.

Schritt 9: Die abgespaltenen Massenmarkierungen und Signaturfragmente kénnen dann direkt zur Analyse in
ein Elektrospray-Massenspektrometer geleitet werden. Die Ladung der Markierung kann so ausgelegt sein,
dass sie der Oligonucleotid-Signatur entgegengesetzt ist. Demgemal kénnen die Markierungen bei negativer
Ladung mittels Negativ-lonen-Massenspektrometrie analysiert werden.

Schlissel zu Fig. 4

A lonenquelle

B lonenstrom

C elektrisches Gatter

D Reflektron

E Detektor

(1), (2) bevorzugte photospaltbare Linker

Schlissel zu Fig. 8

(1)-(3) bevorzugte Strukturen fur Massenmarkierungen, wobei n = 0
(4) Massendefekt enthaltende Massenmarkierungen, wobei n = 0 und m = 0 und X bevorzugt F oder H ist

Schlissel zu Fig. 9
(1) bevorzugte Endvariable oder Massenreihen-modifizierende Gruppe
(2) bevorzugte innere Variable oder Massenreihen-modifizierende Gruppe, wobei n = 0 und R beliebige Grup-
pen sein koénnen. Bei Massenreihenmodifizierenden Gruppen sollten die R-Gruppen bevorzugt nicht ionisieren
oder fragmentieren. lonisierende Gruppen sind in einer anderen Figur dargestellt.

Schlissel zu Fig. 10

(1) Negativ-lonen-Modus-Gruppen
(2) Positiv-lonen-Modus-Gruppen

Schlissel zu Fig. 11

Legende: Probe AG/1/75, 10 ng/ul, 1:1 MeOH:Wasser, CV = 45V LIVERO1 1 (0,997) Sm (SG, 2 x 0,60), Scan
ES-1,79e8, wobei AG/1/75

o)

o0

oNa
(M314)

ist.
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Schlissel zu Fig. 12

Legende: AG/1/75 5 x 10”'M 20 pl/min Einleitung in MeOH/H,O 1:1 LPOOL3 13 (0,496) Cm (9:13), Scan ES
+ 1,89e6

Schlissel zu Fig. 13

Legende: Probe AG/1/75, 10 ng/pl, 1:1 MeOH:Wasser, CV = 75V LIVER02 1 (0,998) Sm (SG, 2 x 0,60), Scan
ES - 4,37e7, wobei AG/1/75

156 0

0

SO3iNa

(M314)
ist.
Schlissel zu Fig. 14
Legende: DNA 1:5V in MeOH:H,0 + 0,2% AMEISENSAURE 45V +/- UMSCHALTEN
(1): LPOOLS5 9 (0,628) Cm (2:13), 1: Scan ES - 4,56e3
(2): LPOOLS5 3 (0,243) Cm (3:10), 2: Scan ES + 1,13e5
Schlissel zu Fig. 15
Legende: DNA 1:5V in MeOH:H,O + 0,2% AMMONIAK 45V +/- UMSCHALTEN
(1): LPOOLS6 10 (0,761) Cm (4:12), 1: Scan ES - 1,37e4
(2): LPOOLS6 11 (0,726) Cm (2:11), 2: Scan ES + 8,13e4
Schlissel zu Fig. 16
Legende: DNA + AG/1/75 + 0,2% AMEISENSAURE SCHLEIFEN-INJ +/- ES
(1): LPOOL9 14 (0,800) Cm (11:18), 2: Scan ES + 1,04e6
(2): LPOOL9 14 (0,771) Cm (12:18), 1: Scan ES - 4,20e3
Schlissel zu Fig. 17
Legende: DNA + AG/1/75 + 0,2% AMEISENSAURE SCHLEIFEN-INJ +/- ES
(1): LPOOL10 13 (0,747) Cm (11:17), 2: Scan ES + 1,866
(2): LPOOL10 11 (0,608) Cm (11:17), 1: Scan ES - 3,23e3
Schlissel zu Fig. 18
Legende: DNA + AG/1/75 + 0,2% AMEISENSAURE SCHLEIFEN-INJ +/- ES
(1): LPOOL9 14 (0,800) Cm (13:15 - (22:29 + 4:7)), 2: Scan ES + 1,02e6, (Hintergrund abgezogen)
(2): LPOOL9 16 (0,881) Cm (16:19 — (23:29 + 9:13)), 1: Scan ES - 2,70e3, (Hintergrund abgezogen)
Schlissel zu Fig. 19
Legende: DNA + AG/1/75 + 0,2% AMMONIAK SCHLEIFEN-INJ +/- ES
(1): LPOOL10 13 (0,747) Cm (13:14 — (6:8 + 22:25)), 2: Scan ES + 2,93e6, (Hintergrund abgezogen)
(2): LPOOL10 11 (0,608) Cm (11:16 — (8 + 26)), 1: Scan ES - 1,03e3, (Hintergrund abgezogen)
Schlissel zu Fig. 20

Legende: FT23 (nur)(- ves lon) 4 pmol/pl, LPOOL2 3 (0,266) Cm (2:24), 2: Scan ES - 7,35e5
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Schlissel zu Fig. 21

Legende: FT23 (nur)(+ ves lon) 4 pmol/pl, LPOOL2 5 (0,381) Cm (2:24), 1: Scan ES + 3,68e6
Schlissel zu Fig. 22

Legende: FT23/OLIGO (- ves lon) 4 pmol/ul, LPOOLI 18 (1,405) Cm (3:25), (Oligonucleotid Mol.-Gew. = 3000),
2: Scan ES - 3,21e5

Schlissel zu Fig. 23

Legende: FT23/OLIGO (+ ves lon) 4 pmol/ul, LPOOL1 11 (0,830) Cm (4:26), (Oligonucleotid Mol.-Gew. =
3000), 1: Scan ES + 2,03e6

Patentanspriiche

1. Array von Hybridisierungssonden, von denen jede einen Massenmarker aufweist, der mit einer bekann-
ten Basensequenz vorbestimmter Ladnge verbunden ist, worin jeder Massenmarker des Arrays, gegebenenfalls
zusammen mit der bekannten Basensequenz, durch Massenspektrometrie mit dieser Basensequenz in Bezie-
hung gesetzt werden kann, und worin jeder Massenmarker eine aus Nicotinsaure, Sinapinsaure und Zimtsaure
ausgewahlte Photo-Anregungsgruppe aufweist.

2. Array nach Anspruch 1, worin jeder Massenmarker in Bezug auf jeden anderen Massenmarker in dem
Array eindeutig identifizierbar ist.

3. Array nach Anspruch 1 oder 2, worin die vorbestimmte Lange der Basensequenz 2 bis 25 betragt.

4. Array nach einem der Anspriche 1 bis 3, worin jeder Massenmarker abspaltbar an seiner betreffende
bekannte Basensequenz gebunden ist und nach der Freisetzung davon durch Massenspektrometrie zu seiner
Basensequenz in Beziehung gesetzt werden kann.

5. Array nach Anspruch 4, worin jeder Massenmarker durch eine durch Kollision spaltbare, durch Lichtein-
wirkung spaltbare, chemisch spaltbare oder thermisch spaltbare Bindung abspaltbar an die bekannte Basen-
sequenz gebunden ist.

6. Array nach Anspruch 4 oder Anspruch 5, worin jeder Massenmarker durch eine Bindung, die in einem
Massenspektrometer gespalten wird, abspaltbar an die bekannte Basensequenz gebunden ist.

7. Array nach einem der Anspriiche 4 bis 6, worin jeder Massenmarker unter lonisierungsbedingungen ne-
gativ geladen wird.

8. Array nach einem der vorhergehenden Anspriche, worin die bekannte Basensequenz ein kohasives
Ende (sticky end) eines Adaptor-Oligonucleotids umfasst, welches eine Erkennungssequenz fiir eine Restrik-
tions-Endonuclease aufweist, die in einem vorbestimmten Abstand von der Erkennungssequenz spaltet.

9. Array nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin die bekannte Basensequenz eine Vielzahl von
daran gebundenen identischen Massenmarkern aufweist.

10. Array nach einem der vorhergehenden Anspriche, worin die Photo-Anregungsgruppe ein anregbares
lonisierungsmittel ist und fur die Durchfiihrung einer Matrix-assistierten Laser-Desorptions-lonisierung geeig-
net ist.

11. Verwendung eines Arrays von Hybridisierungssonden, wie er in einem der vorhergehenden Anspriche
definiert ist, bei einem Verfahren zur Bestimmung der Hybridisierung der Sonden durch Massenspektrometrie
der Massenmarker gegebenenfalls zusammen mit ihren jeweiligen bekannten Basensequenzen.

12. Verwendung einer Hybridisierungssonde, die einen an eine bekannte Basensequenz vorbestimmter
Lange gebundenen Massenmarker umfasst, bei einem Verfahren zur Bestimmung der Hybridisierung der Son-
de durch Massenspektrometrie des Massenmarkers gegebenenfalls zusammen mit der bekannten Basense-
quenz, worin der Massenmarker eine Photo-Anregungsgruppe ausgewahlt aus Nicotinsdure, Sinapinsaure
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und Zimtsaure umfasst.
13. Verwendung nach Anspruch 12, worin die vorbestimmte Lange der Basensequenz 2 bis 25 betragt.

14. Verwendung nach Anspruch 12 oder 13, worin der Massenmarker abspaltbar an die bekannte Basen-
sequenz gebunden ist.

15. Verwendung nach Anspruch 14, worin der Massenmarker durch eine Kollisions-spaltbare, durch Licht-
einwirkung spaltbare, chemisch spaltbare oder thermisch spaltbare Bindung abspaltbar an die bekannte Ba-
sensequenz gebunden ist.

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder Anspruch 15, worin der Massenmarker Gber eine Bindung, die in
einem Massenspektrometer gespalten wird, abspaltbar an die bekannte Basensequenz gebunden ist.

17. Verwendung nach einem der Anspriiche 14 bis 16, worin der Massenmarker unter ionisierenden Be-
dingungen negativ geladen wird.

18. Verwendung nach einem der Anspriche 14 bis 17, worin der Massenmarker durch Massenspektrome-
trie von der bekannten Basensequenz getrennt werden kann.

19. Verwendung nach einem der Anspriiche 12 bis 18, worin die bekannte Basensequenz ein kohasives
Ende eines Adaptor-Oligonucleotids aufweist, welches eine Erkennungssequenz fir eine Restriktions-Endo-
nuclease umfasst, die in einem vorbestimmten Abstand von der Erkennungssequenz spaltet.

20. Verwendung nach einem der Anspruche 12 bis 19 zur Bestimmung der Hybridisierung der Probe in ei-
ner Polymerase-Kettenreaktion oder einer Ligase-Kettenreaktion.

21. Verwendung nach einem der Anspruche 12 bis 20, worin die bekannte Basensequenz eine Vielzahl von
daran gebundenen identischen Massenmarkern aufweist.

22. Verwendung nach einem der Anspriiche 12 bis 21, worin die Photo-Anregungsgruppe ein anregbares
lonisierungsmittel ist und fur die Durchfiihrung einer Matrix-assistierten Laser-Desorptions-lonisierung geeig-
net ist.

23. Verwendung nach einem der Anspriche 11 bis 22, worin das Verfahren ausschlieRlich on-line durch-
gefuhrt wird.

24. Verfahren zur Bestimmung der Hybridisierung eines Arrays von Sonden mit einer Target-Nucleinsaure,
welches Verfahren darin besteht
(a) die Target-Nucleinsaure mit jeder Hybridisierungssonde des Arrays unter Bedingungen, bei denen die Son-
de mit der Target-Nucleinsaure hybridisiert, in Kontakt zu bringen, und gegebenenfalls nicht hybridisertes Ma-
terial zu entfernen, worin jede Sonde einen Massenmarker aufweist, der an eine bekannte Basensequenz vor-
bestimmter Lange gebunden ist, worin jeder Massenmarker eine Photo-Anregungsgruppe aufweist ausge-
wahlt aus Nicotinsaure, Sinapinsaure und Zimtsaure; und
(b) die hybridisierte Sonde durch Massenspektrometrie zu identifizieren.

25. Verfahren nach Anspruch 24, worin jeder Massenmarker abspaltbar an seine betreffende bekannte Ba-
sensequenz gebunden ist und jede hybridisierte Sonde zur Freisetzung des Massenmarkers gespalten wird,
welcher freigesetzte Marker unter Verwendung eines Massenspektrometers identifiziert wird.

26. Verfahren zur Bestimmung des Hybridisierung einer Sonde mit einer Target-Nucleinsaure, welches
Verfahren darin besteht
(a) die Target-Nucleinsaure mit einer Hybridisierungssonde, welche einen an eine bekannte Basensequenz
vorbestimmter Lange gebundenen Massenmarker aufweist, unter Bedingungen, bei denen die Sonde mit der
Target-Nucleinsaure hybridisiert, in Kontakt zu bringen und gegebenenfalls nicht hybridisiertes Material zu ent-
fernen, worin der Massenmarker eine aus Nicotinsdure, Sinapinsdure und Zimtsdure ausgewahlte Photo-An-
regungsgruppe aufweist, und
(b) die hybridisierte Sonde durch Massenspekrometrie zu identifizieren.

27. Verfahren nach Anspruch 26, worin der Massenmarker abspaltbar an seine betreffende bekannte Ba-
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sensequenz gebunden ist und die hybridisierte Sonde zur Freisetzung des Massenmarkers gespalten wird,
welcher freigesetzte Massenmarker unter Verwendung eines Massenspektrometers identifiziert wird.

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 27, worin der oder die Sonde(n) zur Matrix-unterstitzte
Laser-Desorptions-lonisations-Massenspektrometrie analysiert wird.

29. Verfahren nach einem der Anspriche 24 bis 28, worin die vorbestimmte Lange der Basensequenz 2
bis 25 betragt.

30. Verfahren nach einem der Anspriche 24 bis 29, worin die oder jeder Massenmarker durch eine Kolli-
sions-spaltbare, durch Lichteinwirkung spaltbare, chemisch spaltbare oder thermisch spaltbare Bindung ab-
spaltbar an die bekannte Basensequenz gebunden ist.

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 25 oder 27 bis 30, worin die Bindung in dem Massenspektrome-
ter gespalten wird.

32. Verfahren nach Anspruch 31, worin die Spaltung der Bindung durch Laser-Photospaltung ausgelost
wird.

33. Verfahren nach Anspruch 31, worin die Spaltung der Bindung durch Kollision ausgeldst wird.

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 25 oder 27 bis 33, worin jeder Massenmarker unter lonisierungs-
bedingungen negativ geladen wird.

35. Verfahren nach einem der Anspriiche 25 oder 27 bis 34, worin die Massenmarker und die bekannten
Basensequenzen vor dem Eintreten in den Massenspektrometer nicht getrennt werden.

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 35, worin die bekannte Basensequenz ein kohasives Ende
eines Adaptor-Oligonucleotids umfasst, welches eine Erkennunssequenz fur eine Restriktions-Endonuclease
aufweist, die in einem vorbestimmten Abstand von der Erkennungssequenz spaltet.

37. Verfahren nach einem der Anspriche 24 bis 36, worin die bekannte Basensequenz eine Vielzahl von
daran gebundenen identischen Massenmarkern aufweist.

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 37, worin die Photo-Anregungsgruppe ein anregbares lo-
nisierungsmittel ist und fir die Durchfiihrung einer Matrix-unterstiitzten Laser-Desorptions-lonisierung geeig-
net ist.

39. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 38, welches on-line durchgefihrt wird.

40. Verwendung eines Arrays, wie es in einem der Anspruche 1 bis 10 definiert ist, fir das Ablesen eines
Oligonucleotid-Chips.

41. Verwendung eines Arrays, wie er in einem der Anspriiche 1 bis 10 definiert ist, in einem kompetitiven
Bindungsassay zur Identifizierung eines Oligonucleotid-Bindungsmittels.

42. Verwendung eines Arrays, wie er in einem der Anspriche 1 bis 10 definiert ist, bei einer Polymera-
se-Kettenreaktion oder einer Ligase-Kettenreaktion zur Sondierung vorbestimmter Sequenzen.

43. Verfahren zur Charakterisierung von cDNA, welches Verfahren darin besteht:
(a) eine Probe, die eine Population aus einer oder mehreren cDNAs umfasst, mit einer Restriktions-Endonuc-
lease zu spalten und Fragmente, die ein Ende der cDNA aufweisen, deren Restriktionssequenz eine Restrik-
tionssequenz proximal zu dem Ende der cDNA ist, zu isolieren;
(b) die isolierten Fragmente mit einer ersten probenbildenden Endonuclease an einer ersten Probensequenz
bekannten Abstands von der Referenz-Stelle zu spalten, zur Erzeugung eines ersten und zweiten Sub-Frag-
ments, die jeweils eine Sequenz vorbestimmter Lange mit kohdsivem Ende und eine unbekannte Sequenz um-
fassen, wobei das erste Sub-Fragment das Ende der cDNA aufweist;
(c) entweder die ersten oder zweiten Sub-Fragmente gemaR ihrer Sequenz mit kohasivem Ende unter Bildung
von Sub-Populationen zu sortieren und die Sequenz mit kohasivem Ende einer jeden Sub-Population als ers-
tes kohasives Ende aufzuzeichnen;
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(d) die Sub-Fragmente in jeder Sub-Population mit einer zweiten probenbildenden Endonuclease, welche die
gleiche ist wie oder verschieden ist von der ersten probenbildenden Endonuclease an einer zweiten Proben-
bildungsstelle bekannten Abstands von der ersten Probenbildungsstelle zu spalten, um aus jedem Sub-Frag-
ment ein weiteres Sub-Fragment zu erzeugen, welches eine zweite Sequenz mit kohasivem Ende vorbestimm-
ter Lange und eine unbekannte Sequenz aufweist; und

(e) jede zweite Sequenz mit kohdsivem Ende zu bestimmen;

worin die Aggregatlange der ersten und zweiten Sequenzen mit kohasivem Ende eines jeden Sub-Fragments
6 bis 10 betragt, die Sequenzen und relativen Positionen der Referenz-Stelle der ersten und zweiten kohasiven
Enden die oder jede cDNA kennzeichnen, wobei die erste probenbildende Endonuclease an eine erste Erken-
nungssequenz bindet und an der ersten Probenbildungsstelle in einem vorbestimmten Abstand von der Rest-
riktionsstelle der Restriktions-Endonuclease spaltet, und worin die ersten und/oder zweiten Erkennungsse-
quenzen in ersten und/oder zweiten Adaptor-Oligonucleotiden eines Arrays gemaf Anspruch 8 vorgesehen
sind, und an die Restriktionsstelle der isolierten Fragmente hybridiseren.

44. Verfahren zur Nucleinsaure-Sequenzierung, welches darin besteht:
(a) eine Target-Nucleinsaure-Population zu gewinnen, welche Nucleinsdurefragmente umfasst, bei der jedes
Fragment in einer eindeutigen Menge vorhanden ist und an einem Ende eine Sequenz mit kohasivem Ende
vorbestimmter Lange und eine unbekannte Sequenz aufweist,
(b) das andere Ende jeden Fragments zu schiitzen, und
(c) jedes der Fragmente zu sequenzieren durch
(i) Inkontaktbringen der Fragmente unter Hybridisierungsbedingungen in Gegenwart einer Ligase mit einem
Array nach Anspruch 8, dessen Basensequenz die gleiche vorbestimmte Lange wie die Sequenz mit kohasi-
vem Ende aufweist und der Array samtliche méglichen Basensequenzen der vorbestimmten Lange enthalt; ir-
gendein gebundenes Adaptor-Oligonucleotid zu entfernen und die Menge irgendwelchen gebundenen Adap-
tor-Oligonucleotids zu bestimmen durch Freisetzen des Massenmarkers und Identifizieren des freigesetzten
Massenmarkers durch Massenspektrometrie;
(i) Inkontaktbringen der gebundenen Adaptor-Oligonucleotide mit einem Sequenzierungsenzym, welches an
die Erkennungssequenz bindet und das Fragment spaltet unter Freisetzung einer neuen Sequenz mit kohasi-
vem Ende, welche an die vorausgehende Sequenz mit kohasivem Ende angrenzt oder sie iberlappt; und
(iii) Wiederholen der Schritte (i) und (ii) ausreichend oft und Bestimmen der Sequenz des Fragments durch Ver-
gleichen der fir jede Sequenz mit kohasivem Ende aufgezeichneten Mengen.

Es folgen 30 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

mRNA

[

AAAA

|

AAAA
CTAG T

NNN. GGATG. GATC

k//— NNN. CCTAC
3

NNN . GGATG . GATC AAAA
NNN. CCTAC. CTAG ~TTTT

l FIGUR 1
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XXXX

NNN.GGATG
NNN. CCTAC. XXXX

NNN. GGATG . XXXX
NNN. CCTAC.XXXX

N NN Yy ————
NNN.GGATG. XXXX . NNNNN ———
NNN. CCTAC. XOOCX.NNNNN. YYYY

FIGUR 1 Fortsetzung
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AAAT
AAAG
AAAC

NNN. GGATG. XXXX . NNNNN AAAA
NNN. CCTAC. XXXX .NNNNN. YYYY

AAAT
AAAG
AAAC
AAAA

AAALT NNNNN“XXXX " IV.LDD “NNN
NNNNN"XXXX"DLV9D " NNN

FIGUR 1 Fortsetzung
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AAALTNNNNN“XXXX " IDVLII "NNN
VYyy NNNNN®XXXX'DLVOD *NNN

FIGUR 1 Fortsetzung
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cDNA

Schritt 1 ‘
AAAA
T 5 Bead
Schritt 2 ;
AGCT ~m———— AAAA
3> Bead
Schritt 3 |
MMMGGATGAGCT ANAA
MMNCCTACTCGA TR
- Bead
Schritt 4 [
XXXX ' AAAA
TR Bezd
\\\,\‘“ \
NMGGATG
, NNNCCTACXXXX
Schritt 5 I/
[ \\\\\\\ \\
""" - NMMGGATGXXXX AAAA
NMNCCTACXXXX T »,
= Bead
FIGUR 2a
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Schritt 6 l/- Yy

AAAA
7 "B Bead
\\\\\“\ \\
\\\ """" NNNGGATGXXXXNNNNN
NNNCCTACXXXXMNMNNYYYY
Schritt 7 l
OO T D
oD S D
4 o> <>
L
Schritt 8 J'
\Q\““‘\\ .
DL NHNGGAT GXXXXNNNNNYYYY Beod
NNNCCTACKXKXNNMNNYYYY
Schritt 9 Y
NMNGGATGXXXX — yYYY Bead
NNNCCTACXXXK  ~ YYYY
FIGUR 2b
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cDNA

Schritt 1 i

AAAA
R Bead
Schritt 2 : ‘If
AGCT AAAA
HEETES Bzad

Schritt 3 [

NNMGGATGACCT AMAA

NNNCCTACTCGA Tt

= Bead
Schritt 4 I
XXXX AAAA
' )

SRR

NNMNGGATG

_ NMNCCTACXXXX
Schritt 5 V
\\\\\\“\
\ 0% NNNGGATGAXXX AAAA
NNNCCTACKXXX TR
Becd
FIGUR 3a
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Schritt 6 V—

y YYYY AAAA
——TTTT
-_B Bead
N
U0 NMMGGAT GXXXXNNMNM
NNNCCTACKXXXNMNNNYYY'Y
Schritt 7 l

v(g)

\

Schritt 8 ‘

\\\'\-\\\hy\
\\—" NNNGGAT GXXXXMNNNM
NNNCCTACCXKXNMNNNYYYY
Schritt 9 Y-
" N
Nxco
NNMGGATGXXXX ——

NNMCCTACXXXX — YYYYy

FIGUR 3b
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FIGUR 4
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FIGUR 7
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